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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADNc: ADN complementario

AKT: serine/threonine protein-kinase Akt

ALK: anaplastic lymphoma kinase

ALT: alternative lengthening of telomeres

AML-1: acute myeloid leukemia 1

AML1-ETO (RUNX1-RUNXT1 / RUNX1-MTG8): transcrito de fusion resultante de la
t(8;21)(q22;722)

ARNm: ARN mensajero

ATRA: all-transretinoic acid (acido todo-transretinoico)

BAALC: brain and acute leukemia, cytoplasmic

BCR-ABL: breakpoint cluster region — Abelson. Transcrito de fusion resultante de la
1(9;22)(g34;911)

CALGB: Cancer and Leukemia Group B

CBF: core binding factor

CBFB-MYH11: transcrito de fusién resultante de la inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;q22)
CBL: Cas-Br-M ecotropic retroviral transforming sequence

CBP: CREB (cyclic-AMP response element binding) binding protein

CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein A

CEBPE: CCAAT/enhancer binding protein E

CD: cluster of differentiation (grupo de diferenciacion)

CDK: ciclinas dependientes de quinasas

CETLAM: grupo Cooperativo para el Estudio y Tratamiento de las Leucemias Agudas y
Mielodisplasias

CF: citometria de flujo

HCG: hibridaciéon genémica comparada
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CID: coagulacién intravascular diseminada

col.: colaboradores

CSF1: colony stimulating factor 1

CT: ciclo umbral (término utilizado en PCR cuantitativa)

DIT: duplicacién interna en tandem (FLT3)

DNMT3A: DNA methyltransferase 3A

EFS: supervivencia libre de evento (fallo de induccién/recaida o muerte por cualquier
causa desde inicio del tratamiento)

EGIL: European Group for Inmunophenotyping of Leukemia

EPO: eritropoyetina

ERG: ETS-related genes

ERK: extracellular signal-related kinases

ERM: enfermedad residual minima

ETS: erythroblastosis virus E26 transforming sequence (familia factores de transcripcion)
EVI-1: ecotropic viral integration site 1

FAB: French-American British group

FLT3: fms-related tyrosine kinase 3

FLT3-ITD: FLT3 internal tandem duplication (duplicacién interna en tdndem del gen FLT3)
FLT3-TKD: FLT3 tirosin kinase domain mutations (mutaciones del dominio tirosin-quinasa
del gen FLT3)

FPD/AML: familial platelet disorder with tendency to develop myeloid neoplasias
Frameshift: mutaciones con desplazamiento del patrén de lectura

FSC: forward scatter component (dispersion frontal de luz)

G-CSF (CSF3): colony stimulating factor 3 (granulocyte) (factor estimulante del
crecimiento de colonias granulociticas)

GFI1: growth-factor independent 1 (factor de transcripcion)
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GIMEMA: Gruppo Italiano Malattie Ematologiche Maligne dell’ Adulto

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (factor estimulante del
crecimiento de colonias granulociticas-monaociticas)

GO: gentuzumab ogamicina

HABD: RUXNL1 high-affinity binding domain

HEMGN: hemogen

HIF: hipoxy induced factor (factor inducido por la hypoxia)

hnRNPE2: heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 2

HRR: homologous recombination repair (sistema de reparacién del ADN)

HSC: hematologic stem cell (stem cell hematolbgica)

IDH1/IDH2: isocitrato deshidrogenasa 1y 2

IAR: incidencia acumulada de recaida

IL: interleuquina

Imprinted genes: genes imprintados, con impronta genética. Genes cuya expresion viene
determinada por el origen parental.

In-frame: mutaciones que conservan el patréon de lectura

IRF8 (ICSBP): interferon regulatory factor 8 (interferon consensus sequence binding
protein) (factor de transcripcion)

JAK2: janus tyrosine kinase 2

JNK: ¢c-Jun NH2-terminal kinase

LDH: lactato deshidrogenada

LLA: leucemia linfoide aguda

LMA: leucemia mieloide aguda

LMA-t: leucemia mieloide aguda secundaria a tratamiento quimio-radioterapico previo
LMC: leucemia mieloide cronica

LMMC: leucemia mielomonocitica crénica
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LOH: loss of heterozigosity (pérdida de heterozigosidad)

LPA: leucemia promielocitica aguda

LYN: quinasa de la familia Src

M/L: cociente células progenitoras (CD34+) mieloide/linfoide

MLL: myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia gene

MLL-PTD: MLL partial tandem duplication (duplicacién parcial en tandem del gen MLL)
MMR-DNA: DNA mismatch repair pathway (mecanismo de reparacion del ADN)
MNZ1: gen del meningioma tipo 1

MPO: mieloperoxidasa

MRC: UK Medical Research Council

MRD: multidrug resistant

MRT: mortalidad relacionada con el trasplante

MSI: microsatellite instability (inestabilidad de microsatélites)

N-CAM: neural cell adhesion molecule (molécula de adhesion de la célula neuronal)
Nested PCR: PCR anidada

NF1: neurofibromina 1 o proteina asociada con la neurofibromatosis tipo 1
NFkB: NF kappa B

NG2: proteoglicano condroitin-sulfato

NK: natural killer

NMPC: neoplasia mieloproliferativa cronica

NPM1 (B23, numatrina, NO38): nucleofosmina tipo 1

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

One-step PCR: PCR simple

Out-of-frame: mutaciones fuera del patron de lectura normal (ver frameshift)
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PEM: progenitores eritroide/megacariociticos
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PETHEMA: Programa para el Estudio y Tratamiento de las Hemopatias Malignas

PGM: progenitores granulo-monociticos

PI3-quinasa: fosfatidil-inositol 3 quinasa

PMC: progenitor mieloide comun

PML-RARA: promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor, alpha. Transcrito de fusién
resultante de la t(15;17)(q22;912-21)

PMP: progenitor multipotencial

POLB: polymerase (DNA directed) beta

RAR/RARA: receptor &cido retinoico / receptor acido retinoico alfa

Rb: gen del retinoblastoma

RC: remisién completa

ROC: receiver operating characteristic (curvas de operacion caracteristica del receptor).
Método estadistico

RPN1: riboforina

RR: riesgo de recaida

RTK: receptor tirosin-quinasa

RUNX1 (AML1 o CBFA2): runt-related transcription factor 1

RUNX2: runt-related transcription factor 2

SCF: stem cell factor

SCF-R: receptor stem cell factor

SCL: stem cell leukemia factor

SG: supervivencia global (tiempo desde el diagnéstico hasta fecha de muerte por
cualquier causa)

SLE: supervivencia libre de enfermedad (tiempo desde fecha de la primera remision

completa hasta fecha de muerte por cualquier causa o recaida)
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SLR: supervivencia libre de recaida (tiempo desde fecha de la primera remisiébn completa
hasta fecha de recaida o de la muerte en remision completa o Gltimo seguimiento en
remision completa)

SMD: sindrome mielodisplésico

SNP: single nucleotide polymorphism

SSC: side scatter component (dispersion lateral de la luz)

STAT: signal transducer and activator of transcription

Stem cell: célula madre totipotencial

TCR: receptor célula T

TdT: terminal deoxinucleotidil transferasa

TEL: translocation ETS leukemia gene: ETV6

TERT: telomere-specific reverse transcriptase

TET2: ten-eleven-translocation 2

TKD: dominio tirosin-quinasa

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

UPD: uniparental disomy (disomia uniparental)

VEGF: vascular and endothelial growth factor (factor de crecimiento del endotelio
vascular)

VEGFR: receptor del VEGF

WT1: gen del tumor de Wilms
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1. INTRODUCCION

1.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

1.1.1. CONCEPTO Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una proliferacion neoplasica de células inmaduras
de estirpe mieloide que se produce por una alteracién en la regulacion del crecimiento y
la diferenciacion de las células hematopoyéticas. Esta alteracion provoca la acumulacion
de precursores inmaduros mieloides con capacidad de replicacién, pero que han perdido
su capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas maduras. Por consiguiente,
la médula 6sea es ocupada por células tumorales que impiden una hematopoyesis normal
y da lugar a la aparicién de una insuficiencia medular.

Hasta los afios 70 el diagndstico de esta enfermedad se basaba Unicamente en el examen
histoldgico y citoldgico de la médula dsea y la sangre periférica. La probabilidad de
supervivencia a los 5 afios en este periodo era menor al 15%. Durante las décadas de los
80 y 90 se produjo un avance muy importante en el diagnédstico de la leucemia aguda con
la introduccion de las técnicas inmunofenotipicas, citogenéticas y moleculares. Este mayor
refinamiento diagndstico permitié un mejor conocimiento de la fisiopatologia de la LMA
que derivd en una clasificacion de las LMA que valora tanto los aspectos morfoldgicos,
como los fenotipicos, citogenéticos y moleculares (Jaffe ES, 2001). Esta nueva
clasificacion que integra los aspectos bioldgicos mas significativos junto con la definicidn
de nuevos factores prondsticos han permitido el desarrollo de protocolos terapéuticos
ajustados al riesgo del paciente. Aproximadamente el 60-80% de los adultos con LMA
consigue remision completa (RC), pero sélo el 30-40% de estos pacientes esta vivo y libre
de enfermedad a los 5 anos. Estos datos indican que, a pesar del avance conseguido en

los Ultimos afios en el diagndstico y tratamiento de la LMA, es necesario continuar
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estudiando la fisiopatologia de esta enfermedad tan heterogénea e investigando factores

prondsticos que permitan individualizar los tratamientos y desarrollar nuevos farmacos.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA Y ETIOLOGIA

La LMA tiene en los paises occidentales una incidencia de 2,2 nuevos casos por 100.000
habitantes y afio. Para una poblacidn como la espaiiola, ello supone aproximadamente
entre 900 y 1000 nuevos casos anuales (Sanz MA, 2001; Sanz MA, 2003). La incidencia
de LMA se incrementa de forma progresiva con la edad, siendo mas evidente a partir de
la quinta o sexta décadas de la vida. La LMA causa el 1,2% de la mortalidad por cancer.
La asociacion de la LMA con una serie de enfermedades que presentan anomalias
cromosomicas o de conocido origen hereditario, sugiere la implicacion genética en la
leucemogénesis. Entre los diferentes tipos de cancer, la leucemia es la neoplasia que con
mas frecuencia se asocia a las radiaciones ionizantes, siendo la estirpe mieloide la mas
frecuentemente afectada. Ademas de un componente de susceptibilidad individual, el
riesgo de desarrollar una leucemia aguda tras radiaciones esta en relacién directa con la
dosis, el tiempo de exposicion y la superficie corporal expuesta. Este riesgo persiste
durante muchos afos.

Ciertos agentes quimicos se asocian con la génesis de algunos casos de LMA. Entre éstos
destaca la exposicién prolongada al benceno. Datos provenientes de numerosos estudios
han revelado que trabajadores en contacto con este compuesto (industria del calzado o el
petrdleo) presentan un mayor riesgo de desarrollar LMA. Asimismo, se ha observado un
incremento del riesgo de desarrollar una leucemia secundaria en pacientes tratados con
quimioterapia por diferentes tipos de cancer, hematopoyéticos o no, debido a un
aumento de la supervivencia de estos pacientes. Entre los farmacos administrados a los
pacientes con neoplasias destacan, por su asociacién con un mayor riesgo de leucemia

secundaria, los agentes alquilantes (ciclofosfamida, melfalan, clorambucilo o tiotepa),
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procarbazina, nitrosureas, antibidticos antitumorales (antraciclinas) y epidofilotoxinas.
Las leucemias que aparecen en asociacion con estos farmacos suelen ir precedidas de un
periodo de pancitopenia o displasia y se asocian con un mal prondstico.

En modelos experimentales y animales se ha demostrado la implicaciéon de los virus en la
leucemogénesis, en concreto del virus de Epstein-Barr (VEB), del virus linfotropico de
células T humano tipo I (HTLV-I) y del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En la
actualidad no hay evidencia de la intervencidén de estos virus u otros en el desarrollo de
LMA en humanos.

La ausencia de mecanismos de vigilancia inmunoldgica también puede estar implicada en
la leucemogénesis. Los pacientes con inmunodeficiencias congénitas o adquiridas
(neoplasias, trasplante de dérganos, etc.) tienen una incidencia de linfomas y leucemias
mayor a la esperada.

Con todo, la LMA es una enfermedad de etiologia desconocida y sélo en una pequefia
proporcion de pacientes es posible identificar algun factor etioldgico. Probablemente, la
conjunciéon de factores genéticos y ambientales determinen el riesgo a desarrollar una

leucemia.

1.1.2.1. LMA familiares

La gran mayoria de LMA se presenta como casos esporadicos. Las LMA/SMD familiares
son muy raras. Tipicamente son LMA que se presentan en edades mas tempranas que los
casos esporadicos y se pueden reconocer por la existencia de una historia inusual de uno
o mas familiares de primer grado con diagndstico de SMD/LMA. La mayoria de familias
descritas en la literatura presentan un patron de herencia autosémica dominante
consistente en mutaciones Unicas en un gen (Horwitz M, Leukemia 1997; Owen C, Br J
Haematol 2008). Hasta el momento se han identificado mutaciones en dos genes, RUNX1

(AML1) y CEBPA. Estas mutaciones no inducen la leucemogénesis por si mismas. El
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estudio de estas familias aporta una informacion valiosa acerca de la adicién de eventos
genéticos secundarios responsables del desarrollo de la LMA.

La enfermedad plaquetaria familiar con tendencia a desarrollar neoplasias mieloides
(familial platelet disorder with tendency to develop myeloid neoplasias, FPD/AML) es una
enfermedad autosdmica dominante caracterizada por anomalias en el nimero y en la
funcién de las plaquetas y con tendencia a desarrollar SMD/LMA. En estos pacientes se
han detectado mutaciones germinales heterozigotas en el gen RUNX1 (Song WJ, Nature
Genetics 1999). La incidencia media de SMD/LMA en estas familias es del 35% (oscila
entre un 20-60%) (Figura 1). Son LMA que no se asocian a ningun subtipo concreto de la
clasificacion FAB ni a anomalias citogenéticas (Owen C, Br J Haematol 2008).

Las mutaciones de CEBPA también se han descrito en casos de leucemia familiar con un

patron de herencia autosdmico dominante. La primera familia fue descrita en 2004

. Neoplasia mieloide

I ] ' Trom ni |50 10
2 O bope la < X /I

| X Mutacién AML1
II é‘>1 2 3
III {1&()2 é3 4 5

SMD 5

Figura 1. Familia con historia de enfermedad plaquetaria familiar asociada a
neoplasias mieloides con mutacion de AML1. LMA: leucemia mieloide aguda. SMD:
sindrome mielodisplasico. Numero junto diagndstico: edad de presentacion de la neoplasia

mieloide.

(Smith ML, N Eng J Med 2004). La frecuencia de LMA con mutaciones esporadicas de

CEPBA es de 5-14%. Son leucemias con mayor supervivencia libre de enfermedad (SLE) y
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supervivencia global (SG). Se ha observado que el 11% de todos los pacientes con LMA
con mutaciones esporadicas de CEBPA tiene mutaciones germinales de este gen. Por
tanto, la incidencia aproximada de estas mutaciones germinales es de un 1% de todas la
LMA (Pabst T, J Clin Oncol 2008). La lesion molecular caracteristica en estas familias es
una mutacién N-terminal out-of-frame que da lugar a una terminacién precoz de la
proteina normal y a una produccién preferencial de la isofoma dominante negativa de 30
kDa. Es importante remarcar que en estas familias se asocian con frecuencia mutaciones
adicionales C-terminales /n-frame de CEBPA en el otro alelo en el momento del
diagndstico. Esto indica que la mutacion N-terminal de CEBPA predispone a la generacion
de mutaciones somaticas como evento secundario que inducirian la LMA tras un periodo
de latencia determinado (Pabst T, J Clin Oncol 2008; Owen C, Br J Haematol 2008).

Y por Ultimo, también se han reportado casos de SMD/LMA familiares asociadas a
monosomia del cromosoma 7 (Owen C, Br J Haematol 2008). Son familias sin evidencia
de sindromes congénitos. La monosomia 7 no es una mutaciéon germinal, sino un evento
secundario en la leucemogénesis. Se postula que estas familias deben ser portadoras de
mutaciones genéticas que predisponen al desarrollo de otras anomalias secundarias,
como la monosomia 7 (Minelli A, Cancer Gen Cytogen 2001).

En los pacientes con neutropenia congénita severa se ha detectado una mayor
predisposicion a desarrollar SMD/LMA en aquellos casos con mutaciones adquiridas en el
gen que codifica el receptor de G-CSF (CSF3R). Estas mutaciones, que se han detectado
en un 20-30% de los casos, dan lugar a un receptor hiperfuncionante que actla de una
forma dominante negativa para aumentar la proliferacion a expensas de una inhibicion de

la maduracién (Ward AC, Curr Opin Hematol 2009).
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1.1.3. FISIOPATOLOGIA: MIELOPOYESIS NORMAL Y  MIELOPOYESIS

LEUCEMICA

1.1.3.1 MIELOPOYESIS NORMAL: DIFERENCIACION ANTIGENICA Y MADURACION
MIELOIDE

Los precursores hematopoyéticos mas inmaduros o células stem totipotenciales tienen la
capacidad de auto-regeneracién, proliferacion y diferenciacion en las distintas lineas
celulares. Son células con capacidad de divisién simétrica (generacién de dos stem cells
idénticas al progenitor) y asimétrica (generacion de una célula stem cell idéntica al
progenitor y una célula progenitora con menor capacidad de replicacion pero con
habilidad de expansion clonal y diferenciaciéon para mantener la circulacion de células
maduras en sangre periférica) (Bonnet D, Nature Medicine 1997). Estas células se
caracterizan por la ausencia de marcadores de linea (Lin-) y por expresar CD34*/CD38
/+ail - Ademds, pueden expresar otros marcadores de inmadurez como CD90 o CD117
(KIT). Por el contrario, a diferencia de la stem cell leucémica, no expresa CD123. Durante
el proceso de diferenciacion, los progenitores hematopoyéticos se comprometen en
ciertas lineas celulares, con la aparicién de marcadores especificos (Lin+), y pérdida de la
capacidad de auto-regeneracion. Cuando la stem cell pasa a progenitor comprometido
(progenitor multipotencial, PMP) pierde la capacidad de autorreplicacién pero mantiene la
capacidad de diferenciacién en todas las lineas celulares hematopoyéticas. Este progenitor
se ira comprometiendo en una linea celular especifica: progenitor linfoide comin (PLC) 6
progenitor mieloide comun (PMC). El PMC dara lugar a progenitores mas especificos como
son los progenitores granulociticos/monociticos (PGM) y los progenitores
eritroides/megacariociticos (PEM). Todos estos procesos estan regulados por factores de
transcripcion y citoquinas (Zon LI, Nature 2008). Hay un equilibrio entre Ila

autorreplicacion y la diferenciacion. Si este equilibrio se pierde por una alteracion en la
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regulacion de autorreplicacidon se bloquea la diferenciacion. La aparicién de una leucemia

puede ser consecuencia de una alteraciéon en alguno de estos procesos (Figura 2).

Normal LMA
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Figura 2. Transformacion de progenitores hematopoyéticos normales en stem cells
leucémicas. En la izquierda de la imagen se muestra la ontogenia mieloide normal con
los factores de transcripcion criticos en el control del programa transcripcionall. En la derecha
de la imagen se especula con que los eventos transformadores pueden tener lugar a nivel de
la stem cell totipotencial o de un progenitor ya comprometido y generar una célula
progenitora leucémica que evolucionara a LMA. HSC: stem cel/ hematopoyética normal; PMP:
progenitor multipotencial; PMC: progenitor mieloide comdn; PGM: progenitores granulociticos-
granulociticos / monociticos; PEM: progenitores eritroides/megacariociticos; CSL: stem cell
leucémica. Figura adaptada de Gudgin E. in Hematology Education, the education program

for the annual congress of the European Hematology Association 2009.

La linea granulopoyética representa aproximadamente el 60% de la celularidad global de

la médula dsea y se caracteriza por la presencia de mieloperoxidasa (MPO) desde los
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estadios mas iniciales de la diferenciacion. Desde el punto de vista fenotipico los primeros
precursores mieloides (estadio I) se caracterizan por coexpresar los antigenos CD34,
CD38, HLA-DR y CD33 y, a diferencia de los precursores linfoides, presentan un patrén de
FSC y SSC mucho mas heterogéneo. Los precursores mieloides y los monociticos son
indistinguibles antigénicamente en este estadio. En su progresion al estadio II las células
mieloides pierden CD34 y HLA-DR, ganan CD15 y aumentan su SSC sin presentar todavia
CD11b. Este estadio corresponde al promielocito. Posteriormente, la célula mieloide
adquiere una expresion moderada de CD11b, disminuye su expresién de CD33, pierde el
antigeno CD13 y diminuye su SSC (estadio III). En su proceso de diferenciacion la célula
mieloide vuelve a ganar CD13 mientras que disminuye CD33 y aparece el antigeno CD16
(estadio 1V). El estadio mas maduro en la diferenciacion granulocitica corresponde al del
neutrofilo maduro que se encuentra en sangre periférica (estadio V). Estas células

expresan CD16, CD13, CD10 y CD45 (Figura 3) (Terstappen LW, Leukemia 1990).

cD13* /CD1b’ CD14'/CD13" HLA-DR+

CD34" /CD38" HLA.DR® /CD33" ICD33++ CD16" " /IcD15""

/HLA-DR" /CD33"

Q@ 0

/ Monoblasto Promonocito Monocito

HSC

PMC PGM
Q00O
U \ Metamielocito Granulocito
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+ + I/CD33™/CD15"/ +debil +
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Figura 3. Expresion antigénica de las células mieloides y monociticas en los
diferentes estadios madurativos. HSC: stem ce// hematopoyética; PMC: progenitor

mieloide com(n; PGM: progenitores granulociticos/monociticos.
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En cuanto a la linea monocitica, desde un punto de vista fenotipico/antigénico, el
precursor es indistinguible del precursor mieloide o mieloblasto (CD34+HLA-
DR+CD38+CD33+). A diferencia de lo que ocurre en otras lineas hematopoyéticas, los
conocimientos fenotipicos sobre la diferenciacidn monocitica siguen siendo todavia
relativamente escasos. Se ha sugerido que la adquisicion de positividad intensa para
CD33 en las células CD34+ indicaria diferenciacion hacia la linea monocitica. Asimismo,
durante su diferenciacion inicial la célula monocitica ganaria intensidad de CD33 antes de
empezar a perder CD34, al contrario que ocurriria en la célula mieloide (Macedo A, Sangre
1994). La célula monocitica, a diferencia de la mieloide, expresa HLA-DR durante toda su
diferenciacion. En el estadio II la célula monocitica se caracteriza por un aumento
importante en la expresion de CD11b, CD13 y CD33. En el estadio III la célula monocitica
gana el antigeno CD14, que va aumentando de intensidad a medida que el monocito
madura, al igual que el CD45. Los antigenos CD15 y CD16 también se expresan en el
monocito maduro, pero mas débilmente que en la linea mieloide (Figura 3).
Paralelamente a la adquisicion de estos antigenos durante el proceso de diferenciacion,
las células de la linea monocitica incrementan su SSC y disminuyen su FSC hasta adoptar
en sangre un patrén de FSC/SSC intermedio respecto a linfocitos y neutrdfilos. La
intensidad de expresion de CD33 y CD13 se mantiene fuerte durante toda la
diferenciacion monocitica. Comparado con los neutrdfilos, en los monocitos maduros las
expresion de CD13 es mas heterogénea y la de CD33, mas homogénea (Terstappen LW,

Leukemia 1990).

1.1.3.2. MIELOPOYESIS NORMAL: REGULACION DE LA TRANSCRIPCION
Del mismo modo que en la diferenciacién y maduracion celular, existe una jerarquia en el
orden de actuacion de los factores de transcripcion que controlan la mielopoyesis. La

hematopoyesis se inicia con la generacion de stem cells hematopoyéticas a partir del
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mesodermo. RUNX1 (AML1) y SCL (TAL1) son los factores de transcripcion criticos en este
proceso (Rosenbauer F, Nature Reviews 2007). Los genes Homeobox (Hox), MYC, la via
de sefalizacion WNT/Beta catenina, NOTCH y Bmi-1 tienen un importante papel en la
autorreplicacion de la stem celly en el inicio de la diferenciacion mieloide (Ravandi F, Clin
Cancer Res 2006, Gudgin E, Hematology Education, the education program for the
annual congress of the European Hematology Association 2009).

Las fases iniciales de la diferenciacion mieloide estan reguladas por dos genes principales
PU.1 y GATA-1. PU.1 dirige la stem cell hematopoyética hacia el progenitor linfoide-
mieloide e interacciona con GATA-1 para inhibir el compromiso de la stem cell hacia el
progenitor eritroide/megacariocitico (Zhu J, Oncongene 2002; Friedman AD, Oncogene
2007). PU.1 se expresa en diferentes niveles de la diferenciacién hematopoyética. Se
detecta en la stem cell, en los progenitores mieloides y linfoides comunes y en las células
mieloides y linfoides B maduras. PU-1 tiene un papel crucial para determinar el destino
celular tanto en los progenitores mieloides como en los linfoides. En la linea mieloide, los
niveles altos de PU.1 se asocian con la produccion de macroéfagos y los niveles bajos, con
la produccién de granulocitos. En un siguiente paso, la produccidon de progenitores
granulociticos/monociticos (PGM), el factor de transcripcidon mas importante es CEBPA.
CEBPA se expresa en la stem cell hematopoyética, en los progenitores mieloides y en los
granulocitos, pero no en los macréfagos. CEBPA también regula las propiedades de
autorreplicacion de la stem cell. Y por Ultimo en la diferenciacion hacia granulocito o hacia
monocito/macréfago intervienen PU.1 e IRF8 (Friedman A, Oncogene 2002). En la linea
mieloide, IRF8 (ICSBP) se expresa en progenitores y en macréfagos, pero no en
granulocitos. IRF8 tiene un papel fundamental en los estadios finales de la diferenciacion
monocitica. C-Jun también coopera con PU.1 en la diferenciacidn monocitica (Rosmarin
AG, Experimental Hematology 2005). La fase terminal de diferenciacion neutrofilica esta

regulada especialmente por CEBPE y GFI1 (Figura 4).
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Figura 4. Factores de transcripcion criticos en la diferenciacion mieloide normal.

Eosinofilo

PU.1 dirige la stem cell hematopoyética (HSC) hacia el progenitor mieloide comin (PMC) e
interacciona con GATA-1 para inhibir el compromiso de la stem cell hacia el progenitor
eritroide/megacariocitico (PEM). CEBPA tiene un papel indispensable en la transicion del
PMC a progenitores granulociticos/monociticos (PGM). De forma similar, CEBPE y GFI1 son
cruciales en los estadios finales de la maduracion neutrofilica. La produccion de macréfagos
depende de PU.1 e IRF8. PU.1 es esencial en los estadios intermedios mientras que IRF8

desempeiia su papel en los estadios finales de la diferenciacion monocitica.

La accion de los factores de transcripcién sobre los progenitores hematopoyéticos esta
modulada por citoquinas. Las citoquinas, muchas de ellas factores de crecimiento, actdan
en general mediante la unidn a sus receptores celulares. Esta unidén provocara una serie
de eventos intracelulares que finalmente afectaran a la sintesis de ADN produciendo una
activacién o inhibicion de la proliferacién y diferenciacion celular, o bien regulando la

viabilidad celular a través de la induccion o bloqueo de la apoptosis. Existe una larga lista
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de citoquinas que modulan la hematopoyesis. Unas tienen accién en estadios mas
iniciales como SCF o FLT3, otras estimulan colonias formadoras de lineas celulares
especificas como la eritropoyetina o trombopoyetina y otras estimulan el crecimiento de
varias lineas celulares como GM-CSF, o las interleuquinas (IL-3, IL-4, IL.6, etc) (Zhu J,

Oncogene 2002; Zon LI, Nature 2008).

1.1.3.3. PATOLOGIA MOLECULAR DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
El fenotipo tumoral observado en la leucemia aguda es consecuencia de las alteraciones
en la fisiologia normal de los progenitores hematopoyéticos. Los procesos criticos que se
encuentran lesionados son (Licht JD, Hematology Am Soc Hematol Educ Book 2005):

1. Proliferacion inapropiada en ausencia de las sefales de crecimiento normales

(autosuficiencia de las sehales de crecimiento)

2. Bloqueo de la diferenciacion

3. Evasion de la muerte celular programada (apoptosis)

4. Capacidad replicativa ilimitada

5. Alteracién en el control de la progresion del ciclo celular

6. Inestabilidad gendmica y diseminacidon multiorganica de las células leucémicas

1. Proliferacion inapropiada. autosuficiencia de las sefiales de crecimiento

La activacién de proteinas tirosin-quinasas intracelulares y de sus receptores estimula la
fosforilacion de proteinas y provoca diferentes eventos a nivel intracelular que daran lugar
a la actividad transcripcional en el nicleo y a la estimulacion del ciclo celular. En las
células normales la proliferacion celular estd regulada por factores de crecimiento y
sefales de adhesidén, pero estos mecanismos pueden estar activados de manera
auténoma en las células leucémicas. Esta proliferacién anormal a menudo es el resultado

de mutaciones que afectan a las vias de senalizacion de la proliferacién. Al igual que
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ocurre con la tirosin-quinasa BCR-ABL en la leucemia mieloide crénica (LMC), se ha
observado la implicacion de quinasas activadas en la patogénesis de la LMA. Las
mutaciones en los receptores tirosin-quinasa (RTK) se han documentado en
aproximadamente el 50% de los pacientes con LMA. FLT3 es una tirosin-quinasa que se
expresa en casi todos los pacientes con LMA y que se encuentra activada de forma
constitutiva por una duplicacién interna en tandem del dominio yuxtamembrana (FLT3-
ITD) o por mutaciones dentro del /oop de activacion de la quinasa en aproximadamente el
30% de las LMA (Kottaridis PD, Blood 2001). Se ha observado que estas mutaciones
tienen un importante valor prondstico (Gale RE, Blood 2008; Schlenk RF, N Eng ] Med
2008).

La tirosin-quinasa KIT se expresa en el 60-80% de los pacientes con LMA. Se han descrito
mutaciones activantes en la mastocitosis y en algunos casos de LMA, sobre todo en las
que se asocian a citogenética de buen prondstico, t(8,21) e inv(16) (Paschka P, J Clin
Oncol 2006; Cairoli R, Blood 2006). La quinasa JAK2 esta activada por la mutacion
puntual V617F en la gran mayoria de pacientes con policitemia vera y en un porcentaje
significativo de pacientes con trombocitosis esencial (Kaushansky K, Blood 2005). Ambas
son enfermedades que pueden desarrollar una LMA.

Las tirosin-quinasas activadas pueden transmitir sefiales de proliferacion por afectacion de
la familia RAS, y por mutaciones en genes codificantes de estas proteinas que pueden
simular los efectos de mutaciones en el RTK. NRAS se encuentra mutado y
constitutivamente activado en el 10-20% de las LMA, KRAS en el 5-15% de los pacientes,
mientras que HRAS raramente esta mutado (Valk PJ, N Eng J Med 2004). Las LMA que
tienen mutaciones de RAS no tienen fusidon de quinasas ni mutaciones activantes de las
mismas, lo que sugiere que RAS y las moléculas tirosin-quinasas son equivalentes desde
el punto de vista bioldgico en esta enfermedad. En general, las vias de RTK estan

activadas por mutaciones que provocan un aumento de funcion. La excepcidon es la
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pérdida de expresion de la proteina supresora tumoral neurofibromina (NF1), la cual
inactiva RAS por estimulaciéon de su actividad GTPasa intrinseca. La pérdida de expresion
de NF1 es poco frecuente en las LMA de novo (Licht JD, Hematology Am Soc Hematol

Educ Book 2005).

2. Blogueo de la diferenciacion

e Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion, imprescindibles para la diferenciacion hematopoyética, se
encuentran a menudo alterados en la LMA como consecuencia de translocaciones
cromosomicas y de mutaciones puntuales. Los factores afectados por reordenamientos
cromosomicos incluyen el complejo core binding factor (CBF), el receptor del acido
retinoico (RAR), la proteina MLL vy las proteinas HOX. Las mutaciones puntuales en los
factores de transcripcidn, incluyendo CEBPA y PU.1, también conllevan pérdida de la
diferenciacion normal en la LMA. Los factores de transcripcién quiméricos normalmente
actian como formas dominantes negativas de los factores originales.

Complejo CBF: el complejo CBF es un heterodimero constituido por RUNX1 (AML1, CBFA)
y la proteina CBFB que activa diferentes genes criticos para el desarrollo mieloide normal
(Figura 5). In vitro, AML1 regula la expresidon de receptores de factores de crecimiento,
citoquinas y enzimas implicadas en la hematopoyesis (Zhang DE, Mol Cell Biol 1996). Las
principales translocaciones que afectan a este complejo son la t(8;21) y la inversion del
cromosoma 16, que dan lugar a los transcritos de fusién AML1-ETO (RUNX1-MTG8 /
RUNX1-RUNX1T1) y CBFB-MYH11, respectivamente. También se han detectado
mutaciones puntuales en AML1 en LMA familiares y esporadicas. Estos hallazgos sugieren
que la pérdida de la funcién de RUNX1/AML1 provoca una alteracion de la diferenciacion

y, por tanto, favorece el desarrollo de una leucemia.
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AML1-ETO: La proteina de fusion AML1-ETO inhibe de forma dominante la actividad
transcripcional de AML1. AML1-ETO suprime genes que generalmente estan activados por
RUNX1/AML1 como c-FMS, p14 ARF o CEBPA, otro factor de transcripcion imprescindible
en la diferenciacion granulocitica (Pabst T, Nat Med 2001). Esta supresion la realiza a
través del reclutamiento de complejos correpresores (revisado en Licht JD, Hematology
Am Soc Hematol Educ Book 2005).

La caracterizacién de AML1-ETO en diferentes lineas celulares demuestra que tiene un
efecto positivo y otro negativo en la leucemogénesis. Su influencia positiva viene
determinada por su habilidad de bloquear la diferenciacién y expandir las stems cells
hematopoyéticas, mientras que su efecto negativo es promover la parada del crecimiento
y la apoptosis (Peterson LF, Blood 2007). Por este motivo, se considera que el evento
adicional para promover la leucemogénesis asociada a AML1-ETO sea la presencia de
mutaciones que neutralicen su efecto negativo sobre la proliferacién y la apoptosis.
Investigaciones realizadas en este ambito demostraron que AML1-ETO induce un
aumento de la expresion de p21*?", una proteina que bloquea el ciclo celular dependiente
de quinasas. Si se provoca una pérdida de expresion de p21"®™ se induce la
leucemogénesis al inhibir el efecto negativo de AML1-ETO sobre el crecimiento celular
(Peterson LF, Blood 2007). Otro mecanismo descrito en estas leucemias es que AML1-
ETO, a diferencia de AML1, se une de forma preferente a secuencias de ADN con el sitio
consenso de AML1 duplicado. Esta regulacion selectiva podria ser un mecanismo que

altere la expresiéon génica y promueva la leucemogénesis (Okumura AJ, Blood 2008).

CBFB-MYH11: la proteina quimérica CBFB-MYH11 actia suprimiendo de forma
dominante la funcion de RUNX1, lo que da lugar a una alteracidon de la hematopoyesis
normal y predispone al desarrollo de una leucemia, aunque al igual que en el caso de

AML1-ETO se requiere de alteraciones genéticas adicionales para la leucemogénesis
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Figura 5. Complejo CBF. RUNX1 / CBFB. Tubos
color verde representan CBFB. Flechas color verde
dominio runt de RUNX1 (Figura adaptada de Gunther
S, Byosystems 2006).

(Castilla LH, Nat Genet 1999). Existen diez tipos diferentes de fusiones CBFB-MYH11
debido principalmente a la variacién en el punto de ruptura localizado en el gen MYH11
(van Dongen JJ, Leukemia 1999). Todos menos uno, el tipo I, contienen un sitio de union
de alta afinidad para RUNX1, el HABD (RUNX1 high-affinity binding domain). El HABD se
considera que es uno de los dominios mas importantes para la supresién dominante de
RUNX1, ya que hace posible la unién completa de CBFB con RUNX1 en el caso de CBFB-
MYH11. Sin embargo, existen datos que sugieren que esta supresion de RUNX1 quiza no
es tan critica para la leucemogénesis. El transcrito de fusion tipo I carece del HABD vy es
capaz de desarrollar una leucemia rapidamente en modelos murinos, a pesar de que sélo
existe una inhibiciéon parcial de RUNX1. En estos casos se han observado otros
mecanismos que pueden acelerar el desarrollo de la leucemia en ratones, como son el

aumento de expresion de MN1 y la alteracidon de la fosforilacion de RUNX1. Por tanto,
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CBFB-MYH11 debe contribuir a la leucemogénesis por otros mecanismos ademas de la
supresion de RUNX1 (Kamikubo Y, Cancer Cell 2010) como, por ejemplo, a través de la

implicacion de RUNX2 (Kuo YH, Blood 2009).

Leucemia promielocitica aguda (LPA): este tipo de leucemia es un claro ejemplo del

bloqueo de la diferenciacion en la LMA. Siempre esta asociada con el reordenamiento del
receptor alfa del acido retinoico (RARA). En la mayoria de los casos de LPA se detecta la
t(15;17), la cual genera la proteina de fusion PML-RARA.

RARA actua a nivel molecular como regulador de la diferenciacion mieloide. En la LPA, las
células estan bloqueadas en el estadio de promielocito, pero tienen capacidad de
replicacion. A niveles fisiologicos de acido retinoico las proteinas de fusién que afectan a
RARA provocan una activacion aberrante de complejos de supresion y de histonas
deacetilasas en los promotores de genes de respuesta, esto conlleva el bloqueo de la
diferenciacion caracteristico de la LPA. EL ATRA y el arsénico son los tratamientos
principales en LPA. A niveles terapéuticos de acido retinoico/ATRA se produce un
desplazamiento de los complejos correpresores y una alteracion en el perfil de metilacion
que promueve la activacion de la transcripcion e induce la diferenciacion (Grimwade D;

Leukemia 2002).

e Reordenamientos de MLL

Los reordenamientos de MLL son otro paradigma de la alteracion de la expresion génica
en la LMA. MLL es una proteina activadora que puede asociarse con secuencias
especificas de ADN, sobre todo con promotores del gen Hox. El reordenamiento de MLL
estimula la activacién de complejos MLL que induciran la expresion de los genes Hox. La
expresidn de Hox se asocia con un incremento en la autorreplicacién de las células

hematopoyéticas. Ademas, los reordenamientos de MLL impiden la acetilacion y la
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activacion de p53, un hecho que puede afectar al ciclo celular, la apoptosis y la
estabilidad gendmica (revisado en Licht JD, Hematology Am Soc Hematol Educ Book

2005).

3. Evasion de la apoptosis

El crecimiento de una poblacién celular leucémica no sélo es consecuencia de su
proliferacion, sino también de la disminucién en la muerte celular. La apoptosis es la
muerte celular programada y cumple la funcion de controlar el tamafo de una poblacion
concreta. Las células leucémicas poseen una capacidad de resistencia intrinseca a los
estimulos que desencadenan el programa celular de apoptosis.

La activacién de proteinas tirosin-quinasas tiene un efecto doble: por un lado promueve la
proliferacion celular y, por otro, facilita la supervivencia celular mediante la activacién del
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI 3-quinasa). Los fosfolipidos producidos por la PI 3-quinasa
activan la quinasa AKT serina/treonina la cual fosforila BAD y libera la molécula anti-
apoptotica BCL-2. En algunos casos de LMA se observa una alteracion en la relacién
entre los niveles de moléculas pro-apoptdticas y anti-apoptéticas en las células
leucémicas.

La proteina p53 esta implicada en la regulacién de la apoptosis y el ciclo celular.
Mutaciones en p53 se asocian con peor respuesta a la quimioterapia en pacientes con
LMA. La funcidon de esta proteina estd a menudo comprometida en LMA debido a que
moléculas reguladoras de p53 estan implicadas en la leucemogénesis. Por ejemplo, la

proteina de fusion AML1-ETO suprime la expresion de p14**°

y promueve la
desestabilizacién de p53. Mediante un mecanismo alternativo, la fusion MOZ-TIF2 en LMA
se une a CBP e indirectamente atenta la actividad transcripcional de p53 (Kindle KB, Mol

Cell Biol 2005).
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4. Capacidad replicativa ilimitada

Las células leucémicas pierden la capacidad limitada de replicacién. A diferencia de las
células progenitoras normales que estan comprometidas a una linea hematopoyética, las
células leucémicas mantienen la capacidad de replicacion a pesar de estar comprometidas
a una linea celular especifica. Algunas mutaciones recurrentes en la LMA confieren la
propiedad de autorreplicacion a las células CD34+, como es el caso de la FLT3-ITD o las
mutaciones de NPM1 (Chung KY, Blood 2005; Alcalay M, Blood 2005).

El envejecimiento celular se ha asociado también con un acortamiento progresivo de la
porcidn distal de los cromosomas, los teldmeros. Los telomeros son esenciales para la
estabilidad gendmica ya que protegen a los cromosomas de recombinaciones y fusiones y
reconocen las lesiones del ADN. Una caracteristica comun a muchos tipos de tumores es
el mantenimiento de la longitud de los teldmeros debido a sobreexpresion de telomerasa,
0 por activacion de un mecanismo conocido como ALT (alternative lengthening of
telomeres) que proporciona tractos de ADN por recombinacidn con otros fragmentos
cromosomicos (Cesare AJ, Nat Rev Genet 2010). Por cualquiera de los dos mecanismos la
longitud del teldémero se mantiene en los limites “juveniles” impidiendo la muerte celular.
Por otro lado, el acortamiento acelerado de los teldmeros es un rasgo caracteristico de la
disqueratosis congénita y también se observa en la anemia aplasica adquirida debido a
mutaciones en los genes del complejo telomerasa. Ambas enfermedades tienen un
elevado riesgo de desarrollar neoplasias mieloides, especialmente SMD y LMA.
Recientemente, se han detectado mutaciones en el gen TERT (telomere-specific reverse
transcriptase) en pacientes con LMA. Estas mutaciones provocan una disminucion en la
actividad de la telomerasa y, por un mecanismo que promueve la inestabilidad gendmica,
predispone al desarrollo de LMA. Las mutaciones en el gen TERT se han asociado a nivel
citogenético con la trisomia 8 y la inversidon del cromosoma 16 (Calado RT, Proc Natl Acad

Sci USA 2009).
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5. Pérdida de control del ciclo celular

La alteracién de la regulaciéon del control del ciclo celular, especialmente en el punto G1,
es uno de los mecanismos asociados a la carcinogénesis. La progresion a cada una de las
fases del ciclo esta controlada por senales intracelulares. La progresion de la fase G1 a la
fase S esta regulada por ciclinas y ciclinas dependientes de quinasas (CDK). El principal
sustrato de estas moléculas es el gen del retinoblastoma (Rb). La fosforilacion de Rb por
parte de estos complejos ciclinas/CDK permite la progresion del ciclo celular mediante la
liberacion de proteinas de la familia E2F. La supresién de esta maquinaria tiene lugar
mediante los inhibidores de las CDK (CKI) como son pl16INK4, p21Wafl/cipl y p27Kipl
(Braithwaite AW, Cell Death Differ). p53 esta implicada en el control del ciclo celular a
nivel de G1 porque regula estas moléculas inhibidoras.

La regulacidn del ciclo celular puede alterarse por diferentes mecanismos en la LMA. La
activacién constitutiva de la via de sefalizacion RAS/MAP quinasa provoca la activacion de
factores de transcripcion que inducen la expresion de ciclinas. La pérdida de actividad de
p53 debida a mutaciones o por alteracion en su funcidon puede conllevar a una pérdida
del control del ciclo celular en el punto G1 (Kurki S, Cancer Cell 2004). Lo mismo sucede
con las mutaciones y deleciones en el gen Rb que son frecuentes en LMA y en otros tipos
de tumores. Los genes de moleculas inhibidoras de CDK como p15INK4a/ARF y p16INK4b
pueden ser metiladas y silenciadas en la LMA (Toyota M, Blood 2001). El agente
demetilante azacitidina puede reactivar estos genes, tal y como se ha observado en
pacientes con SMD tratados con agentes demetilantes (La Starza R, Genes Chromosomes

Cancer 2003).
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Figura 6. Control del ciclo celular a nivel p53 por miembros de la familia E2F.
La fosforilacion de p53 por quinasas asociadas al ciclo celular provoca la union de E2F1-
3 con p53 desplazando su interaccién con la ciclina A e induce que p53 active su
transcripcion. Cuando los niveles de ciclina A y otras quinasas aumentan, la unién de
E2F1-3 se altera y provoca una reduccion de la actividad de p53 (Figura adaptada de
Braithwaite AW, Cell Death Differ 2006).

6. Diseminacion de las células leucémicas

El mecanismo por el que las células leucémicas abandonan la médula ésea e invaden
otros tejidos es poco conocido.

El factor de crecimiento endotelial (VEGF) y su receptor (VEGFR) se han implicado en el
desarrollo tumoral y en la aparicion de metastasis en neoplasias sélidas debido a su
actividad promotora de la angiogénesis. Los blastos leucémicos expresan diferentes
factores proangiogénicos como son el VEGF vy angiopoyetinas. VEGF, el factor
angiogénico mas importante en la LMA, actia como un factor de crecimiento autocrino y
paracrino en algunos casos de LMA que expresan el receptor VEGF-R2 (revisado en Ayala
F, Leukemia 2009). Diferentes estudios clinicos sugieren el valor prondstico de los niveles

de VEGF en la LMA asi como la posible participacion de las moléculas proangiogénicas en
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los mecanismos de resistencia a los tratamientos (Kim DH, Br J Haematol 2008; Ayala F,
Leukemia 2009). Estos hallazgos tienen una importancia no soélo bioldgica, sino que
también representan una potencial diana terapéutica que estd siendo investigada

(Barbarroja N, Exp Hematol 2009).

1.1.3.4. INESTABILILIDAD DE MICROSATELITES (MSI) E INESTABILIDAD GENOMICA

La inestabilidad gendmica es uno de los mecanismos patogénicos relacionados con el
desarrollo de neoplasias. Un tipo de inestabilidad genética es la inestabilidad cromosémica
que da lugar a alteraciones en el nimero de cromosomas. Este es un hallazgo comdn en
la LMA y tiene un importante papel prondstico (Loeb LA, PNAS 2003, Grimwade D, Blood
1998).

Las alteraciones en los mecanismos de reparacion del ADN son otra causa comun de
inestabilidad genética. Los déficits en el funcionamiento del sistema MMR-DNA (mismatch
repair pathway) dan lugar a una elevada tasa de mutaciones espontaneas, sobre todo en
secuencias de ADN constituidas por repeticiones en tandem de oligonucleotidos
(microsatélites), lo que da lugar a un fendmeno denominado inestabilidad de
microsatélites (MSI) (Figura 7). Este fendmeno estd muy implicado en la patogénesis de
los tumores sodlidos, sobre todo en cancer de colon, gastrico y de endometrio (Perucho M,
Oncogene 2003). Los tumores con MSI acumulan cientos de miles de mutaciones
somaticas clonales. Muchas de estas mutaciones son irrelevantes porque afectan a
regiones no codificantes del ADN, pero otras pueden afectar a regiones que codifican
genes importantes. Este mecanismo, menos descrito en la LMA, se ha observado sobre
todo en LMA secundarias a tratamiento quimio/radioterapico previo y en LMA en
pacientes de edad avanzada (Das-Gupta EP, Br J Haematol 2001). Los transcritos de
fusion observados con frecuencia en la LMA también suprimen genes relacionados con la

reparacion del ADN provocando una inestabilidad gendmica. Entre ellos se encuentran
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genes implicados en la BER (base excision repair) como ADPRTL2, FEN1, OGG1, MPG,
LIG3, POLB, POLD2 y POLD3. Deleciones en la linea germinal de estos genes en modelos
murinos han revelado que su ausencia es incompatible con la vida o provoca un aumento
de sensibilidad a mutagenos y/o una acumulacién de lesiones en el ADN. Todos estos
genes estan inhibidos por las proteinas de fusion observadas en la LMA excepto POLB. La
sobreexpresion de POLB se asocia a un incremento de mutagénesis espontanea (Alcalay

M, J Clin Invest 2003).
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Figura 7. Inestabilidad de microsatelites en pacientes con LMA de novo. A. Andlisis
de MSI en muestras de un paciente con LMA de novo en las que se observa diferente longitud
entre los amplimeros obtenidos al diagndstico y en la remision. B. Paciente con LMA de novo en

el que se observa una pérdida alélica en la muestra del diagndstico. MSI: inestabilidad de

microsatélites; RC: remision completa.
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La hipoxia local es otro de los mecanismos relacionado con la inestabilidad genética. La
proliferacion celular incontrolada tipica de las células tumorales comporta una situacion
competitiva de nutrientes que pude conllevar hipoxia (Richards B, Science 1997; Parsons
R, Science 1995). La limitacién al crecimiento del tumor da lugar a una respuesta
adaptativa en términos de hipermutabilidad. Esta hipermutabilidad permite al tumor
sortear los diferentes obstaculos, como son la restriccién de nutrientes o la situacion de
hipoxia, y le proporciona una ventaja adaptativa. El factor inducido por la hipoxia (HIF) es
la primera respuesta celular a la hipoxia (Figura 8). La isoforma HIF-2a. promueve sefales
autocrinas de crecimiento y de progresion del ciclo celular via el receptor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y de mecanismos dependientes de c-Myc (Franovic A, Proc Natl Acad
Sci USA 2007; Gordan JD, Cancer Cell 2007). HIF podria ser uno de los genes que
contribuyen a dar una ventaja a las células tumorales. Su inhibicién evita la
tumorigénesis, por tanto, este mecanismo podria neutralizar la capacidad de crecimiento
auténomo de los tumores y podria tener interés desde un punto de vista terapéutico
(Franovic A, Proc Natl Acad Sci USA 2009).

La pérdida de heterozigosidad (LOH) da lugar a la pérdida de uno de los dos alelos en un
locus concreto y esto puede ser un signo indirecto de la presencia de un gen supresor de
tumores (Gorletta TA, Genes Chomosomes Cancer 2005). Las LOH pueden ser
intersticiales, debidas a pequefas deleciones de ADN, o terminales implicando a largas
regiones teloméricas. La LOH terminal tiene lugar sin pérdida de material genético debido
a que la pérdida de una regiéon del cromosoma queda sustituida porque se produce una
duplicacion en la region correspondiente del cromosoma homologo. Este fendmeno
conocido como disomia uniparental (UPD) adquirida puede producirse por una falta de
disyuncion del cromosoma o por una recombinacién homodloga durante la mitosis
(Gorletta TA, Genes Chomosom Cancer 2005) (Figura 9). Se han identificado UPD

adquiridas en un 12-20% de LMA con citogenética normal y en un 17% de las LMA en
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general (Gorletta TA, Genes Chomosomes Cancer 2005; Raghavan M, Cancer Res 2005,
Serrano E, Leuk Lymph 2008; Bullinger L, Leukemia 2010). Las UPDs contribuyen a la
leucemogénesis causando homocigosidad de mutaciones génicas o por duplicacion de un

segmento de cromosoma que incluya imprinted genes (Figura 9).

Angiogénesis (VEGF)
Adaptacion metabdlica (GLUT-1)
Supervivencia celular (IGF-1)
Metéastasis (LOX, PAI-1)

[ Progresion tumoral ]4—

Figura 8. HIFa y tumorigénesis. En condiciones de normoxia, la subunidad o del factor
inducible por la hipoxia, HIF-a, se degrada por un mecanismo dependiente de oxigeno. La
hidroxilacion de dos prolinas de HIF-a y de un residuo de asparraginasa reducen su actividad
transcripcional. En condiciones de hipoxia no se produce la hidroxilacion de la subunidad o, lo
que permite que el complejo de transcripcion HIF activo forme elementos de respuesta a la
hipoxia (HRE) y se active la transcripcion de genes implicados en la angiogénesis, el

metabolismo, la supervivencia celular y la aparicion de metastasis. PDH: prolil hidroxilasa; FIH:
factor inhibidor de HIF.

Las UPDs en los cromosomas 11p, 13 y 19g se asocian con mutaciones homocigotas de
WT1, FLT3-ITD y de CEBPA respectivamente, lo que indica que existe un patron de

cooperacion entre las UPDs y las mutaciones (Gupta M, Genes Chromosomes Cancer
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2008; Fitzgibbon J, Cancer Res 2005). Estas UPS no se distribuyen de forma aleatoria sino
que los cromosomas afectados en orden de frecuencia son: 13q, 11p, 6p, 1p, 2p, 11y
19q, y afectan preferentemente a genes que confieren una ventaja proliferativa a la clona

leucémica.

Reordenamiento
mitotico entre
cromatidas no

/ homodlogas

Célula Division celular

normal en
reposo /

Normal Normal UPD UPD
paterna materna

Figura 9. Disomia uniparental. En condiciones normales, el gen bialélico se
expresa en ambas copias parentales. Los imprinted genes son heterocigotos, pero
se expresa especificamente en el alelo materno y esta silenciado en el paterno o
viceversa. En los casos de UPD hay dos copias del alelo de uno de los progenitores
y como consecuencia hay una sobreexpresion del gen y una ausencia de expresion

del ARN del otro progenitor. UPD: disomia uniparental.
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1.1.3.5. LEUCEMOGENESIS: PATOGENESIS SECUENCIAL

A diferencia de la LMC, hay abundantes evidencias de que son necesarias mutaciones en
2 6 mas genes para causar una LMA (Kelly LM, Annu Rev Genomics Hum Genet 2002;
Speck NA, Nat Rev Cancer 2002). La mayoria de los oncogenes de fusion resultantes de
una translocacién balanceada, como es PML-RARA o AML1-ETO, no son suficientes por si
mismos de inducir una LMA en modelos murinos.

Los oncogenes de fusidbn mas comunes afectan a genes que codifican factores de
transcripcion. Estas proteinas de fusion inhiben la diferenciacién de las células mieloides,
a menudo interfiriendo con la funcién del factor de transcripcion, como es el caso del
complejo CBF (AML1-ETO, CBFB-MYH11), PML-RARA y las anomalias de MLL. Por otro
lado, existen otros oncogenes que tienen menos habilidad de inhibir la diferenciacion,
pero que provocan una alteracién en la regulacién del ciclo celular, en la proliferacion y/o
inhibicion de la apoptosis. Las mutaciones en tirosin-quinasas como FLT3 o KIT o
mutaciones de N-RAS o K-RAS son ejemplos de este tipo de oncogenes. Estos dos tipos
de oncogenes, denominados como de clase II (cuando bloquean la diferenciacion) y de
clase I (cuando inducen proliferacion), cooperan dando lugar al desarrollo de una LMA en
modelos animales (Kelly LM, Annu Rev Genomics Hum Genet 2002). Este modelo sugiere
que para el desarrollo de la LMA se requiere un oncogen de cada clase.

Por tanto, para comprender la base genética de las LMA y el impacto prondstico de las
diferentes alteraciones moleculares, es necesario analizar las diferentes anomalias
genéticas de forma conjunta (Renneville A, Leukemia 2008). Se ha descrito que el 62%
de las mutaciones presentes en la LMA estan solapadas con otras mutaciones (Ishikawa
Y, Eur J Haematol 2009) (Figura 10). Las mutaciones de AML1, FLT3-TKD, FLT3-ITD, N-
RAS y NPM1 son las que con mayor frecuencia se solapan con otras mutaciones. Por el
contrario, PML-RARA y AML1-ETO se asocian con otras mutaciones de forma menos

habitual. La asociacion observada con mayor frecuencia es la de las mutaciones de
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FLT3/NPM1, seguida por FLT3/MLL-PTD, FLT3/CEBPA, FLT3/PML-RARA, KIT/AML1-ETO y
mutacion de p53/MLL-PTD. No se han identificado mutaciones de FLT3 y KIT en un
mismo paciente. Tampoco se ha detectado asociacion de PML-RARA, AML1-ETO, CBFB-
MYH11 y anomalias de MLL con mutaciones de CEBPA ni de AML1. Habitualmente suele
existir la combinacion de una mutacion de clase I con una mutacion de clase II. Se ha
descrito la asociacién entre mutaciones de una misma clase (generalmente suelen ser N-
RAS, p53, MLL-PTD y NPM1). En estos casos se suelen identificar mas de 2 mutaciones y

generalmente suele coexistir una mutacion de clase I y una de clase II (Ishikawa Y, Eur J

Haematol 2009).

N-RAS
KIT
Clase |
FLT3 B | A U g
PML-RAR NPM1
Clase 11
AML1-ETO =
CBFB-MYH11
CEBPA
MLL-ENL AMLL

misma clase.

Figura 10. Modelo cooperativo de leucemogénesis. Patrén de asociaciéon de las
diferentes mutaciones. Las lineas verdes indican asociacion entre mutaciones de una
El grosor de las lineas representa la prevalencia de la combinacion de

mutaciones (adaptada de Ishikawa Y, Eur J Haematol 2009).
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1.1.4 CUADRO CLINICO

Los sintomas y signos que presentan los enfermos con LMA reflejan el fracaso de la
hematopoyesis normal y la infiltracién de los tejidos por la celularidad leucémica (Sanz
MA, 2001). La mayoria de los pacientes presenta afectacion del estado general. Entre el
30 y el 80% de los enfermos presenta fiebre antes o en el momento del diagndstico vy el
40% refiere manifestaciones hemorragicas en piel y/o mucosas debido al descenso de la
cifra de plaquetas o a la existencia de coagulacion intravascular diseminada (CID),
frecuente en la LPA. La infiltracion leucémica en diferentes tejidos es responsable de
algunos sintomas y signos como la hepatomegalia y/o esplenomegalia presente en una
tercera parte de los pacientes. Aproximadamente en el 25% de los enfermos existen
adenopatias, hipertrofia gingival o infiltracidn amigdalar. Estos ultimos hallazgos y la
presencia de infiltracion cutanea (leucémides) son mas frecuentes en los casos con
componente monocitico. La invasion leucémica de las meninges se observa sobre todo en
las LMA mielomonocitica y monocitica con hiperleucocitosis (superior a 100x10°/L), en
particular en los nifios. En las formas muy leucocitosicas también es posible comprobar
trastornos neuroldgicos, como consecuencia de la oclusion de la microcirculacién cerebral
por agregados de células leucémicas. Este fendmeno de “leucostasis” origina isquemia y
facilita las hemorragias en el sistema nervioso central. Por Ultimo, pueden detectarse
tumoraciones constituidas por blastos, que se denominan cloromas o0 sarcomas
granulociticos (5% de los casos). Alrededor del 30-40% de los enfermos con LMA

presentan una infeccion en el momento del diagndstico.

1.1.5 DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
El diagndstico de la LMA se basa en los criterios de la nueva clasificacién de la OMS que
tiene en cuenta datos citoldgicos, citoquimicos, inmunofenotipicos y genéticos (Tabla 1).

El diagndstico inicial se realizara mediante el examen morfoldgico de la sangre periférica y
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la médula dsea que permitira la identificacién de los blastos mieloides (Figura 11). Los
criterios citoldgicos y citoquimicos que se utilizan para distinguir los distintos tipos de LMA
los enuncid el grupo cooperativo FAB en el afio 1985 (Bennet JM, Ann Intern Med 1985)
y, después de varias revisiones, han sido incorporados en las recientes clasificaciones de
la OMS (Jaffe ES, 2001, Swerdlow SH, 2008). El porcentaje de blastos requerido para el
diagnostico de LMA ha de ser igual o superior al 20% de la celularidad de la médula d6sea,
excepto en el caso de las leucemias con translocaciones especificas, en las que se acepta
una proporcion inferior, y en la leucemia eritroide aguda que se define por la presencia
de mas de un 50% de precursores eritroides en la médula dsea asociada a mas de un

20% de mieloblastos entre las células no eritroides.

Figura 11. Imagen de blastos mieloides en sangre periférica (A) y de blastos

mieloides en médula 6sea (B). Son células con ratio nucleo-citoplasma elevada, nucleo
redondeado de cromatina fina con pequefios nucleolos. El citoplasma es moderadamente

basdfilo, y en este caso no se observa granulacién (Tincion May-Griimwald-Giemsa).

El estudio inmunofenotipico permite clasificar el tipo de leucemia aguda segun la estirpe
celular en mieloides y linfoides. Existen una serie de marcadores Utiles para la asignacion
de linea entre los que destacan los de citoplasma CD79a, CD3 y MPO que son altamente
especificos de linea linfoide B, linfoide T y mieloide, respectivamente. Estos marcadores

intracitoplasmaticos junto con otros de superficie permiten la aplicacién de un panel Util
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para la subclasificacion de las leucemias agudas (Béné MC, Leukemia 1995) y para la
deteccion de aberraciones fenotipicas que seran Utiles en el seguimiento de la

enfermedad residual minima (ERM).

Tabla 1. Clasificacion de la OMS de las leucemias mieloides agudas y neoplasias
mieloides (2008)

LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes

LMA con t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1Ta

LMA con inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
LPA con t(15;17)(g22;912); PML-RARA

LMA con t(9;11)(p22;g23); MLLT3-MLL

LMA con t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(q21g26.2)/t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con NPM mutado

Entidad provisional: LMA con CEBPA mutado

LMA con mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas con tratamiento quimioterapico previo
LMA sin otras especificaciones

LMA minimamente diferenciada
LMA sin maduracion
LMA con maduracion
LMA mielomonocitica
LMA monocitica
LMA eritroide
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia (mieloide/eritroide)
LMA megacariocitica
LMA basofilica
Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria

Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoide blastico
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El estudio citogenético de los blastos, ademas de completar la caracterizacion de la
leucemia, se considera que es uno de los factores prondsticos mas importantes en la LMA
(Grimwade D, Blood 1998). Los estudios moleculares mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) con transcriptasa reversa o el método de Southern Blot permiten
detectar también alteraciones con significado prondstico, como son los reordenamientos

de genes, como, por ejemplo, el del gen MLL o la FLT3-ITD.

e Datos de laboratorio

El 80% de los pacientes presenta anemia y el 60% leucocitosis. Las formas
hiperleucocitdsicas (con mas de 100x10%I leucocitos) representan entre el 5-25% del
total de casos. En aproximadamente un 10% de los pacientes no se observan blastos en
sangre periférica (leucemias aleucémicas). La cifra de plaquetas es normal en la quinta
parte de los enfermos e inferior a 10x10°%/L en el 20%. En los casos con CID se aprecia un
descenso de la tasa de protrombina, una disminucidn de fribrindgeno sérico vy
positivizacion de los productos de degradacion del fibrinégeno (dimeros D) (Sanz MA,
2001).

Las alteraciones bioquimicas son poco especificas siendo frecuente la elevacion de la LDH
como consecuencia del incremento del recambio celular. La nefropatia urémica es
frecuente si no se adoptan las medidas preventivas adecuadas. En las LMA con
componente monocitico se puede observar lesion tubular causada por la eliminacion renal
de grandes cantidades de lisozima.

El aspirado medular es hipercelular en el 80% de los casos. En ocasiones no se obtiene
grumo medular debido a que la médula esta empaquetada o a que existe fibrosis
(habitual en la panmielosis aguda con mielofibrosis o en la leucemia aguda

megacarioblastica).
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1.1.6 TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Los grupos que tratan pacientes con LMA siguen diferentes protocolos terapéuticos
asistenciales que, aunque pueden diferir en algunos puntos, siguen unas lineas generales
comunes. El primer objetivo del tratamiento de la LMA es la obtencién de la RC, es decir,
la desaparicién de toda evidencia clinica-citoldgica de la enfermedad. Una vez obtenida la
RC se aplican tratamientos destinados a evitar las recaidas leucémicas. Estos tratamientos
incluyen la administracion de quimioterapia o la practica de un trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH).

En el tratamiento de la LMA se debe diferenciar a los pacientes segun la edad, superior o
inferior a 60 afos, y también se debe individualizar el tratamiento en funcion de factores
prondsticos como son la citogenética y las alteraciones moleculares. El esquema
terapéutico utilizado en las LPA incluye ATRA, y por ser diferente al tratamiento utilizado
en el resto de las LMA, se ha excluido del esquema de tratamiento general que sigue a

continuacion.

e Tratamiento de induccioén

Segun las Ultimas recomendaciones publicadas (Déhner H, Blood 2010) en los pacientes
menores de 60 anos la combinacidon de tres dias de antraciclina y 7 dias de citarabina
sigue siendo el estandar del tratamiento de induccién. Con este régimen se alcanzan
tasas de RC del 60-80% en pacientes jovenes. Otro tipo de tratamientos no han
demostrado ser mejores.

Los pacientes mayores de 60 afios presentan una mayor mortalidad precoz relacionada
con el tratamiento y una mayor tasa de refractariedad. En los pacientes menores de 75
anos se puede realizar un tratamiento de induccion similar al de los pacientes jovenes,

ajustando las dosis si se considera necesario. Las tasas de RC en este grupo de pacientes
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son aproximadamente del 50% vy la mortalidad durante la induccién, del 15% (Estey E, J

Clin Oncol 2007).

e Tratamiento post-remision

En los pacientes menores de 60 afhos que alcanzan RC existen diferentes estrategias
terapéuticas post-remision que incluyen:

- Citarabina a altas dosis: el estudio realizado por el CALGB, demostré que 4 ciclos de
citarabina a dosis altas (3g/m2/12 horas) eran superiores a las dosis intermedias (400
mg/m2) o a las dosis estandares (100 mg/m2) (Mayers RJ, N Eng J Med 1994). Los
pacientes que se benefician de este tratamiento son lo que padecen una LMA con
t(8;21)/inv(16) o pacientes con citogenética normal sin mutaciones de FLT3 y con
mutacion de NPM1 o CEBPA (Dohner H, Blood 2010).

- TPH autdlogo: se considera una opcidn terapéutica en pacientes con citogenética de
buen prondstico o prondstico intermedio, pero no en pacientes con citogenética de mal
prondstico. La evolucion tras trasplante autdlogo es similar a la observada con el uso de
quimioterapia post-remision y no se ha observado que mejore la supervivencia. El
trasplante autdlogo puede ofrecer algunas ventajas en algunos subtipos de LMA, como las
asociadas a citogenética normal y MLL-PTD (Whitman SP, Blood 2007).

- TPH alogénico: es la estrategia terapéutica asociada a menor riesgo de recaida. El
beneficio del trasplante alogénico es atribuible en parte a la quimioterapia de
acondicionamiento y en parte al potente efecto injerto contra leucemia. Sus beneficios se
ven limitados por la elevada mortalidad relacionada con el procedimiento. En un
metaanalisis de los protocolos clinicos que asignaban de forma prospectiva trasplante
alogénico versus otras terapias de consolidacion alternativa en primera RC en base a la
intencién de tratamiento donante vs no donante, se observo que el trasplante alogénico

ofrecia un beneficio significativo en términos de SG en pacientes con LMA de riesgo
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intermedio y alto (Cornelissen 1], Blood 2007; Koreth ], JAMA 2009). Actualmente se
considera que el trasplante alogénico es el tratamiento de eleccion en pacientes con
citogenética de mal prondstico en primera RC. Asimismo, los pacientes con citogenética
normal con alteraciones moleculares de mal prondstico, como la FLT3-ITD, también se
pueden beneficiar de esta alternativa terapéutica (Déhner H, Blood 2010).

En cuanto al tratamiento post-remision en pacientes mayores no existen unas
recomendaciones claras. Esto es debido en parte, a que de la pequefia proporcion de
pacientes mayores en RC que llegan a randomizarse, la mayoria tienen alteraciones
citogenéticas favorables o de riesgo intermedio y suelen ser pacientes sin comorbilidades.
En general, se considera que en pacientes sin alteraciones citogenéticas de mal
pronostico, con estado general conservado y sin comorbilidades significativas, la induccion
estandar seguida de varios ciclos de tratamiento con dosis moderadas de una antraciclina
y citarabina puede ser una opcién terapéutica adecuada (Juliusson G, Blood 2009).

En trasplante alogénico no mieloablativo o de intensidad reducida ha permitido disminuir
la MRT en pacientes mayores y ha mejorado la probabilidad de supervivencia. Esta es una
opcion terapéutica en algunos pacientes mayores de 60 afos, siempre que se realicen

dentro de protocolos clinicos (Déhner H, Blood 2010).
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1.2 FACTORES PRONOSTICOS CLINICOS EN LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
La identificacion de diferentes factores de riesgo en la LMA ha permitido ajustar e
individualizar la intensidad de los tratamientos, lo cual se ha traducido en un aumento de
la SG de los enfermos. Los principales factores prondsticos pueden dividirse entre los
relacionados con caracteristicas del paciente y los relacionados con caracteristicas
bioldgicas de la leucemia (Tabla 2). En la actualidad la citogenética en el momento del
diagnostico de la LMA constituye el factor prondstico mas importante para predecir la
evolucidn clinica de los pacientes. En los Ultimos afios la identificacién de diferentes
alteraciones moleculares estan permitiendo refinar el prondstico de determinados grupos
de LMA. Los datos inmunofenotipicos obtenidos por citometria de flujo también son de
utilidad prondstica, especialmente durante el seguimiento de los pacientes mediante la
determinacién de la ERM.

Los principales factores clinicos que influyen en el tratamiento de la LMA son la edad, la
cifra de leucocitos al diagndstico y el que se trate de una leucemia aguda de novo o
secundaria. La edad superior a 60-65 afios es un factor independiente de mal prondstico
(Dohner H, Blood 2010). Los pacientes jovenes tienen mas probabilidades de alcanzar la
RC que los de edad avanzada, sobre todo porque la mortalidad en induccién y durante el
tratamiento post-remision es menor. Ademas, la edad avanzada se asocia de forma mas
frecuente a cariotipos complejos y a mayor resistencia a la quimioterapia. Los enfermos
con leucemia aguda secundaria a tratamiento quimio-radioterapico previo o tras
mielodisplasia presentan con frecuencia leucemia resistente y los periodos de citopenia
post-tratamiento son prolongados, lo que favorece las complicaciones infecciosas graves.
El mal prondstico de las LMA secundarias viene dado en muchos casos por su asociacion a
citogenéticas de mal pronodstico, en particular anomalias de los cromosomas 5 y 7 en
pacientes previamente tratados con alquilantes, vy deleciones del brazo largo del

cromosoma 11 en pacientes tratados con inhibidores de la topoisomerasa II.
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Tabla 2. Factores prondésticos en la leucemia mieloide aguda

Favorable Desfavorable
Factores clinicos Factores clinicos
LMA de novo LMA secundaria

Nifios y adultos jévenes
Cifra de leucocitos normal

Clasificacion FAB
LMA promielocitica,
LMA con eosinofilia

Citogenética

t(8;21), t(15;17), inv(16)/t(16;16)
(incluso con alteraciones adicionales)

Molecular
Mutaciones NPM1
Mutaciones CEBPA

Respuesta al tratamiento
RC tras un ciclo de QT
<20% blastos en MO tras 1 ciclo de QT

RC inmunofenotipica tras QT

Adultos de edad avanzada (>60 afios)
Leucocitosis intensa (>50-100x10°/L)

Clasificacion FAB
LMA indiferenciada, monocitica, eritroide,
megacarioblastica

Citogenética
Alt 3q, -5 0 5g-, -7, alt 11g23*, alt
multiples’

Molecular
Mutaciones FLT3 (FLT3-ITD)
Reordenamientos MLL

Respuesta al tratamiento
RC con >2 ciclos de QT
>20% blastos en MO tras 1 ciclo de QT

Persistencia de ERM por inmunofenotipo
tras la induccion y/o consolidacién

Abreviaturas: alt, alteraciones; ERM, enfermedad residual minima; MO, médula ésea; QT,
quimioterapia; RC, remision completa; *la t(9;11) que afecta al 1123 tiene prondstico intermedio;
>4 alteraciones (segun la Ultima actualizacién del grupo MRC (Grimwade D, Blood 2010)

Los subtipos morfolégicos M6 y M7 también se consideran de peor prondstico
probablemente por su asociacion mas frecuente a citogenéticas desfavorables.

Una cifra de leucocitos elevada se asocia a menor frecuencia de RC y sobre todo a
recaidas de la enfermedad. En el caso de las LMA de buen prondstico, especialmente en
las asociadas a la t(8;21) se ha descrito la utilidad del indice leucocitario. El indice
leucocitario es el producto de la cifra de leucocitos en sangre periférica por la ratio de

blastos en médula dsea (indice leucocitario = cifra leucocitos sangre periférica x [%
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blastos médula 6sea/100]). Un indice leucocitario superior a 20 identifica a pacientes con
peor prondstico (menor duraciéon de la RC, menor SLE y menor SG) (Nguyen S, Blood
2002).

La facilidad en la obtencién de la RC es también un factor prondstico relevante. Estudios
de diferentes grupos evidenciaron que el precisar 2 6 mas ciclos de tratamiento de
induccion se asociaba a una elevada frecuencia de recidivas. El grupo MRC observd que
los enfermos que después del primer ciclo tenian mas de un 20% de blastos en médula
0sea presentaban una mayor tasa de recaidas leucémicas (Wheatley K, Br J Haematol
1999).

Una variable que recientemente se ha relacionado con la evolucidn de la LMA es el tiempo
transcurrido desde el diagndstico de la enfermedad y el inicio del tratamiento. Una
demora en el inicio de tratamiento, sobre todo a partir de los 5 dias, en pacientes con
LMA y edad <60 afos se asocia con una menor probabilidad de alcanzar RC y menor SG.
El prondstico de los pacientes >60 afios no se vio alterado por esta variable (Sekeres MA,

Blood 2009).

1.3. CITOMETRIA DE FLUJO: APORTACION AL DIAGNOSTICO, SEGUIMIENTO Y
AL PRONOSTICO DE LA LMA

Los avances que se han producido en los Ultimos afios en el conocimiento de la
etiopatogenia y fisiopatologia de la LMA han sido posible en parte al desarrollo
concomitante de nuevos métodos de analisis celular. Entre estos métodos destaca la
citometria de flujo por la relevancia que esta técnica ha adquirido, tanto en el area de
investigacién como en la del diagndstico clinico. La citometria de flujo permite analizar de
forma simultanea diversas caracteristicas celulares, lo que proporciona informacion de un

gran nimero de parametros de cada una de las células.
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El analisis inmunofenotipico es actualmente un complemento imprescindible de la
morfologia y la citoquimica, y junto con la citogenética y la biologia molecular constituye

una de las técnicas de eleccion para la correcta caracterizacion de las leucemias agudas.

1.3.1 GENERALIDADES DEL CITOMETRO DE FLUJO

La citometria de flujo representa un método rapido, objetivo y cuantitativo de analisis de
células, nucleos, cromosomas, mitocondrias u otras particulas en suspensién. El principio
en el que se basa es hacer pasar dichas particulas alineadas y de una en una por un haz
luminoso. La interaccién de las células o las particulas con el rayo genera sefiales que son
recogidas por los detectores adecuados. La informacion producida puede agruparse en
dos tipos fundamentales: la generada por la dispersion de luz y la relacionada con la
emision de luz por los fluorocromos presentes en las células. Las sefiales luminosas
detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en

sefales digitales que procesa el ordenador para poder ser analizadas posteriormente.

1.3.2. APLICACION DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN EL ESTUDIO DE LA
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La citometria de flujo permite, mediante las combinaciones de diversos anticuerpos
monoclonales dirigidos contra antigenos celulares, identificar poblaciones celulares
especificas. En el ambito clinico, esta aplicacion ha contribuido de manera importante al
diagnostico y clasificacion fenotipica de la leucemia, ha aportado informacion prondstica y

mas recientemente se ha empezado a utilizar en el seguimiento de los enfermos en RC.

1.3.2.1. UTILIDAD DE LA CITOMETRIA DE FLUJO EN EL DIAGNOSTICO DE LA LMA
Desde el punto de vista del diagndstico el analisis del inmunofenotipo leucémico es Util

para confirmar la estirpe mieloide de la proliferacion, para distinguir los casos de LMA con
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diferenciacion minima de las leucemias agudas linfoides, y para diagnosticar la leucemia
megacarioblastica aguda. El estudio de los marcadores inmunoldgicos también permite
diferenciar la LMA de las leucemias bifenotipicas o de fenotipo mixto, cuyos blastos
coexpresan marcadores mieloides y linfoides.

El European Group for Immunophenotyping of Leukemia (EGIL) formuld las directrices
para una correcta evaluacién inmunofenotipica de las leucemias agudas (Béné MC,
Leukemia 1995). Se deben analizar antigenos de citoplasma y nucleares, incluidos CD3,
CD79a, mieloperoxidasa y TdT. Han de incluirse en los paneles utilizados reactivos que
reconozcan antigenos asociados a linea mieloide, eritroide y megacariocitica, asi como
marcadores no especificos de linea asociados a inmadurez. El European Leukemia Net ha
realizado recientemente una revision de las recomendaciones para la correcta
caracterizacién inmunofenotipica de las LMA vy las leucemias agudas de fenotipo mixto

(Tabla 3) (Déhner H, Blood 2010).

Tabla 3. Panel de antigenos de superficie y citoplasma recomendado para el
diagnéstico de LMA y LAFM (D6hner H, Blood 2010)

Expresion de antigenos

Diagndstico de LMA
Marcadores de inmadurez CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR
Marcadores granulociticos CD13, CD15, CD16, CD33, CD65, MPO
Marcadores monociticos Esterasas no especificas (ENE), CD11c, CD14, CD64,
lisozima, CD4, CD11b, CD36, NG2
Marcadores megacariociticos | CD41, CD61, CD42
Marcadores eritroides CD235a (glicoforina A)

Diagndstico LAFM
Linea mieloide MPO o evidencia de diferenciacién monocitica (al

menos dos de los siguientes: ENE, CD11c, CD14,

CD64, lisozima)

Linea B CD19 (fuerte) mas expresion de 1 de los siguientes

marcadores: CD79a, CD22c, CD10, o CD19 (débil)

con al menos 2 de los siguientes: CD79a, CD22c,

CD10

Linea T CD3c o CD3 de superficie

LMA: leucemia mieloide aguda; LAFM: leucemia aguda de fenotipo mixto
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1.3.2.2. LA CITOMETRIA DE FLUJO EN EL SEGUIMIENTO DE PACIENTES EN REMISION
COMPLETA: ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA

Un paciente con leucemia aguda tiene al diagndstico aproximadamente 102 células
malignas (Ryan DH, Kluwer Academic 1988). Se considera que el enfermo esta en RC
cuando morfolégicamente se detectan menos de un 5% de blastos en médula dsea
(Cheson ], J Clin Oncol 2003; Déhner H, Blood 2010). Sin embargo, muchos de estos
pacientes considerados en RC mediante los métodos convencionales recaen. Detectar el
nivel de células leucémicas que persiste en un enfermo en RC y su valor prondstico ha
sido el objeto de multiples estudios. El objetivo del estudio de la ERM es conocer la
cantidad total de células leucémicas que permanecen en el enfermo en RC para identificar
a aquellos con alta probabilidad de recaer y por tanto subsidiarios de intensificar el
tratamiento.

Las células leucémicas pueden distinguirse de los progenitores hematopoyéticos normales
en base a sus caracteristicas morfoldgicas y histoquimicas, por la presencia de
alteraciones genéticas y por su inmunofenotipo.

La citometria de flujo, junto con las técnicas moleculares, es actualmente uno de los
métodos mas utilizados en el estudio de ERM en los pacientes con leucemia aguda. La
citometria de flujo es un método rapido y sensible (10>-10°) a la vez que de facil
aplicacién, lo que hace que sea ampliamente utilizado para la investigacion de células
leucémicas residuales. Respecto a otras técnicas moleculares como la PCR, la
reproducibilidad de la citometria de flujo en el seguimiento de la ERM es menor.
Numerosos estudios han demostrado la utilidad de esta técnica en la deteccion de ERM y
por tanto en la prediccidon de recaidas en enfermos con leucemia aguda.

Existen tres criterios fundamentales en el estudio de la ERM mediante citometria de flujo
que son:

1. La deteccion de fenotipos aberrantes existentes al diagnostico
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2. La deteccion de fenotipos ectopicos

3. La alteracion del cociente mieloide/linfoide de las células CD34+.

1. Deteccion de fenotipos aberrantes

Para poder estudiar la ERM mediante citometria de flujo es imprescindible la existencia en
el momento del diagndstico de fenotipos aberrantes en las células leucémicas que se
puedan seguir durante la remision. Segun diferentes estudios, se considera que el 80%
de las LLA de fenotipo B y el 75% de las LMA presentan al menos un fenotipo aberrante
al diagndstico (Campana D, Cytometry 1999). Algunos autores utilizando multiples
combinaciones de 5 anticuerpos monoclonales han llegado a identificar hasta un 94% de
fenotipos aberrantes al diagndstico (Al-Mawali A, Am ] Clin Pathol 2008). Una de las
principales dificultades de esta metodologia es la correcta distincién entre células
leucémicas y progenitores hematopoyéticos normales. Los estudios paralelos realizados
con médulas dseas normales y de pacientes con leucemia aguda han permitido identificar
la existencia de mudltiples fenotipos aberrantes (fenotipos leucémicos o “asociados a
leucemia”) que se detectan Unicamente en las células blasticas o bien estan escasamente
representados en la diferenciaciéon hematopoyética normal (Lucio P, Leukemia 1999;
Macedo A, Leukemia 1995). Basandose en estos estudios se consideran cuatro tipos de
fenotipos aberrantes:

A. Infidelidad en la expresidn de antigenos de linea: expresion en las células
leucémicas de antigenos que en la médula dsea normal estan presentes en células
de otra estirpe, ej: expresion de antigenos linfoides en los mieloblastos de una
LMA. Greaves y col. han sugerido que la infidelidad de linea seria debida a la
conservacion andmala en las células leucémicas de la promiscuidad genética
propia de los progenitores totipotenciales (Greaves MF, Blood 1986). En la LMA la

coexpresion de antigenos linfoides (CD2, CD7, CD19, entre los mas frecuentes) en
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los blastos mieloides es aproximadamente del 30% (San Miguel J, Blood 1997;

Macedo A, Ann Hematol 1995) (Figura 12).
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Figura 12. Estudio inmunofenotipico al diagndstico de un paciente con una LMA
con t(8;21). Destaca la sobreexpresion de CD34 y CD117 junto a una pérdida de expresion
de CD33. También se observa una expresion aberrante de CD19 y TdT en la poblacion

blastica.

B. Asincronismo madurativo: es la expresion en una célula leucémica de dos
antigenos que en la diferenciacion hematopoyética normal pertenecen a dos
etapas diferentes. Un ejemplo es la coexpresion del antigeno CD34 (inmadurez)
junto con antigenos propios de un monocito maduro como el CD64 o el CD14
(Macedo A, Ann Hematol 1995) (Figura 13). El asincronismo madurativo es el
fenotipo aberrante detectado con mayor frecuencia en las LMA, oscilando entre el
75 y el 85% (Macedo A, Ann Hematol 1995; San Miguel JF, Blood 1997). La alta

incidencia de asincronismo madurativo que presentan las leucemias agudas es una
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demostracion de que uno de los eventos mas importantes en la leucemogénesis es

la alteracion en la diferenciacién normal de los progenitores hematopoyéticos.

C. Alteracion en la intensidad de la expresion de antigenos: deteccion de antigenos
en las células leucémicas que se expresan también en las células normales pero
con una intensidad diferente. Algunos ejemplos son el aumento de expresion del

CD34 en casos de LLA y LMA (Macedo A, Ann Hematol 1995) o la pérdida de

expresion de CD13 o de CD33 (Figuras 12, 13).

T T L |
0 256 512
FSC-Height ->
00-1686002

I
768

1024

G4 -

1 1
100 10! 102

00-1686008

1
103

104

CO54 -

O3 --

- @
] e}
m
i
] [
1 1 1 1 1 1
10 101 102 108 104 10 10! 102 103 104
00-1686002 00-1686004
a A ]
. fH—
E a7
L
G -
— [
0 Il IZ IS T T T
10 10 10 10 1( 100 101 102 103 104
CD64 ->

(poblacion verde) que coexpresa el

marcador de

Figura 13. Estudio inmunofenotipico al diagnéstico de un paciente con una LMA
asociada a la inv(16). Se observa una poblaciéon leucémica heterogénea. Existe una

poblacion mas inmadura (poblacién roja) y otra mas madura con diferenciacion monocitica

inmadurez CD34 (asincronismo

madurativo). También se detecta la pérdida de expresion del marcador mieloide CD33.
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D. Patrén aberrante de dispersion de la luz: consiste en que la célula leucémica
presenta un patrén de FSC y SSC que no es el habitual. Generalmente se asocia a
expresion antigénica también aberrante. Algunos ejemplos son la expresion de

CD13 o0 CD33 con menor FSC/SSC en la LMA (San Miguel, JF, Blood 1997).

Para identificar correctamente la poblacion blastica una de las estrategias recomendadas
es utilizar en un primer paso la expresion de CD45/SSC de los blastos. En un segundo
paso utilizar la expresion de CD34 y/o CD117. Siempre que sea posible, se deberia utilizar
CD45/CD117/CD34 en combinacion con diferentes marcadores linfoides y mieloides para
aumentar la sensibilidad de deteccidon de fenotipos aberrantes. Los marcadores mas Utiles
en el seguiento de ERM son aquellos que con menor frecuencia se detectan en la médula
0sea normal. Se ha descrito que CD2, CD56, CD7, CD11b y CD19 son los marcadores con
mayor potencial para el seguimiento de la ERM (Al-Mawali A, Am ] Clin Pathol 2009).

Se ha objetivado que en la mayoria de LLA el fenotipo es estable en la recaida, mientras
que en la LMA el fenotipo inicial y el observado en la recaida son con frecuencia
diferentes. Baer y col. analizaron las pérdidas o ganancias de poblaciones leucémicas
(cambios de poblacién) o cambios de expresién antigénica en las células blasticas
(cambios antigénicos) en muestras de pacientes con LMA en recaida. Se objetivd un
cambio inmunofenotipico en el 91% de los casos. Los cambios de poblacion se
observaron en el 31% de los pacientes y los cambios antigénicos en el 82%. En la recaida
se observa una mayor expresion de CD2, CD34 y CD7 y menor expresion de CD14 (Baer
MR, Blood 2001). A pesar de estos cambios, la utilizacion de un amplio panel de
combinaciones antigénicas al diagnostico permitira identificar las células leucémicas en la
recaida. Esta alta frecuencia de cambios inmunofenotipicos en la LMA contrasta con los

hallazgos encontrados en la LLA. Los cambios inmunofenotipicos son menos frecuentes y
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generalmente consisten en variaciones menores de la expresion antigénica (Czuczman

MS, Blood 1999).

2. Fenotipos ectopicos

Consiste en la presencia de células, aunque sea en un nimero pequefio, con un fenotipo
normal pero que estan restringidas especificamente a otra localizacién. Por ejemplo, la
deteccién de células TdT positivas en liquido cefalorraquideo de pacientes con LLA

(Campana D, Blood 1995).

3. Alteracion del cociente mieloide/linfoide de las células CD34+

Martinez y col. analizaron la composicién normal del compartimento mas inmaduro de la
médula dsea en pacientes con LMA en RC. La deteccion de una desviacion en la via de
maduraciéon normal refleja la presencia de una hematopoyesis anormal que podria dar
lugar a una recaida. La recaida en los pacientes con LMA se ve precedida cominmente
por anomalias en el patron de crecimiento de las colonias GM-CSF. En la médula ésea
normal el cociente de células CD34+ mieloide/linfoide (M/L) es habitualmente inferior a
10. Segun este estudio la persistencia de un cociente M/L >10 podria asociarse con una

peor evolucion de la enfermedad (Martinez A, Cytometry 1999).

1.3.3. VALOR PRONOSTICO DE LOS PERFILES INMUNOFENOTIPICOS
DETECTADOS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

El valor diagndstico de la caracterizacion inmunofenotipica en la LMA estd claramente
consolidado; sin embargo, el valor prondstico del inmunofenotipo en la LMA del adulto
todavia esta sujeto a discusion, sin que hasta ahora exista una resolucion definitiva.
Muchos de los estudios que han encontrado una asociacion positiva entre la expresiéon de

un determinado marcador y el prondstico han sido realizados con grupos pequefios de
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pacientes en una Unica institucion, y sélo unos pocos de estos resultados se han
reproducido en series largas y multiinstitucionales. Ademas, la comparacion de resultados
es dificil debido a las diferencias metodoldgicas en la deteccion de la expresion antigénica
y por las diferencias entre las poblaciones estudiadas y los esquemas de tratamiento
utilizados. La mayoria de anticuerpos que de manera rutinaria se utilizan en pacientes

con LMA han sido asociados con el prondstico.

1.3.3.1. SIGNIFICADO PRONOSTICO DE LOS MARCADORES MIELOIDES

Entre los antigenos mieloides que se han relacionado con el prondstico de la LMA,
destacan el CD13, CD15 y el CD14 (Tabla 4). CD13 se expresa en la mayoria de las
células blasticas de la LMA (85%). El porcentaje de expresién de CD13 es un factor
predictivo para alcanzar RC (Schwarzinger I, J Clin Oncol 1990, Campana D, Cytometry
1999; San Miguel JF, Leukemia 1989; Griffin JD, Blood 1986). Mas recientemente Repp R
y col. describieron la asociacion entre la expresién de CD13 y una menor SG (Repp R,
Cytometry 2003). CD14 se expresa especialmente en las células blasticas de LMA con
diferenciacion monocitica y su expresion se ha correlacionado con una menor probabilidad
de RC (Bradstock K, Blood 1994) y una menor supervivencia (Solary E, Leukemia 1992).
Por el contrario, la expresion de CD15 se ha asociado a mayor tasa de RC (Schwarzinger
I, J Clin Oncol 1990, Campos L, Br J Haematol 1989; Tien HF, Cancer Gen Cytogen 1995),
y a una mayor supervivencia (Derolf AR, Leuk Lymph 2008).

Otro marcador con impacto negativo sobre el prondstico de la LMA es el CD11b. Es un
antigeno expresado sobre todo en leucemias con diferenciacion monocitica y que se ha
asociado con menor tasa de RC tras quimioterapia de induccién (Tien HF, Cancer Genet
Cytogen 1995; Paietta E, Br J Haematol 1998) y con una menor SG (Bradstock K, Blood
1994). Mas recientemente se ha asociado la expresion de CD11b con la presencia de

citogenética de mal prondstico y con LMA secundarias (Graf M, Am J Hematol 2006).
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Tabla 4. Significado pronéstico de los marcadores mieloides en la LMA

Antigeno | Caracteristicas | Expresion normal Referencia Prondstico
CD13 Metaloproteasa | Progenitores Legrand y col. Ninguno
de membrana granulopoyéticos | Griffin y col. <RC
que degrada y monociticos / | Schwarzinger y col. | <RC
péptidos células maduras | Repp y col. <RC/ <SG
reguladores de ambas series
CD14 Receptor de Monocitos/ Bradstock y col. <RC
endotoxinas macrofagos Solary y col. < supervivencia
Débil en San Miguel y col. Peor evolucion
granulocitos Schwarzinger y col. | Ninguno
Griffin y col. Ninguno
CD15 Glicoproteina Linea monocitica | Tien y col. >RC
de membrana. |/ Débil linea Campos y col. >RC
Ligando de las | granulocitica Schwarzinger y col. | >RC
selectinas Py E
CD11b Molécula de Monocitos/ Tien y col. <RC
adhesioén macrdfagos Bradstock y col. <SG
B, integrina Células NK Tucker y col. <supervivencia
Débil en Paietta y col. >RC

granuldcitos

RC: remision completa; SG: supervivencia global

CD33 es un marcador mieloide expresado en la mayoria de LMA (97%) que no se ha

relacionado con el prondstico de la enfermedad en ninguno de los estudios realizados, al

menos como marcador Unico. Pero en combinacién con la expresion de CD15 y, de

acuerdo con el patron de maduracion normal de las células mieloides, se han identificado

5 grupos inmunoldgicos con una SLE y una SG significativamente diferentes (Derolf AR,

Leuk Lymph 2008). Estos patrones reflejan la biologia de las células leucémicas y es mas

util que la expresion de cada antigeno por separado.

Este no es el Unico ejemplo de combinaciones antigénicas y de construccion de scores

prondsticos. Casasnovas y col. realizaron una clasificaciéon de la LMA basada en siete

antigenos. En este estudio la SG fue menor para los pacientes que expresaban
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marcadores panmieloides (CD33, CD13) y CD7 (Casasnovas RO, Leukemia 2003). Otra
propuesta de score es de Legrand y col., los cuales no demostraron valor prondstico de
ningln antigeno por separado, pero observaron que la coexpresion de marcadores
mieloides (MPO, CD13, CD33, CD65 y CD117) se asociaba a una mejor evolucion de la
enfermedad (Legrand O, Blood 2000). Este fenotipo panmieloide fue analizado
posteriormente por otro grupo que describid su asociacién con edad mas joven, con
menor cifra de leucocitos y LDH al diagndstico, y con citogenéticas de buen prondstico
(Mason KD, Blood Rev 2006).

Dentro de los marcadores de linea mieloide, hay que destacar la importancia de CD33
desde un punto de vista terapéutico. Gemtuzumab ozogamicina (GO) es un conjugado de
una anticuerpo anti-CD33 y una toxina con actividad antineoplasica (calicamicina). GO se
une a las células leucémicas que expresan CD33. Tras la unidn, la toxina es internalizada
en la célula y provoca la muerte celular (Sievers EL, J Clin Oncol 2001). Se han realizado
multiples ensayos clinicos en diferentes grupos de pacientes con resultados satisfactorios

(Larson RA, Cancer 2005, Loéwenberg B, Blood 2010).

1.3.3.2. SIGNIFICADO PRONOSTICO DE LOS MARCADORES DE INMADUREZ

Los marcadores de inmadurez que mas ampliamente se han estudiado en cuanto a su
significado prondstico son CD34 y HLA-DR. La expresion de CD34 se observa en poco mas
de la mitad de las LMA y se ha relacionado con una menor tasa de RC en mas de un
estudio (Tabla 5). Chang y col. describieron que la positividad de CD34 era predictiva de
una menor respuesta a la quimioterapia. Sin embargo, cuando HLA-DR se incluia en el
analisis estadistico, la expresién de CD34 perdia su significacion y el fenotipo CD34+/HLA-
DR+ adquiria un mayor significado prondstico (Chang H, Leuk Res 2004). El significado
prondstico desfavorable de la coexpresion de CD34 y HLA-DR se ha confirmado

recientemente (Webber BA, Int J Clin Exp Pathol 2008).
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En el caso de estos antigenos, su negatividad también ha sido motivo de diferentes
estudios. La falta de expresion de estos marcadores se ha asociado a subtipos concretos
de LMA (Tabla 6). El patron fenotipico de la LPA se caracteriza por la falta de expresion
de estos dos marcadores junto con la positividad de CD13 (heterogéneo) y CD33
(homogéneo) (Orfao A, Haematologica 1999). Aln asi existen hasta un 20-30% de LPA
que expresan CD34. Estas LPA CD34+ se asocian con mayor frecuencia a morfologia
variante, a la isoforma corta del transcrito (bcr3) y a la coexpresion de CD2 (Albano F,
Haematologica 2006).

Dentro del grupo de LMA HLA-DR negativas, ademas de la LPA, se incluyen las LMA
asociadas a determinadas alteraciones moleculares como son la FLT3-ITD y sobre todo a
las mutaciones de NPM1. En estos casos también es frecuente la negatividad de CD34.
No se han descrito casos HLA-DR negativos en las LMA asociadas a t(8;21) ni
inv(16)/t(16;16) (Tabla 6) (Mufioz L, Haematologica 2003; Mori Y, Eur J Haematol 2007;

Oelschlaegel U, Cytometry 2009).

Tabla 5. Significado pronéstico de los marcadores de inmadurez en la LMA
Antigeno Expresion normal Referencia Prondstico Comentario
CD34 Progenitores Chang y col. <RC
hematopoyéticos Solary y col. <RC
mieloides y linfoides | Geller y col. <RC
Bradstock y col. | Ninguno
Repp y col. <RC Uni-/multivariado
HLA-DR Células Callea y col. <RC Incluye LPA
presentadoras de Chang y col. <RC Sélo si coexpresion
antigeno: linfocitos B, CD34+
monocitos, Tien y col. <RC Poblacién china
macrofagos, células | Bradstock y col. | Ninguna
dendriticas y células | Webber y col. >RR Multivariado
T activadas Sélo si coexpresion
CD34+

RC: remision completa; RR; riesgo de recaida
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CD117 es un receptor tirosin-quinasa (KIT) que actla como receptor para el factor de
crecimiento SCF (SCF-R). La expresiéon de CD117 es frecuente en la LMA pero no existen

estudios consistentes que relacionen CD117 con el prondstico de este tipo de leucemia.

e CD123

CD123 es el receptor de la cadena alfa de la IL-3. Es un marcador de célula progenitora
leucémica en la LMA (Jordan CT, Leukemia 2000). Se trata de una glicoproteina
reguladora con accién sobre la supervivencia, la proliferacion y la diferenciacién de las
células progenitoras hacia las diferentes lineas hematoldgicas. Se ha descrito expresion de
CD123 en el 93% de las LMA, incluidos todos los subtipos morfoldgicos de la FAB,
excepto el subtipo M7. Se expresa en toda la poblacién blastica con un patron
homogéneo. También se observa expresion de CD123 en las LLA-B pero no en las LLA de
linea T. La relevancia de este marcador es que dada la elevada frecuencia de expresion
de CD123 en los blastos mieloides, a diferencia de los precursores mieloides normales,
puede ser utilizado en el seguimiento de la ERM en las leucemias agudas (Mufoz L,
Haematologica 2001).

Ademas, en la actualidad se estan desarrollando nuevas estrategias terapéuticas que
tienen como diana a CD123. Hasta ahora se han descrito diferentes formatos de
moleculas recombinantes inductoras de la muerte celular, incluyendo fusiones de IL-3 con
versiones truncadas de la toxina diftérica y de la exotoxina A de Pseudomonas (Frankel
AE, Protein Engineering 2000; Du X, J Immunother 2007). Se estan investigando nuevas
proteinas recombinantes con actividad bioldgica que provoquen la lisis de las células de la
LMA a través de CD123 (Stein C, Br J Haematol 2010). Otra estrategia terapéutica es la
utilizacién de alquifosfocolinas. Las alquifosfocolinas se unen a la membrana celular y
afectan diferentes vias de sefales de transduccion consiguiendo una accion antitumoral.

La erucilfosfohomocolina, a través de un mecanismo dependiente de JNK y protein-
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fosfatasa 2A (PP2A), induce de forma significativa la apoptosis en el compartimento de

células leucémicas mas inmaduras (CD34*/CD38%"CD123") (Martelli AM, Leukemia 2010).

1.3.3.3. SIGNIFICADO PRONOSTICO DE LOS MARCADORES DE LINEA LINFOIDE

La expresion de antigenos linfoides en los mieloblastos de pacientes con LMA ha sido
motivo de diferentes investigaciones. En algunos estudios esta expresion aberrante se ha
asociado a un prondstico desfavorable (Cross AH, Blood 1988) y en otros se han asociado
a una evolucion mas favorable (Ball ED, Blood 1991). En parte esta mejor evolucion se
puede explicar a la mayor expresidn de antigenos linfoides en LMA asociadas a
citogenética de buen prondstico, como es el CD2 en LPA y LMA con inv(16)/t(16/16) y la
expresion de CD19 en LMA con t(8;21) (Tabla 7) (Ferrara F, Br J Haematol 1998; Hrusak

O, Leukemia 2002).

e CD2

CD2 es una glicoproteina que media en la adhesion celular y juega un papel importante
en la activacion de sefales fundamentales en el desarrollo de la célula T. Se ha descrito la
expresion de CD2 en un 6-21% de LMA.

La expresion de CD2 se ha observado en un 23-38% de LPA (Guglielmi C, Br J Haematol
1998; Lin P, Am J Clin Pathol 2004; Albano F, Haematologica 2006). Aunque en algun
estudio se ha relacionado con una menor duracién de la RC (Lin P, Am ] Clin Pathol 2004)
en otros no parece influir en el prondstico (Albano F, Haematologica 2006) (Tabla 6). Lo
que si parece confirmarse es que la expresidon de CD2 se asocia a la morfologia M3
variante, con la expresion de CD34, a una mayor cifra de leucocitos al diagnostico y a la
forma corta del transcrito PML-RARA (bcr3) (Claxton DF, Blood 1992; Biondi A, Leukemia

1995; Lin P, Am ] Clin Pathol 2004; Albano F, Haematologica 2006).
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Asimismo también se ha descrito la asociacion entre las LMA con inv(16) y la expresion de
CD2. Se ha sugerido que la alta expresion de CD2 en estas leucemias estimulan la
proliferacion de las células leucémicas (Adriaansen HJ, Blood 1993). La expresion de CD2
en este tipo de leucemias no conlleva un prondstico diferente.

Por el contrario, en las LMA no M3 que no presentan la inv(16) la expresién de CD2 se
asocia a una menor tasa de RC (Bradstock K, Blood 1994). Se ha observado que estas
LMA suelen corresponder a leucemias mas inmaduras y mas indiferenciadas (Adriaansen

H3J, Blood 1993).

Tabla 7. Significado prondstico de la expresion de antigenos linfoides en la LMA

Antigeno Expresién normal Expresidn Referencia Pronostico
LMA
CD2 Timocitos, células T 6-21% Guglielmi y col. >RC / >SLE
maduras y en células | (frecuente en (LPA)
NK LPA y LMA con Bradstock y col. <RC
inv(16)) Legrand vy col. Ninguno
Lin y col. <RC (LPA)
CD7 Timocitos, células T, 30% Kita y col. <RC/ <SG
células NK Venditti y col. <RC/ <SG
Pequefio grupo de Casasnovas y col. | <RC/ <SG
monocitos/macrofagos Legrand y col. Ninguno
Chang y col. Ninguno

RC: remisidn completa; SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: supervivencia global

e CD7

CD7 es una glicoproteina de superficie celular cuya expresién es frecuente en las células
blasticas de leucemias agudas linfoblastica de linea T, mientras que en la LMA sélo se
encuentra expresado en una minoria de casos (30%) (Legrand O, Blood 2000; Chang H,

Leuk Res 2004; Satoh C, Leuk Res 2009).
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Diferentes grupos han propuesto que las LMA CD7+ corresponderian a una entidad clinica
diferente. Suelen ser LMA con morfologia mieloide mas indiferenciada (M1 FAB) en las
gue normalmente los reordenamientos de los receptores B y T suelen ser negativos. Esto,
junto con la frecuente coexpresion de los marcadores de inmadurez CD34, TdT y HLA-DR,
sugiere que estas LMA derivan de un progenitor mieloide en las fases iniciales de la
maduracion (Eto T, Br J Haematol 1992; Tien H, Br J Haematol 1996).

La expresion de CD7 se ha relacionado con las LMA secundarias y SMD, que
generalmente se asocian a alteraciones cromosomicas de mal prondstico (Ogata K, Blood
2002). La coexpresion de CD7+/TdT+ se ha observado en LMA con alteraciones de los
cromosomas 5 y/o 7 y con un fenotipo de resistencia multiple a farmacos (Venditti A,
Leukemia 1998). En un estudio realizado con lineas celulares se observo que la poblacion
CD34+/CD7+ presentaba una mayor actividad proliferativa, un ciclo celular mas activo, y
menos apoptosis. Estos hallazgos explican en parte la agresividad de los SMD y LMA
secundarias CD7+ (Satoh C, Leuk Res 2009).

Se ha descrito la asociacion entre la expresion aberrante de CD7 y determinadas
anomalias moleculares frecuentes en pacientes con LMA y citogenética normal, como son
la FLT3-ITD (Rausei-Mills V, Am J Clin Pathol 2008; Chauhan PS, Med Oncol 2010) y las
mutaciones de CEBPA (Tabla 6). En la FLT3-ITD se ha reportado positividad para CD7
hasta en un 73% de los casos (Rausei-Mills V, Am ] Clin Pathol 2008). La mayoria de los
pacientes con mutaciones de CEBPA presentan un inmunofenotipo caracterizado por la
expresion aberrante de CD7 (73% de los casos) junto con la coexpresion de CD15, CD34
y HLA-DR (Lin LI, Clin Cancer Res 2005; Wouters BJ, Blood 2007). Existe una relacién
inversa entre la pérdida de funcién de CEBPA y la expresion de CD7. En un estudio
reciente se ha demostrado que la regulacion de la expresion de CD7 depende de un

mecanismo epigenético tanto en las células linfoides T como en las células de la LMA. Se
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ha sugerido que las mutaciones de CEBPA, por algin mecanismo aun no conocido,

podrian alterar esta regulacién de CD7 (Rohrs S, J Hematol Oncol 2010).

1.3.3.4. OTROS MARCADORES CON SIGNIFICADO PRONOSTICO EN LA LMA

o TdT

La TdT interacciona con el nlcleo de los progenitores linfoides B y T normales y con sus
equivalentes neoplasicos. La TdT es positiva en aproximadamente el 18% de los
pacientes con LMA.

No existen hallazgos consistentes sobre la relacion entre la positividad de TdT y el
pronostico (Casasnovas RO, Leukemia 1998; Legrand O, Blood 2000; Chang H, Leuk Res
2004) (Tabla 8). Venditti y col. demostraron que la expresion de TdT puede ser predictiva
de mayor supervivencia y de mayor probabilidad de alcanzar RC y que la coexpresion de
TdT y CD7 identificaba un subtipo de LMA con mal prondstico (Venditti A, Leukemia
1998). También se ha descrito la asociacion de TdT positiva y LMA con inv(16)

(Adriaansen HJ, Blood 1993).

e CD56

El CD56 es una glicoproteina de la superficie celular, la cual ha sido identificada como una
isoforma del N-CAM, molécula de adhesion de la célula neuronal. Normalmente se
expresa en las células NK, en un subgrupo de células T CD4 positivas y de células T
CD8+. Su expresién en los mieloblastos se observa en un 16-24% (Di Bona E,
Haematologica 2002).

La asociacion entre la expresion de CD56 y las LMA con citogenética favorable, como la
t(8;21), ha sido descrita por varios autores (Yang DH, Am ] Hematol 2007, Munoz L,
Haematologica 2001 (2), Baer MR, Blood 2007). Entre un 55 y un 65% de las LMA con

t(8;21) presentan positividad de CD56 y esta positividad se ha correlacionado en algunos
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estudios con una menor SLE, incluso tras trasplante alogénico (Yang DH, Am ] Hematol
2007, Baer MR, Blood 1997). La expresion de CD56 en las LMA con t(15;17) se observa
en un 15-22% de los casos (Ferrara F, J Clin Oncol 2000; Di Bona E, Haematologica
2002) y se ha asociado a una menor duracion de la remisién (Ferrara F, J Clin Oncol
2000; Ito S, Leuk Lymph 2004, Di Bona E, Haematologica 2002), a una menor SG
(Ferrara F, J Clin Oncol 2000) y a una mayor frecuencia de recaidas extramedulares (Ito
S, Leuk Lymph 2004) (Tabla 8). En un estudio reciente en el que se incluyeron un gran
numero de pacientes con LPA tratados de forma homogénea con ATRA-idarrubicina, la

expresion de CD56 fue un factor prondstico independiente para predecir recaida

(Montesinos P, Blood 2011).

Tabla 8. Otros marcadores con significado prondstico en la LMA
Antigeno Expresién Referencia Prondstico Comentario
LMA
TdT 18% Venditti y col. <RC [/ <SG Asociado con
fenotipo MRD y
citogenética de mal
prondstico
Legrand y col. Ninguno
Chang y col. Ninguno
CD56 16 - 24% | Raspadori y col. <RC/ <SG Asociado a
citogenética de mal
prondstico
Chang y col. <SG
Legrand y col. Ninguno
Di Bona y col. <SLE Univariado
Sélo en LPA
Ito y col. <RC / <SLE (LPA) | Univariado
Ferrara y col. >RR (LPA) Univariado
<SG (LPA) Uni-/multivariado
Baer y col. <SLE / <SG M2 con t(8;21)
Yang y col. <SLE / <SG t(8;21)

RC: remision completa; SG: supervivencia global;
RR: riesgo de recaida; MDR: multidrug resistant.

SLE; supervivencia libre de enfermedad;

59




Introduccion

Existen limitadas evidencias que sugieren que CD56 se asocia con infiltracion leucémica
extramedular también en LMA no M3 (liluza Y, Leuk Res 1992). En series mas grandes
de pacientes no se ha confirmado que la expresion de CD56 se correlacione con el
cariotipo, con el inmunofenotipo ni con la infiltracion leucémica extramedular (Seymour
JF, Leukemia 1994). No obstante, la positividad de CD56 es frecuente en los sarcomas
granulociticos, especialmente cuando los blastos medulares tienen diferenciacion
monocitica (Chang CC, Am J Clin Path 2000).

En el grupo de LMA que no se asocian a las anomalias citogenéticas de buen prondstico,
el valor prondstico de CD56 es controvertido, debido en parte a la heterogeneidad de los
tratamientos reportados en los diferentes estudios. Raspadori y col. demostraron una
reduccion en la tasa de RC y en la SG en los pacientes con LMA CD56+ asi como una
asociacion con cariotipos de mal prondstico (Raspadori D, Leukemia 2001). En otros
estudios, se ha confirmado este peor prondstico de CD56 (Chang H, Leuk Res 2004 (2))
mientras que en otros sélo se objetivd este peor prondstico en el subgrupo de LPA (Di

Bona E, Haematologica 2002).

1.3.4. VALOR PRONOSTICO DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA
DETECTADA MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO EN EL SEGUIMIENTO DE LOS
PACIENTES EN REMISION COMPLETA

Las células leucémicas que persisten de forma indetectable por los métodos morfoldgicos
convencionales tras el tratamiento quimioterapico son las responsables de la recaida en
los pacientes con LMA. Existe menos informacion sobre ERM en LMA que en LLA, y
aunque muchos de los estudios estan basados en series pequefias de pacientes, la
presencia de ERM tras el tratamiento quimioterapico se ha asociado con un alto riesgo de
recaida en la mayoria de estudios realizados. Los estudios reportados se basan en la

identificacion de los fenotipos aberrantes asociados a las células leucémicas al diagndstico
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para posteriormente realizar un analisis secuencial del nimero de células leucémicas que
persisten durante el seguimiento (Figura 14). En los primeros estudios realizados se
objetivd que la recaida fue precedida por un aumento gradual de las células con fenotipo
aberrante (Adriaasen HJ, Leukemia 1993; Campana D, Blood 1990). En estudios
posteriores se intentd definir un valor critico de ERM que identificase grupos de pacientes
con diferente evolucion, asi como en qué punto del seguimiento la determinacién de la
ERM era mas predictiva de recaida (Tabla 9). Algunos autores destacan la importancia de
medir la ERM al inicio del tratamiento (San Miguel JF, Blood 2001; Kern W, Haematologica
2004; Al-Mawali A, Cytometry 2009), mientras que otros describen que la determinacion
de ERM en un momento mas tardio de la evolucién fue mas informativa en comparacion
con los iniciales (Venditti A, Blood 2000; Buccisano F, Leukemia 2006; Maurillo L, J Clin
Oncol 2008). También se ha descrito que la deteccion de ERM puede influir en el
prondstico tanto en estadios iniciales como tardios (San Miguel JF, Blood 1997; Kern W,
Blood 2004; Feller N, Leukemia 2004; Sievers EL, Blood 2003). San Miguel y col.
demostraron que los pacientes con >0,5% de células leucémicas residuales tras el
tratamiento de induccion y con >0,2% al final del tratamiento de consolidacion
presentaban una menor SLR (San Miguel JF, Blood 1997). Puesto que la respuesta inicial
al tratamiento quimioterapico es uno de los factores prondsticos mas importantes en la
LMA, este mismo grupo analizd la ERM en muestras de pacientes post-induccién y
estrafico a los pacientes en 4 grupos con una probabilidad de recaida significativamente
diferente en funcion del porcentaje de ERM detectada (San Miguel JF, Blood 2001). La
rapidez del aclaramiento de las células leucémicas también se ha relacionado con el
pronodstico. Kern W y col. analizaron la ERM el dia 16 del tratamiento de induccion y
observaron que el grado de reduccidon de células con fenotipo aberrante entre el dia 16 y
el dia del diagndstico (diferencia logaritmica) se asocid, en el estudio multivariado, con la

tasa de RC, la EFS y la SLR (Kern W, Haematologica 2004; Kern W, Blood 2004). El
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interés de identificar de forma precoz a los pacientes de alto riesgo es el poder ajustar la

intensidad del tratamiento lo antes posible.
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Figura 14. Seguimiento de la ERM mediante citometria de flujo en un paciente con
LMA de novo. A. Diagnostico: blastos con coexpresion aberrante de CD34 y CD15. B. Post-
intensificacion: persistencia de una poblaciéon blastica que coexpresa CD34, CD15y CD117
(0,2%).

Otros autores han descrito que es al final del tratamiento el momento en que la ERM
predice de forma mas adecuada el riesgo de recaida del paciente (Venditti A, Blood 2000;
Buccisano F, Leukemia 2006). Estos autores observaron que algunos pacientes con ERM
positiva tras la induccién, cambiaban de estatus al final de la consolidacion y no se
detectaba ERM. Lo mas importante es que este hecho no tenia repercusion sobre la SLR
de estos pacientes que se comportaban igual que aquéllos con ERM negativa en las dos
determinaciones. Por este motivo consideran que es necesario completar el tratamiento
quimioterapico de primera linea antes de clasificar a un paciente en un grupo de alto

riesgo.
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La identificacion de ERM tras la consolidacion también tiene valor prondstico en la
evolucion post-trasplante. Los pacientes trasplantados con ERM negativa tras la
consolidacién tuvieron una mejor evolucidon que los pacientes con ERM positiva,
independientemente del tipo de trasplante realizado. Ademas, el trasplante autélogo no
mejoro el prondstico de estos pacientes con ERM positiva, por lo que se considera que el
trasplante alogénico es la opcién terapéutica de eleccion en estos casos (Maurillo L, J Clin
Oncol 2008; Laane E, Haematologica 2006).

En algunos estudios se ha analizado la utilizacién de sangre periférica para realizar el
seguimiento de la ERM. Los resultados preliminares sugieren que existe una elevada
concordancia con los resultados obtenidos en médula 6sea y que aportan informacion
pronodstica cuando la ERM persiste al final de la consolidacion (Maurillo L, Haematologica
2007).

Como ya se ha mencionado, la estategia de monitorizar la ERM basada en la deteccién de
fenotipos aberrantes puede utilizarse en el 70-80% de los casos de LMA. En el resto de
casos se pueden aplicar otro tipo de estudios, como seria la investigacion de los
progenitores mieloides y linfoides. Martinez y col. analizaron la distribucidon de las células
progenitoras CD34+ mieloides y linfoides en el seguimiento de muestras de médula dsea
de con LMA en RC. Pacientes con ratio CD34 M/L >10 al final de la presentaron una
menor SG y una menor SLE (7 meses vs 30 meses, p=0,0001). Un 67% de las recaidas
estuvieron precedidas por la reaparicién de una ratio anormal. En las fases iniciales de la
quimioterapia se observa con frecuencia un desequilibrio de la ratio de CD34 a favor de
un mayor numero de precursores mieloides pero este desequibrio normalmente vuelve a
la normalidad al final de la quimioterapia. La persistencia de este desequilibrio al final del

tratamiento es lo que se asocid a menor SG y SLE (Martinez A, Cytometry 1999).
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1.4. CITOGENETICA: UTILIDAD EN EL DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE LA
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Actualmente las alteraciones citogenéticas detectadas en el momento del diagndstico de
la LMA constituyen el factor prondstico mas importante para predecir la evolucion de la
leucemia.

En las LMA de novo, utilizando los métodos de bandeo estandares, se detecta alguna
anomalia citogenética en el 40-50% de los pacientes. A raiz de un importante estudio
llevado a cabo por Grimwade y col. se propuso una clasificacién que distribuia a los
pacientes en un grupo de riesgo favorable, intermedio o de mal prondstico en funcién de
las alteraciones citogenéticas detectadas (Grimwade D, Blood 1998). Estos tres grupos
citogenéticos presentaban diferencias significativas en cuanto a probabilidad de alcanzar
RC, riesgo de recaida y SG. Aunque con algunas diferencias entre los distintos grupos
internacionales de estudio y tratamiento de la LMA, los hallazgos citogenéticos detectados
al diagnostico son utilizados para ajustar la intensidad del tratamiento post-remision de
los pacientes (Tabla 10).

Todos los estudios importantes realizados en LMA estan de acuerdo en que los pacientes
con t(15;17)(g22;q12-21) tienen un excelente prondstico y aquellos que presentan una
t(8;21)(g22;g22) o una inv(16)(p13g22/t(16;16)(p13;g22) tienen un relativo buen
prondstico, mientras que los pacientes con inv(3)(q21q26/t(3;3)(q21;926), -7 y cariotipos
complejos, definido en algunos estudios por presentar 3 6 mas anomalias y en otros 5 6
mas anomalias, son considerados de mal prondstico. El cariotipo complejo habitualmente
no incluye pacientes con t(8;21), inv(16)/t(16;16), t(15;17) o t(9;11)(p22;923) porque el
prondstico de estas anomalias no se ve afectado de manera desfavorable por la presencia
de dos o0 mas alteraciones cromosdmicas adicionales. Por otro lado, la -5, del(7q), -17/
17p-, -18 0 —20, que son anomalias de mal prondstico, suelen formar parte de cariotipos

complejos. Por el contrario, los casos poco frecuentes de del(7q) en ausencia de —
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5/del(5g), o anomalias en el 3q o del(5q) sin cariotipo complejo se clasifican dentro del
grupo de riesgo intermedio.

Esta clasificacién citogenética resumida en la tabla 10 se basé en estudios realizados
predominantemente en pacientes con LMA menores de 56 6 60 afos. Dos estudios
posteriores analizaron el significado prondstico de la citogenética al diagnostico en
pacientes mayores, un grupo que generalmente presenta una peor evolucion. Tanto el
estudio del United Kingdom MRC (Grimwade D, Blood 2001) como el del CALGB (Farag
SS, Blood 2006) confirmaron el valor de la citogenética pretratamiento como un factor
pronodstico independiente en este grupo de pacientes. Aunque el significado prondstico
de algunas alteraciones citogenéticas puede ser diferente respecto al grupo de pacientes
jovenes.

Doce afios después de la clasificacién citogenética propuesta por Grimwade y col. dentro
del MRC, este mismo grupo propone una actualizacion de la clasificacion inicial. En estos
afos se han observado discrepancias entre los sistemas de clasificacion citogenética
utilizados por los diferentes grupos, sobre todo en cuanto al impacto prondstico de las
anomalias citogenéticas afiadidas en los pacientes con citogenética de buen prondstico,
las anomalias que afectan al 1123 (MLL) y al nimero de anomalias citogenéticas
necesarias para definir un cariotipo complejo (Tabla 10). Otro objetivo de esta revision ha
sido definir de forma mas precisa el significado prondstico de algunas anomalias
citogenéticas que estaban incluidas en el grupo de prondstico intermedio, y que en la
nueva clasificacion han pasado a ser consideradas de mal prondstico (Grimwade D, Blood
2010). Ademads, se define un nuevo grupo de mal prondstico que es el cariotipo
monosomico. Breems DA y col. describieron un grupo de pacientes con LMA y especial
mal prondstico, con una SG a los 4 afios del 4%. Este grupo de pacientes se caracterizaba
por presentar dos 0 mas monosomias de cromosomas autosomicos 0 una monosomia

autosdmica junto al menos una anomalia citogenética estructural. Esta SG tan corta se
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debe a que estos pacientes presentaban una baja tasa de RC (48%) y una alta frecuencia

de recaidas (41%). El cariotipo monosémico discrimina los pacientes con mal prondstico

fina como >3 o >5

mejor que el cariotipo complejo, independientemente de que se de

anomalias (Breems DA, J Clin Oncol 2008).
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1.4.1. LMA CON AFECTACION DEL COMPLEJO CORE BINDING FACTOR (CBF)

Las LMA con afectaciéon del complejo CBF son un subtipo de LMA de novo del adulto
relativamente frecuentes. La t(8;21) se detecta en un 7% de los pacientes y la
inv(16)/t(16;16) en un 5% de los casos (Grimwade D, Blood 2010). Ambos tipos de LMA
suelen agruparse juntos en estudios clinicos basandose en su similar prondstico favorable
y en su similitud a nivel molecular, aunque existen diferencias entre ambos (Schlenk RF, ]
Clin Oncol 2004; Marcucci G, J Clin Oncol 2005; Appelbaum FR, Br J Haematol 2006). Los
estudios de microarrays de expresion han revelado que existen importantes diferencias
moleculares entre ambos tipos de LMA pudiendo diferenciar una de otra con una precision
del 95% en base a su patron de expresion génica (Haferlach T, Blood 2005).

La inv(16)/t(16;16) se caracteriza por presentar morfologia M4 con eosinofilia de la
clasificacion FAB en la mayoria de los casos. Suele tener una mayor cifra de leucocitos al
diagnostico, mayor porcentaje de blastos en médula dsea y mayor afectacion
extramedular (adenopatias, esplenomegalia, hipertrofia gingival y afectacion de piel y
mucosas) que los pacientes con t(8;21) (Schlenk RF, J Clin Oncol 2004; Marcucci G, J Clin
Oncol 2005; Appelbaum FR, Br J Haematol 2006). Los pacientes con t(8;21) normalmente
presentan morfologia M2 de la clasificacién FAB.

Ambos grupos son muy similares en cuanto a la alta probabilidad de alcanzar RC, en un
rango entre 85-89%. Los analisis univariados no demuestran diferencias significativas en
la SG ni en el riesgo de recaida entre ambos grupos. A pesar de ello sélo el 50-60% de los
pacientes se curan utilizando los tratamiento actuales (Schlenk RF, J Clin Oncol 2004;
Marcucci G, J Clin Oncol 2005; Appelbaum FR, Br J Haematol 2006). Por este motivo es
necesario identificar, dentro de este grupo de pacientes, aquellos que podrian
beneficiarse de tratamientos mas intensivos o de nuevas estrategias terapéuticas (Mrdzek

K, Curr Opin Oncol 2008).
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1.4.1.1. ALTERACIONES CROMOSOMICAS SECUNDARIAS

Aproximadamente dos terceras partes de los pacientes con inv(16)/t(16;16) presentan
este reordenamiento como Unica anomalia cromosdmica, mientras que la t(8;21) sin
anomalias asociadas sblo se observa en el 30% de pacientes con esta translocacion. El
patrén de anomalias secundarias asociadas también es diferente, siendo la pérdida del
cromosoma sexual y la del(9q) las alteraciones asociadas con mas frecuencia a la t(8;21),
mientras que las anomalias cromosdmicas asociadas a la inv(16)/t(16;16) son la +22, +8,
del(7q) y +21.

En el trabajo incial de Grimwade D. y col. no se observd que las anomalias cromosdmicas
anadidas en los pacientes con inv(16)/t(16;16) y t(8;21) aportaran ninguna informacion
prondstica. Sin embargo, posteriormente algunos estudios describieron que los pacientes
con inv(16)/t(16;16) y +22 presentaban una menor incidencia acumulad de recaida (IAR)
(Marcucci G, J Clin Oncol 2005) y una mayor SLR (Schlenk RF, J Clin Oncol 2004) que los
pacientes con inv(16)/t(16;16) sola. Y de igual manera, la pérdida del cromosoma sexual
Y (-Y), la del9(q) o la presencia de un cariotipo complejo en los pacientes con t(8;21) se
asociaria a una peor evoluciéon de la enfermedad (Schlenk RF, J Clin Oncol 2004, Shoch
C, Leukemia 2006; Appelbaum RF, Br J Haematol 2006). En la revision actualizada de
Grimwade D. y col. se confirma que las LMA con inv(16)/t(16;16) y +22 se asocian a un
particular buen prondstico. En cuanto a las LMA con t(8;21), a diferencia de los estudios
anteriores, no se observa que las anomalias cromosdmicas anadidas conlleven una peor
evolucion. Unicamente se observa que los pacientes con pérdida del cromosoma Y tienen

tendencia a presentar una mayor SG (Grimwade D, Blood 2010).
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1.4.1.2. MUTACIONES GENETICAS RECURRENTES

e Mutaciones del gen KIT

El gen KIT se localiza en el cromosoma 4 y codifica para un receptor tirosin-quinasa
esencial para el desarrollo normal de la hematopoyesis (Lennartsson ], Stem Cells 2005).
Los blastos de las LMA expresan KIT en un 60-80% de los casos y la incidencia de
mutaciones de KIT en las leucemias con afectacidon del CBF oscila entre un 22% y un 46%
(Paschka P, ] Clin Oncol 2006; Cairoli R, Blood 2006). Se han descrito diferentes
mutaciones activantes de KIT tanto en el dominio extracelular de la proteina (exon 8)
como en el dominio intracelular (exon 11 y 17). Las mutaciones en el exon 8 se han
detectado en el 25% de estas leucemias y provocan una dimerizacion y una activacion
espontanea del receptor, lo que da lugar a la activacion de MAPK y PI3-quinasa en
respuesta a la estimulacion del SCF (Dohner H, Hematology Am Soc Hematol Educ Book
2007).

Mediante estudios de expresidn génica, se ha observado que las LMA con mutacién de
KIT tienen un perfil de expresion diferente al de los pacientes sin mutaciones de KIT
(Lick SC, Br J Haematol 2010). Los casos con mutacién de KIT se caracterizan, sobre
todo, por una desregulacion de genes pertenecientes al complejo de sefalizacion NFkB, lo
que sugiere una alteracion en el control de la apoptosis.

Diferentes estudios han evaluado el significado prondstico de las mutaciones de KIT en
este tipo de leucemias (Schnittger S, Blood 2006; Paschka P, J Clin Oncol 2006; Cairoli R,
Blood 2006; Care RS, Br J Haematol 2003; Boissel N, Leukemia 2006; Nanri T, Leukemia
2005) (Tabla 11). En las LMA asociadas a t(8;21) las mutaciones de KIT, y en algunos
estudios especificamente las mutaciones en el exon 8, se han asociado con una peor
evolucidn de la enfermedad (Schnittger S, Blood 2006; Cairoli R, Leukemia 2006). En la
inv(16)/t(16;16) un estudio del CALGB con una gran cohorte de pacientes mostro que las

mutaciones de KIT se asociaron con una mayor IAR en relacion principalmente con
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mutaciones en el exon 17 (Paschka P, J Clin Oncol 2006). Care RS y col., por el contrario,
relacionaron las mutaciones en el exon 8 con una mayor tasa de recaidas en estos
pacientes (Care RS, Br J Haematol 2003). En otros estudios las mutaciones de KIT no se
han asociado con el prondstico de los pacientes con inv(16)/t(16;16) (Cairoli R, Blood
2006; Boissel N, Leukemia 2006)

En un estudio reciente realizado en pacientes pediatricos con LMA asociadas a
t(8;21)/inv(16) se han detectado mutaciones de KIT en el 20% de los casos y no se ha
observado que estas mutaciones afecten el prondstico de estos pacientes, a diferencia de
lo observado en adultos (Pollard JA, Blood 2010). Estos resultados estan en concordancia
con los descritos en otros estudios realizados en nifios (Goemans BF, Leukemia 2005,
Shih LY, Leukemia 2008). Sélo en una serie japonesa se ha observado que las mutaciones
de KIT en nifios tienen un significado prondstico negativo (Shimada A, Blood 2006).
Independientemente de su significado prondstico, las mutaciones de KIT podrian
representar una diana potencial para terapias moleculares. Se han descrito algunas
experiencias preliminares con imatinib, como terapia Unica o asociada a quimioterapia, y
los resultados demuestran que es parcialmente efectivo en pacientes con mutaciones del
exon 8 y en mutaciones del exon 17 que afectan al codon TKD®? pero no en las
mutaciones TKD®® (Growney JD, Blood 2005; Nanri T, Leukemia 2005). La utilizacién de
inhibidores tirosin-quinasa de segunda generacién como dasatinib o nilotinib podrian
mejorar estos resultados (Schittenhelm MM, Cancer Res 2006; Paschka P, Semin Oncol
2008). Por tanto, es necesario determinar el genotipo de KIT en cada paciente para
seleccionar el inhibidor tirosin-quinasa apropiado. Ademas, existen resistencias al
tratamiento como consecuencia de la adquisicién de mutaciones secundarias de KIT.

En un estudio reciente se ha demostrado que los inhibidores del proteasoma, como

bortezomib, tienen una intensa actividad antileucémica en modelos murinos con KIT
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mutado ya que alteran el complejo Sp1/NFkB/HDAC/miR-29b, el cual juega un importante

papel en la regulacion de la transcripcién génica de KIT (Liu S, Cancer Cell 2010).
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e Mutaciones del gen FLT3

La FLT3-ITD es relativamente infrecuente en los pacientes con LMA asociadas a alteracion
de CBF. Se ha detectado en el 2-9% de los pacientes con t(8;21) y en el 0-7% de los
pacientes con inv(16) (Care RS, Br J Haematol 2003, Boissel N, Leukemia 2006, Kottaridis
PD, Blood 2001; Schnittger S, Blood 2002, Thiede C, Blood 2002). La mutacién puntual
FLT3-TKD 835 es mas frecuente en los pacientes con inv (16) (6-24%) mientras que es
rara en los casos con t(8;21) (Boissel N, Leukemia 2006; Mead AJ, Blood 2007). Hasta el
momento no se ha establecido el significado prondstico de estas mutaciones en este

subtipo de leucemias.

e Mutaciones del gen RAS

Las mutaciones activantes del protooncogen RAS se observan en un 10-15% de las LMA
de novo. Estas mutaciones, y en especial las que afectan al codon 61 de N-RAS, son
frecuentes en pacientes con LMA asociadas a inv(16)/t(16;16) ya que se detectan casi en
un tercio de los casos. Por el contrario, es un hallazgo poco frecuente en las leucemias
con t(8;21) (Boissel N, Leukemia 2006; Bowen DT, Blood 2005; Nanri T, Leukemia 2005).
Las mutaciones de RAS no parecen tener un impacto prondstico negativo en este tipo de
leucemias, pero podrian tener interés desde un punto de vista terapéutico (Boissel N,

Leukemia 2006; Bowen DT, Blood 2005; Nanri T, Leukemia 2005; Bacher U, Blood 2006).

e Mutaciones de JAK2

La mutacién JAK2V617F tipica de las neoplasias mieloproliferativas crénicas es infrecuente
en las LMA con alteracién de CBF, siendo identificada en el 6% de los casos con (8;21) y
en el 0-3,6% de los casos con inv(16). Es importante destacar que la SLE de estos
pacientes con mutacion de JAK2 fue significativamente menor que la de los pacientes que

no presentaban esta mutacion (Ilimer T, Haematologica 2007).
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e Mutaciones de CBL

Recientemente se han detectado mutaciones en el exon 8 del gen que codifica la ligasa
E3 CBL en casos de LMA con inv(16) y t(8;21) (Abbas S, Haematologica 2008; Haferlach
C, Leukemia 2010). El gen CBL mutado actia como una proteina con efecto dominante
negativo e inhibe la regulacién de tirosin-quinasas como KIT y FLT3. Este podria ser otro

mecanismo alternativo de activacion de tirosin-quinasas.

1.4.2. LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA: t(15;17)(q22;921)/(PML-RARA)

La translocacion t(15;17)(g22;g21) da lugar al gen de fusion PML-RARA y es especifica de
la LMA promielocitica o M3. Representa alrededor del 15% de los casos de LMA. El gen de
fusion aberrante PML-RARA actla como un inhibidor de las funciones de crecimiento y
diferenciacion normal de los genes PML y RARA (Chen Z, Genes Chromosomes Cancer
1996).

Generalmente la LMA M3 se presenta de novo. Citoldgicamente se caracteriza por la
presencia de promielocitos atipicos con abundantes granulos y bastones de Auer
formando astillas. Existen variantes morfoldgicas, especialmente la M3 variante o
microgranular. En el momento del diagndstico son frecuentes las alteraciones de la
coagulacioén y la leucopenia (en la foma tipica de M3) o la leucocitosis (forma variante M3)
y presenta un patrén inmunofenotipico caracteristico, aunque no especifico (Tabla 6).
Mediante técnicas de citogenética convencionales, la translocacion tipica
t(15;17)(g22;921) se obseva en el 70% de los pacientes diagnosticados de LPA. La
translocacion t(15;17) puede acompafiarse, en el 30-40% de los casos, de otras
alteraciones citogenéticas, siendo la trisomia 8 la mas frecuente, seguida del
isocromosoma del brazo largo del derivativo 17, ider(17). Estas anomalias citogenéticas
afadidas no aportan ningun significado prondstico adverso en los pacientes con t(15;17)

tratados con los protocolos estandares basados en ATRA y antraciclinas tal y como
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demuestran los resultados de los estudios del European APL Group (De Botton S, Br J
Haematol 2000), PETHEMA (Hernandez JM, Haematologica 2001) y del MRC (Grimwade
D, Blood 2010).

Existen algunos casos de LPA en los que se detectan alteraciones cromosémicas variantes
como la t(11;17) o la t(5;17) en las que el locus raro. se empareja con otros genes como
el PLZF (promyelocitic leukemia zinc finger) y el NPM (nucleophosmin), entre otros, dando
como resultado los reordenamientos PLZF-RARA y NPM-RARA, respectivamente. Las LPA
con fusion PLZF-RARA representan menos del 1% de los casos y son resistentes al
tratamiento con ATRA, por lo que el prondstico es mas desfavorable (Melnick A, Blood
1999).

La FLT3-ITD se identifica en un 30-40% de LPA (Schnittger S, Blood 2002; Thiede C,
Blood 2002). En la mayoria de LMA esta mutacion se asocia con mal prondstico. En el
caso de la LPA, la FLT3-ITD se ha asociado a caracteristicas clinicas adversas como mayor
cifra de leucocitos al diagndstico, morfologia M3 variante, o isoforma bcr3 del transcrito
de fusion, pero no con menor supervivencia (Callens C, Leukemia 2005; Kuchenbauer F,
Br J Haematol 2005). Un estudio reciente demostrd que una ratio alelo mutado/alelo
germinal de la FLT3-ITD elevada (>0,66) y una mayor longitud de la secuencia insertada
de la DIT se asocia con menor SLR en los pacientes con LPA (Chillon MC, Haematologica
2010). En este mismo estudio observaron que los pacientes con un numero de copias
normalizadas de PML-RARA baja (<percentil 25) al diagndstico presentaban un prondstico
adverso (menor SLR y menor SG) y ademas estos pacientes eran los que presentaban
mayor incidencia de FLT3-ITD con una mayor ratio y una mayor longitud de la DIT. De
acuerdo con estos resultados, dentro del grupo de alto riesgo de las LPA se podria
identificar un subgrupo con especial mal prondstico: cifra de leucocitos alta, DIT larga y
niveles de transcrito bajos. En modelos experimentales con ratones, los niveles bajos de

transcrito se han asociado con mayor eficiencia para desarrollar una leucemia (Westervelt
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P, Blood 2003). Una mayor longitud de la secuencia insertada en la FLT3-ITD induce una
activacién constitutiva del dominio quinasa del receptor de FLT3 que provoca una
aumento de la proliferacién y de la supervivencia de las células progenitoras mieloides

(Gilliland DG, Blood 2002).

1.4.3. LMA CON ALTERACIONES DEL CROMOSOMA 11923

Alrededor del 5-10% de las LMA presentan deleciones o translocaciones con el gen MLL
en la banda 11g23. Este subgrupo molecular esta formado por un conjunto heterogéneo
de anomalias citogenéticas. Entre las translocaciones mas frecuentes en la LMA destacan
la t(9;11)/MLLT3-MLL (representa un 50% de los casos) y la t(6;11)/MLLT4-MLL y, con
menor frecuencia, la t(4;11)/MLLT2-MLL y la t(11;19)(g23;p13)/MLL-ELL y MLL-MLLT1. El
inmunofenotipo de estas leucemias corresponde al de las leucemias agudas con
participacion monocitica. La expresidn de NG2 (proteoglicano condroitin-sulfato) como
marcador predictivo de reordenamiento de MLL es controvertido. Algunos autores
describieron que la expresion de NG2 solo predecia algunos reordenamientos, en concreto
la t(4;11) y la t(9;11). Pero estos resultados no se han confirmado en otros estudios en
los que se observo que la expresion de NG2 es independiente del tipo de leucemia, ya
que éste es un marcador de célula progenitora inmadura (Bueno C, Leukemia 2008).

Las LMA con alteracién de 11923, en general, presentan una menor supervivencia,
aungue el cromosoma implicado en la translocacion con el 11923 es de gran importancia
de cara a establecer el prondstico. Estudios con gran numero de pacientes han
demostrado el impacto prondstico negativo de la t(6;11) y la t(4;11), mientras que la
t(9;11) no parece asociarse con una evolucion tan adversa de la leucemia (Di Martino J,
Br J Haematol 1999; Rubnitz J, Leukemia 1996; Mrdzek K, Blood 1997). De hecho, la
Ultima clasificacion de las neoplasias mieloides agudas de la OMS (Swerdlow SH, OMS

2008) reconoce a la LMA con t(9;11)(p21~22;923)/AF9-MLL como una enfermedad con
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entidad propia, con un relativo buen prondstico en las mayoria de estudios realizados
(Shoch C, Blood 2003; Krauter J, J clin Oncol 2009). Una evolucion similar se observa en
los pacientes con t(11;19)(g23;p13); por este motivo, ambas anomalias citogenéticas se
incluyen dentro del grupo de prondstico intermedio, en lugar de en el de mal prondstico,
en la ultima revision citogenética del MRC (Grimwade D, Blood 2010). Por el contrario, los
casos con t(6;11) y la t(10;11) se asocian con una menor supervivencia, pues la
probabilidad de SG a los 10 afios es del 9% y 12% respectivamente. Estos resultados
estan en concordancia con otros estudios publicados previamente (Krauter J, J Clin Oncol
2009; Blum W, Cancer 2004; Dreyling MH, Blood 1998). El prondstico favorable de la
t(9;11) no se ha confirmado en ninos; sin embargo, se ha identificado otra translocacion,
la t(1;11)(g21;g23), una anomalia asociada a una evolucion mas favorable de la
enfermedad. La t(6;11) y la t(10;11) tienen un significado prondstico negativo también en

nifos (Balgobind BV, Blood 2009).

1.4.4. LMA CON t(6;9)(p23;g34)/(DEK-NUP214)

La t(6;9)(p23;934) se detecta en el 0,5-1% de los pacientes adultos con LMA. En la nueva
clasificacion de la OMS se reconoce como una entidad con caracteristicas clinico-
bioldgicas bien definidas (Swerdlow SH, OMS 2008). Es una enfermedad que se asocia a
mal prondstico con una SG a los 10 afios del 23% (Slovak ML, Leukemia 2006; Grimwade
D, Blood 2010). Este mal prondstico podria estar relacionado con su frecuente asociacion,
hasta en un 76% de los casos, a la FLT3-ITD (Thiede C, Blood 2002). Estos datos

permiten sugerir la evaluacion de los inhibidores de FLT3 en este subtipo de LMA.

1.4.5. LMA CON inv(3)(q21q26.2)/t(3;3)(g21;026.2): RPN1,-EVI,
La inv(3)/t(3;3) se detecta en aproximadamente el 1-2% de todas las LMA y da lugar al

gen de fusion RPN1;-EVI; en el cromosoma 3 3qg21. Este reordenamiento permite
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incrementar la expresién del gen EVI1. Este subtipo de leucemias se asocia a un
prondstico infausto. En las LMA con inv(3)/t(3;3) se han detectado algunas aberraciones
cromosomicas secundarias recurrentes, como la monosomia del 7 o deleciones del 5q, y
aproximadamente en el 25% de los casos se han identificado mutaciones de NRAS.
También se ha descrito alteracion de la expresion de EVI1 en pacientes con LMA sin
reordenamiento de 3q (7,8%) y esta sobreexpresion de EVI1 fue un factor prondstico
independiente asociada a menor supervivencia (Lugthart S, Blood 2008). En algunos de
estos casos en los que no se detectaron anomalias de 3q mediante técnicas de
citogenética convencional se identificaron puntos de ruptura cripticos de 3g26 mediante

hibridacion /n situ.

1.4.6. LMA CON CARIOTIPO COMPLEJO

El cariotipo complejo se define habitualmente por la presencia de al menos 3 anomalias
cromosomicas en ausencia de la t(8,21), inv(16)/t(16;16) y la t(15;17). Las LMA con
cariotipo complejo representan el 10-12% de todas las LMA vy su incidencia aumenta con
la edad. En la LMA el cariotipo complejo se caracteriza por la rara frecuencia de
reordenamientos cromosémicos balanceados y por la baja frecuencia de mutaciones de
los genes NPM1, FLT3, CEBPA, RAS o KIT tan frecuentemente mutados en otros tipos de
LMA, lo que sugiere la alteracion de otras vias moleculares. En el cariotipo complejo
predominan los desequilibrios cromosdmicos, con mas pérdidas cromosdmicas que
ganancias. En los ultimos afios, los estudios citogenéticos moleculares y las técnicas de
arrays han contribuido a mejorar la caracterizacién de estos cambios genéticos (Riicker
FG, J Clin Oncol 2006). Las deleciones descritas, en orden de frecuencia decreciente, son
5q, 17p, 7q, 18q, 16q, 17q, 12p, 20q, 18p, y 3p, y entre las ganancias destacan la del 8q,
11q, 21q, 22q, 1p, 9p, Yy 13q. El gen p53 es la diana de las pérdidas que ocurren en 17p.

Las mutaciones de p53 se han identificado en 2/3 partes de las LMA con cariotipo
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complejo, especialmente en los casos que muestran las deleciones de 5q, 7qy 17p y la
monosomia del 3, mientras que son poco frecuentes en otros subgrupos citogenéticos
(Haferlach C, Leukemia 2008; Bowen D, Leukemia 2009). Se ha demostrado que la
presencia de mutaciones de p53 es un factor de muy mal prondstico. La probabilidad de
alcanzar RC en estos pacientes es de solo el 28% (Bowen D, Leucemia 2009) por lo que
podrian beneficiarse de estrategias terapéuticas alternativas dirigidas contra esta via
alterada de p53.

Mediante técnicas como la hibridacién genédmica comparada (HGC) basada en arrays se
han detectado amplificaciones génicas recurrentes, que han permitido identificar genes
que podrian estar potencialmente implicados en la patogénesis de las LMA con cariotipo
complejo y en otras LMA, como los genes de la familia ETS (Ricker FG, J Clin Oncol
2006). Estos hallazgos sugieren que la activacién de oncogenes sin ganancias gendmicas
son mas comunes en este tipo de LMA de lo que inicialmente se creia (revisado en

Déhner K, Haematologica 2008).

1.4.7. LMA CON CITOGENETICA NORMAL

Los pacientes con LMA y citogenética normal representan el grupo mas numeroso dentro
del grupo de prondstico intermedio (Grimwade D, Blood 1998; Slovak ML, Blood 2000;
Byrd JC, Blood 2002). En estos enfermos, puede reducirse el riesgo de recaida utilizando
diferentes estrategias post-remision que incluyen dosis altas o intermedias de citarabina o
TPH, pero la respuesta no es igual en todos los pacientes. Esta variabilidad en la
respuesta al tratamiento se debe a la heterogeneidad molecular de los pacientes con
citogenética normal. Durante la Gltima década mdltiples estudios han demostrado que la
presencia o ausencia de mutaciones especificas en determinados genes y/o cambios en la
expresion génica pueden afectar el prondstico de estos pacientes. Actualmente, las

alteraciones moleculares con significacion prondstica mas importante en los pacientes con
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LMA vy citogenética normal son la FLT3-ITD y las mutaciones de NPM1 o CEBPA (Tablas
12 y 13). La primera se correlaciona con un prondstico adverso y las segundas con un
pronodstico favorable. De hecho, en la nueva clasificacion de las neoplasias mieloides
agudas de la OMS, las LMA asociadas a mutaciones de NPM1 y a CEPBA se reconocen,
aungue como entidades provisionales, como enfermedades con caracteristicas clinico-
bioldgicas diferentes (Swerdlow SH, OMS 2008). Pero existen descritas otras alteraciones
moleculares que influyen en la evolucion clinica de estos pacientes (Tabla 12) (Mrdzek K,
Blood 2007, Gregory TK, J Hematol Oncol 2009; Schlenk RF, N Engl J Med 2008; Dohner

K, Haematologica 2008).

1.4.7.1. MUTACIONES GENETICAS RECURRENTES CON IMPACTO PRONOSTICO EN LMA
CON CITOGENETICA NORMAL

1.4.7.1.1. Mutaciones del gen FLT3 (FMS-related tirosin-quinase 3)

El gen FLT3 se localiza en el cromosoma 1312 y codifica un receptor de membrana
tirosin-quinasa de clase III caracterizado por 5 dominios extracelulares inmunoglobulina-
like, un dominio transmembrana, un dominio yuxtamembrana y un dominio intracelular
que consiste en dos dominios protein-quinasa (Figura 15). FLT3 se expresa en
progenitores mieloides y linfoides y su expresion se pierde durante la diferenciacion
celular. FLT3 juega un papel importante en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia
de la célula madre pluripotencial y esta sobreexpresado en los blastos de la LMA (Gilliland
DG, Blood 2002). Se han identificado mutaciones de FLT3 en dos dominios funcionales:
en el dominio yuxtamembrana en forma de duplicaciones internas en tandem (FLT3-ITD)
y como mutaciones puntuales en el dominio de activacién de quinasas (FLT3-TKD). La
DIT es el tipo mas comun de mutacion de FLT3, se observa en un 25-30% de las LMA
del adulto y en un 12% de los nifios con LMA (Meshinchi S, Blood 2001). La mayoria de

los pacientes tienen un Unico tipo de mutacion, pero algunos pacientes presentan ambas
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(DIT+TKD). Ademas de estas mutaciones principales, se han reportado otros dos tipos
de mutaciones puntuales en el gen FLT3: una localizada en el dominio yuxtamembrana
cuya incidencia es del 2% en la LMA en general y que no esta tan relacionada con el
cariotipo normal (Stirewalt DL, Br J Haematol 2004; Reindl C, Blood 2006) y otra
localizada, no en el /oop de activacion, sino en la porcién N-terminal del dominio tirosin-
quinasa (K663Q) (Schittenhelm MM, Leukemia 2006).

El primer trabajo que demostrd que las FLT3-ITD eran unas alteraciones recurrentes en la
LMA se publicd en 1996 (Nakao M, Leukemia 1996). Desde entonces se ha consolidado
como una de las anomalias genéticas mas prevalentes, siendo especialmente frecuente en
pacientes con LMA de novo con t(15;17), en pacientes con citogenética normal y
pacientes con t(6;9) (Kottaridis PD, Blood 2001). Entre un 30-35% de las LMA con
citogenética normal presentan FLT3-ITD (Whitman SP, Cancer Res 2001; Frohling S,
Blood 2002; Kainz B, Hematol J 2002; Beran M, Leuk Res 2004; Bienz M, Clin Cancer Res
2005; Thiede C, Blood 2002).

La FLT3-ITD ocurre en los exones 14 y 15 (previamente denominados como 11y 12) y la
longitud de la region yuxtamembrana duplicada varia entre 3 y 400 nucleotidos. A pesar
de esta heterogeneidad, y al hecho de que en algunos casos de FLT3-ITD se acompafian
de inserciones de nucleotidos adicionales, los transcritos resultantes son siempre in-frame
(Schnittger S, Blood 2002). Las mutaciones de FLT3 provocan una fosforilacion
constitutiva del receptor en ausencia de ligando, y esto conlleva la activacion de vias de
sefalizacién como PI3/AKT, RAS/MAPK y JAK2/STAT5. Como resultado de esta activacion
se produce un aumento de la proliferacion y supervivencia celular. También provocan un
bloqueo de la diferenciacion mieloide a través de la inhibicion de CEBPA y PU.1 (Reindl C,

Blood 2006; Meshinchi S, Clin Cancer Res 2009).
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Figura 15. Via de transduccién de sefiales de FLT3. Cuando el ligando de FLT3 (FL) se une a
su receptor provoca la dimerizacion y activacion de la quinasa intracelular. Este receptor activara a
su vez diferentes proteinas citoplasmaticas, incluyendo SHC y GRB2 para formar interacciones
proteina-proteina, que daran lugar a la activacion de mediadores intracelulares como AKT, MAPK, y
STAT. Estos mediadores activados actlan sobre funciones celulares vitales que afectan al
crecimiento y la diferenciacion celular, la apoptosis, la reparacion del ADN y la proliferacion.
Dominio extracelular (ECD), dominio transmembrana (TMD), dominio yuxtamembrana (JMD),

dominio tirosin-quinasa (TKD) (Figura adaptada de Meshinchi S, Clin Cancer Res 2009).

Clinicamente, los pacientes con LMA y citogenética normal que son portadores de la FLT3-
ITD se comportan de forma diferente que aquellos que no presentan esta mutacion en
cuanto a las caracteristicas pretratamiento y a la respuesta al tratamiento y la evolucion.
Los pacientes con FLT3-ITD suelen presentar al diagndstico un recuento de leucocitos
superior y un mayor porcentaje de blastos en sangre y médula dsea, y mas
frecuentemente corresponden a LMA de novo (Whitman SP, Cancer Res 2001; Fréhling S,

Blood 2002; Beran M, Leuk Res 2004; Thiede C, Blood 2002). Aunque la tasa de RC en los
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pacientes con FLT3-ITD es a menudo inferior, ningun estudio ha observado diferencias
significativas entre ambos grupos de pacientes. Un hecho que si queda firmemente
demostrado es que tanto la duracidon de la remision como la supervivencia son inferiores
en estos pacientes (Gale RE, Blood 2008; Schlenk RF, N Eng J Med 2008). Numerosos
estudios realizados Unicamente en el subgrupo de pacientes con citogenética normal han
demostrado que los pacientes que tienen al menos 1 alelo con la FLT3-ITD tienen una
duracion de la RC, de la SLE y de la SG significativamente menor que aquellos pacientes
sin FLT3-ITD. Ademas, se demostrd que la presencia de la FLT3-ITD era un factor
pronostico independiente para la SG, para la IAR y para la duracién de la RC (Fréhling S, J
Clin Oncol 2004; Bienz M, Cancer Res 2005; Baldus CD, J Clin Oncol 2006).

El prondstico de la FLT3-ITD no depende solamente de la presencia o ausencia de la
mutacidn, sino que puede variar en funcion del nivel de alelo mutado. En este sentido se
ha descrito que los pacientes con FLT3-ITD y pérdida de expresion del alelo germinal
presentan especial mal prondstico (Gale RE, Blood 2008; Whitman SP, Cancer Res 2001).
La ausencia del alelo germinal se produce como resultado de una UPD adquirida que
puede ser parcial o podria producirse una pérdida de todo el cromosoma 13 con el alelo
FLT3 germinal con la posterior duplicacién del cromosoma homologo 13 que persiste con
la FLT3-ITD (Fitzgibbon J, Cancer Res 2005; Griffiths M, Leukemia 2005). No obstante, en
un estudio en el que se analizd la composicién genética de muestras de pacientes con
FLT3-ITD detectaron que la presencia de enfermedad bialélica no es frecuente a pesar de
que el nivel relativo de la FLT3-ITD supere el 50%. La recombinacion mitdtica que da
lugar a la enfermedad bialélica es normalmente un evento tardio en la leucemogénesis.
Sus resultados demuestran ademdas que la presencia heterozigota de la FLT3-ITD es
suficiente para conferir un prondstico adverso a la LMA (Green C, Br J Haematol 2008).
Por otro lado, la cuantificacion del nivel relativo del alelo mutado permite definir distintos

subgrupos pronosticos. Los pacientes con una baja ratio alélica de la mutacion presentan
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una supervivencia similar a la de los pacientes sin FLT3-ITD (Gale RE, Blood 2008). En
otro estudio no limitado a LMA con cariotipo normal, se analizd el impacto prondstico de
la longitud de la FLT3-ITD y se detecté que los pacientes con un segmento duplicado de
al menos 40 nucleotidos tenian una inferior SLR en comparacion con los pacientes con
duplicaciones menores y con aquellos sin FLT3-ITD (Stirewalt DL, Blood 2006). Pero este
hallazgo no ha sido confirmado por otros autores (Gale RE, Blood 2008; Ponziani V,
Leukemia 2006).

Los puntos de insercion de la DIT pueden tener también implicaciones prondsticas
(Kayser S, Blood 2009). Los puntos de insercion de la DIT se sitUan en la mayoria de los
casos (69%) en el dominio yuxtamembrana entre los aminoacidos 572 y 609, mientras
que en el resto de casos se insertan en direccién 3’ del dominio yuxtamembrana, sobre
todo en el betal-sheet del TKD1. En el analisis multivariado se objetivd que las DIT que
se insertan en el betal-sheet del TKD1 se asociaron con un prondstico desfavorable en
pacientes jovenes con LMA y FLT3-ITD.

En cuanto a la actitud terapéutica en estos enfermos aun no esta del todo resuelta. Esta
claro que la consolidacidon con quimioterapia no es una opcion valida en estos pacientes,
pero la opcidon del trasplante autdlogo o alogénico también es controvertida. Algunos
autores consideran que los pacientes con FLT3-ITD deben recibir como consolidacion un
trasplante autélogo o alogénico segun si existe o no donante compatible en primera
remision, pues consideran que este tratamiento puede compensar el efecto negativo de la
FLT3-ITD (Bornhduser M, Blood 2007; Schlenk RF, N Engl J Med 2008). Mientras que
otros autores consideran que si bien la presencia de la FLT3-ITD es un factor prondstico
adverso en LMA, éste no es motivo suficiente para indicar un trasplante en estos
enfermos. Gale RE y col. publicaron una serie de pacientes con LMA en los que no
detectaron diferencias significativas entre aquellos pacientes con FLT3-ITD y FLT3

germinal en funcion de la estrategia de consolidacion utilizada (quimioterapia vs
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trasplante autdlogo vs trasplante alogénico) por lo que consideran que se necesitan
estudios randomizados que ayuden a solucionar esta cuestion (Gale RE, Blood 2005).

El otro grupo de mutaciones importante que afectan al gen FLT3 son las mutaciones
puntuales en el dominio tirosin-quinasa, FLT3-TKD. Se trata de mutaciones puntuales,
pequenas inserciones o deleciones, que afectan principalmente a los codones 835 y 836 y
con menos frecuencia a N841 o Y842 (Yamamoto Y, Blood 2001). Estas mutaciones se
han descrito en un 11-14% de pacientes con LMA y citogenética normal (Mrézek K, Blood
2007). El prondstico de estas mutaciones es todavia controvertido (Mrdzek K, Blood 2007;
Bacher U, Blood 2008; Whitman SP, Blood 2008). Mientras en algunos estudios muestran
un impacto prondstico negativo, otros estudios sugieren un impacto positivo de este tipo
de mutaciones en la supervivencia, aunque esta mayor supervivencia sélo se observd en
los pacientes con alto nivel de mutacién (>25%) (Mead AJ, Blood 2007).

Ademas de la importancia prondstica de este tipo de mutaciones en los pacientes con
LMA, FLT3-ITD es una potencial diana terapéutica. En la actualidad, se estan utilizando
diferentes inhibidores de FLT3 en ensayos clinicos. Los estudios iniciales muestran que,
cuando se utilizan como terapia Unica, tienen una actividad limitada. Parece ser que los
resultados son mas prometedores cuado estos inhibidores se combinan con el tratamiento
quimioterapico convencional (Déhner K, Haematologica 2008). En algunos pacientes se ha
detectado resistencia a los inhibidores tirosin-quinasa dirigidos contra la FLT3-ITD debido
a la ganancia de mutaciones puntuales en el gen FLT3, pero son necesarios mas estudios
para confirmar estos resultados (Heidel F, Blood 2006).

El estado mutacional de FLT3 puede variar durante la evolucion del paciente: algunos
casos no presentan la mutacion original en la recidiva (4-27%) y otros la adquieren en
ese momento (6%). Esta inestabilidad dificulta el uso de FLT3 como marcador de ERM y
sugiere que se trata de un evento genético secundario que tiene lugar en una subclona

de blastos y no en la stem-cel/ leucémica (Renneville A, Leukemia 2008).
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1.4.7.1.2. Mutaciones del gen NPM1 (nucleofosmina)

El gen nucleofosmina (NPM1, B23, numatrina, NO38), localizado en el cromosoma 535,
codifica una fosfoproteina que, dependiendo de su nivel de expresion, de su interaccion
con otras proteinas y de su localizacion, presenta funciones oncogénicas vy
antioncogénicas. NPM1 esta implicada en la regulacion del ciclo celular, en la respuesta al
estrés celular y a estimulos oncogénicos, regula la via del supresor tumoral arf-p53 a
multiples niveles y es necesaria para la estabilizacion y localizacion de p14-arf (D6hner K,
Haematologica 2008; Renneville A, Leukemia 2008).

Las mutaciones en el exon 12 de NPM1 se han descrito en el 30% de las LMA en general
y en el 50-60% de los pacientes con LMA y citogenética normal, convirtiéndose en la
alteracion genética mas frecuente en este grupo citogenético (Falini B, N Eng J Med 2005;
Déhner K, Blood 2005; Schnittger S, Blood 2005; Boissel N, Blood 2005; Thiede C, Blood
2006). La incidencia de estas mutaciones en los niflos es de 2-6%, significativamente
menor que en los adultos (Cazzaniga G, Blood 2005).

La presencia de las mutaciones de NPM1 se asocia con determinadas caracteristicas
pretratamiento como son el sexo femenino, recuentos mas altos de leucocitos y de
plaquetas y un porcentaje mas elevado de blastos en médula ésea. Morfoldgicamente los
blastos suelen presentar un nucleo hendido (cuplike o signo de la impronta del dedo)
(Figura 16) (Chen W, Blood 2006) y desde un punto de vista fenotipico se asocia a una
expresion débil o ausente de CD34 (Falini B, N Eng J Med 2005; Dohner K, Haematologica
2008; Schnittger S, Blood 2005; Thiede C, Blood 2006; Renneville A, Leukemia 2008).
Las mutaciones de NPM1 son mutuamente excluyentes de las translocaciones t(8;21),
inv(16) y t(15;17), y tampoco son frecuentes en pacientes con cariotipo complejo o con
otras anomalias citogenéticas (Thiede C, Blood 2006). Aproximadamente el 40% de los
pacientes con mutaciones en NPM1 se asocian con FLT3-ITD, la cual, junto con las FLT3-

TKD, es dos veces mas comun en los pacientes con NPM1 mutado que en los pacientes
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con NPM1 germinal. Por el contrario, es poco frecuente su asociaciéon con otras
mutaciones (CEBPA, MLL-PTD, KIT, RAS) (Falini B, N Eng J Med 2005; Dohner K, Blood
2005; Schnittger S, Blood 2005; Thiede C, Blood 2006). Las LMA con citogenética normal
y NPM1 mutado presentan un pérfil de expresion génica caracterizado por alteracion de la
regulacion de genes implicados en el mantenimiento de la stem cell incluyendo la
activacién de genes HOX (HOXA, HOXB) y la supresion de los genes MN1, BAALC y ERG

(Verhaak RG, Blood 2005; Alcalay M, Blood 2005; Becker H, J Clin Oncol 2010).

A | B
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Figura 16. A. Morfologia de las LMA con mutacion de NPM1. Blastos de tamaiio mediano
con invaginaciones nucleares prominentes (cuplike nuclei); el citoplasma es escaso-moderado
con escasos granulos azurdfilos (Imagen de sangre periférica tefida con May-Grimwald-
Giemsa). B. Perfil inmunofenotipico tipico de las LMA con mutacion de NPM1. La
poblacion blastica es negativa para CD34 y HLA-DR. La expresion de marcadores mieloides

como CD33 es intensa y con frecuencia coexpresa CD56.

Aungue se han descrito mas de 40 mutaciones diferentes de NPM1, mas del 95% de ellas
consisten en la duplicacién de 4 pares de bases en la posicién 960 en el exon 12. La
mutacion A debida a la duplicacidon de TCTG representa el 70-80% mientras que las tipo B
y D representan el 15-20% de casos. Todos los casos son heterozigotos para la mutacién
y mantienen el alelo germinal. A pesar de la heterogeneidad, todas las mutaciones causan

alteracion del patrén de lectura en la regidn que codifica la region C-terminal de la
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proteina NPM1 (Renneville A, Leukemia 2008). Estas mutaciones provocan la pérdida de
los residuos de triptéfano 290 y 288 (o sdlo el 290) que son criticos para la localizacion
nucleolar de la proteina, lo que provoca la adquisicion de una sefal exportadora nuclear
en la porcion C-terminal de la nucleofosmina, causando esta localizacion citoplasmatica
aberrante y por tanto una alteraciéon en sus funciones normales (Falini B, Blood 2006;
Falini B, N Engl J Med 2005). La localizacidn citoplasmatica de la proteina NPM1 mutada
probablemente es critica en la leucemogénesis.

Las mutaciones de NPM1 predicen una evoluciéon favorable en pacientes con LMA y
citogenética normal en ausencia de la FLT3-ITD (Falini B, N Engl J Med 2005; Dohner K,
Blood 2005; Schlenk RF, N Engl J Med 2008). Dohner K y col. observaron que los
pacientes con mutacién de NPM1 sin FLT3-ITD presentaban una probabilidad de
supervivencia a los 5 afios comparable a la de los pacientes con leucemias con afectacion
de CBF o la de los pacientes con citogenética normal y mutaciones de CEBPA. Por el
contrario, no hubo efectos importantes de las mutaciones de NPM1 sobre el mal
pronostico de los pacientes con FLT3-ITD (Dohner K, Blood 2005).

Este prondstico favorable de las mutaciones de NPM1 también se ha observado en los
pacientes con edad igual o superior a 60 afios con LMA de novo con citogenética normal
y, es especialmente patente, en enfermos a partir de 70 afos (Becker H, J Clin Oncol
2010).

A diferencia de la FLT3-ITD las mutaciones de NPM son relativamente estables durante la
evolucion de la enfermedad. Casi todos los pacientes con mutacion de NPM1 al
diagnostico también la presentaron en la recaida y, por el contrario, ningin paciente la
adquirid en ese momento. Esta estabilidad hace que las mutaciones de NPM1 puedan ser

utilizadas en el seguimiento de la ERM.
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1.4.7.1.3. Mutaciones en el gen CEBPA (CCAAT/ enhancer-binding protein alfa)
Las mutaciones de CEBPA definen un subgrupo de LMA con citogenética normal con
pronostico favorable.

El gen CCAAT/enhancer-binding protein alfa (CEBPA) esta localizado en el cromosoma
19g13.1 y codifica un factor de transcripcion implicado en la diferenciacién de los
progenitores hematopoyéticos hacia la linea mieloide madura.

Los pacientes con LMA y mutaciones de CEBPA presentan un pérfil de expresion génica
caracteristico, en el que se observa una sobreexpresién de genes implicados en la
diferenciacion eritroide, y de los genes que codifican las proteinas de la membrana
eritrocitaria y de las cadenas de hemoglobina y, por el contrario, se observa una
supresion de los genes implicados en la diferenciacién mieloide como RUNX1, PU.1 e ID1
y de los genes de la familia homeobox. Genes implicados en las vias de proliferacién de
sefiales, como FLT3, LYN y miembros de la familia RAS o sus reguladores también estan
suprimidos en estos pacientes (Pabst T, Clin Cancer Res 2009).

La pérdida de funcién de CEBPA facilita la leucemogénesis por un bloqueo en la
diferenciacion granulocitica. Se ha descrito diferentes mecanismos de inactivacion de
CEBPA (Figura 17): 1) disminucién de la expresion de CEBPA por la accion del transcrito
de fusion AML1-ETO en las LMA con t(8;21) (Pabst T, Nat Med 2001). Ademas se han
identificado casos de leucemias que silencian la expresion de CEBPA a través de la
hipermetilacion del promotor. Son leucemias que muestras un fenotipo mixto
mieloide/linfoide T y mutaciones frecuentes de NOTCH (Wouters BJ, Blood 2007; Figueroa
ME, Blood 2009), 2) supresion de la expresion de CEBPA mediante la inhibicién de la
traduccion del ARNm de CEBPA por interaccién con hnRNPE2, lo cual esta provocado por
BCR-ABL. Este mecanismo podria explicar la transicion de fase crénica a crisis blastica en

la LMC por blogueo de la diferenciacion mieloide (Perrotti D, Nat Genet 2002) y 3) otras
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anomalias genéticas que afectan al gen CEBPA, especialmente mutaciones, como las

reportadas en los pacientes con LMA (Leroy H, Leukemia 2005).
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Figura 17. Dominios funcionales de CEBPA y mecanismos que provocan alteracion
de la regulacion de CEBPA en la LMA. EI ARNm traducido desde ATG en el aminoacido
(AA) 1 codifica la proteina normal de 42-kDa CEBPA, mientras que la isoforma truncada de
30-kDa es traducida desde ATG en el AA120. El péptido iniciado en AA1 es truncado por
mutaciones frameshift en la porcion N-terminal mientras que las mutaciones /n-frame de

la porcion C-terminal afectan a ambos péptidos (el de 42 y el de 30-kDa) (Pabst T, Clin Cancer
Res 2009).

Las mutaciones de CEBPA pueden dividirse en dos grupos: 1) mutaciones en la porcion C-
terminal que causan una alteracién de la dimerizacion y/o de la unién al ADN y 2)
mutaciones en la porcién N-terminal que causan un aumento de la traducciéon de una
isoforma truncada de la proteina normal, de 30 kDa, con actividad inhibitoria sobre la

proteina de 42 kDa (Figura 17). Algunos pacientes presentan una Unica mutacion de
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CEBPA, pero la mayoria presentan mutaciones bialélicas. El patron mas frecuente es la
combinacion de una mutacién N-terminal junto con una mutacién C-terminal localizada en
diferentes alelos. Esto podria explicar por qué los pacientes con mutaciones de CEBPA no
presentan otras anomalias genéticas adicionales, porque el segundo evento gendmico en
estos pacientes es la mutacion adicional de CEBPA (Leroy H, Leukemia 2005; Pabts T, Clin
Cancer Res 2009). Este hecho queda bien reflejado en los pacientes con LMA familiares y
mutaciones de CEBPA.

Las mutaciones de CEBPA se han identificado en un 9% de todas las LMA y en un 15-
20% de los pacientes con LMA vy citogenética normal (Frohling S, J Clin Oncol 2004; Bienz
M, Clin Cancer Res 2005). Las mutaciones de CEBPA confieren un prondstico favorable
en los pacientes incluidos en el grupo citogenética de prondstico intermedio vy, tal y como
se confirmd posteriormente, también en el grupo de pacientes con citogenética normal
(Boissel N, Blood 2005; Frohling S, J Clin Oncol 2004; Bienz M, Clin Cancer Res 2005).

Las LMA asociadas a mutaciones de CEBPA se caracterizan por presentar morfologia M1 y
M2 de la clasificacion FAB y un fenotipo caracteristico (CD7+, HLA-DR+, CD34+, CD15+)
(Lin LI, Clin Cancer Res 2005; Marcucci G, J Clin Oncol 2008). Estas mutaciones de CEBPA
no se han descrito en los pacientes con LMA y citogenética de buen prondstico [inv(16),
t(8;21), t(15;17)]. La asociacién con mutaciones de FLT3 y NPM1 son poco frecuentes y
no se ha encontrado asociacién con la MLL-PTD (Frohling S, J Clin Oncol 2004).

En la mayoria de los estudios realizados las mutaciones de CEBPA se relacionan con una
mayor duracién de la RC y a una supervivencia comparable a la de los pacientes con LMA
de bajo riesgo (Preudhomme C, Blood 2002; Fréhling S, J Clin Oncol 2004; Pabst T,
Oncogen 2007). Sin embargo, este impacto prondstico favorable parece limitarse a los
casos con dobles mutaciones de CEBPA y que no se asocian a otras alteraciones genéticas
(FLT3-ITD, NPM1) (Pabst T, Br J Cancer 2009; Renneville A, Blood 2009; Wouters BJ,

Blood 2009; Green C, ] Clin Oncol 2010). Esta discrepancia en la evolucién de los
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pacientes con una o dos mutaciones podria explicarse porque la pérdida de funcion de
CEBPA mediada por una mutacion en un solo alelo no es suficiente para iniciar la LMA,
por lo que requiere otros eventos mutacionales adicionales y de hecho, se ha descrito una
mayor tendencia a presentar mutaciones de NPM1 y de FLT3-ITD en estos pacientes con
mutaciones monoalélicas de CEBPA (Wouters BJ, Blood 2009). Recientemente se ha
descrito que fendmenos epigenéticos, como la hipermetilacion del promotor de CEBPA,
pueden tener relevancia sobre el prondstico en el grupo de pacientes con citogenética
normal sin otras anomalias moleculares favorables asociadas (Lin TC, Leukemia 2011).

CEBPA puede ser utilizado también como diana terapéutica. Los acercamientos mas
prometedores son los que promueven la activacion de la diferenciacion via CEBPA
mediante la utilizacion de pequefias moléculas moduladoras de la expresidon de este gen a
nivel ARNm o proteico. Los inhibidores de la quinasa MAP/ERK o los inhibidores de FLT3
bloquean la fosforilacion de CEBPA y esto se traduce en un incremento de la

diferenciacion granulocitica (Pabst T, Clin Cancer Res 2009).

1.4.7.1.4. Duplicacién parcial en tandem del gen MLL (MLL-PTD)

La MLL-PTD fue la primera mutacidon que demostrd afectar el prondstico de pacientes con
LMA vy citogenética normal (Caligiuri MA, Cancer Res 1994). Se trata de pacientes en los
que se detectan reordenamientos del gen MLL sin que se presenten alteraciones
estructurales cromosémicas que afecten a la banda 11923 ni al gen MLL, sino que
presentan trisomia del cromosoma 11 o cariotipo normal. La MLL-PTD se detecta en
aproximadamente un 5-11% de los pacientes con LMA y citogenética normal (Schnittger
S, Leukemia 2000; Dohner K, J Clin Oncol 2002; Mrézek K, Blood 2007).

Los dos principales tipos de MLL-PTD dan lugar a una fusion /in-frame de los exones 11 6
12 por encima del exon 5 y una duplicacién de la region N-terminal del MLL, dando lugar

a una proteina mas larga de lo normal. A diferencia de las proteinas de fusion quiméricas,
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la MLL-PTD mantiene todos los dominios funcionales de la proteina MLL germinal,
incluyendo el dominio SET C-terminal que confiere la actividad metiltransferasa. La
presencia de la MLL-PTD conlleva el silenciamiento del alelo MLL germinal en las células
leucémicas a través de diferentes mecanismos epigenéticos aberrantes (Whitman SP,
Blood 2005; Whitman SP, Blood 2008 (2)).

Las caracteristicas de este tipo de pacientes en el momento del diagndstico no difieren de
los pacientes con LMA con citogenética normal sin esta alteracion molecular. Entre un
30% y un 40% de los pacientes con MLL-PTD presentan también una FLT3-ITD, mientras
que es poco frecuente la coexistencia con mutaciones de CEBPA o NPM1 (Déhner K, Blood
2005; Frohling S, J Clin Oncol 2004; Schnittger S, Blood 2005).

En cuanto a su impacto prondstico, la MLL-PTD no afecta a la probabilidad de alcanzar la
RC, ni a la SG, pero si se asocia con una menor SLE y SLR (Déhner K, J Clin Oncol 2002;
Schnittger S, Leukemia 2000, Muioz L, Leukemia 2003). La duracién de la RC también es
significativamente mas corta en estos pacientes, sobre todo si existen otros marcadores
pronodsticos negativos como la sobreexpresion de BAALC o la presencia de la FLT3-ITD
(Whitman SP, Blood 2007)

Aungue no se han investigado farmacos con una accién especifica sobre la MLL-PTD, se
ha descrito que la combinacién de decitabina, un inhibidor de la ADN-metiltransferasa, y
depsipéptido, un inhibidor de las histona deacetilasas, pueden reactivar la transcripcion
del alelo MLL germinal en las células portadoras de la MLL-PTD (Whitman SP, Blood
2005). La induccién de la expresidon del MLL germinal se asocia con un incremento de la
muerte celular, lo que sugiere que estos tratamientos deberian ser investigados en estos

pacientes.
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1.4.7.1.5. Mutaciones de RAS

El oncogen RAS codifica una familia de proteinas de membrana que regulan la
transduccion de senales a través de la union a diferentes receptores de membrana como
KIT y FLT3. RAS juega un papel importante en la regulacion de la proliferacion y
diferenciacién celular y en la apoptosis. Las mutaciones de N-RAS y K-RAS suelen ser
mutaciones puntuales que casi siempre tienen lugar en los codones 12, 13 y 61, lo que da
lugar a una activacion constitutiva de la proteina RAS y de sus efectores como las
quinasas MAPK/ERK, y esto provoca un aumento de la proliferacion celular y una
disminucion de la apoptosis. Las mutaciones de N-RAS se han descrito en un 10-15% de
los pacientes, siendo las mutaciones que afectan al codon 12 las mas habituales. (Mrézek
K, Blood 2007; Schlenk RF, N Engl J Med 2008).

Ninguno de los grandes estudios realizados han demostrado impacto prondstico de las
mutaciones de RAS, ni en los pacientes con citogenética normal ni en el grupo de
citogenética de prondstico intermedio en general (Illmer T, Clin Cancer Res 2005; Bowen
D, Blood 2005; Bacher U, Blood 2006). Sin embargo, se ha observado que los pacientes
con RAS mutado obtienen un mayor beneficio del tratamiento con altas dosis de
citarabina, ya que el riesgo de recaida es menor en este grupo de enfermos (Ilimer T,
Clin Cancer Res 2005; Neubauer A, ] Clin Oncol 2008).

Las mutaciones de RAS tienen interés desde un punto de vista terapéutico, ya que nuevos
farmacos como los inhibidores de la farnesil-transferasa pueden inhibir la activacion de

RAS (Zhu X, J Hematol Oncol 2010).

1.4.7.1.6. Mutaciones en el gen del tumor de Wilms ( WT1)
El gen del tumor de Wilms localizado en el cromosoma 11p13 es un importante regulador
de la transcripcién de genes implicados en el crecimiento y el metabolismo celular.

Aunque inicialmente se considerd un gen supresor, también se ha demostrado que puede
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actuar como un oncogen. La alteracién de su funcion promueve la proliferacion de los
precursores hematopoyéticos y bloquea la diferenciacion celular (King-Underwood L,
Blood 1998). La expresion del gen WT1 se ha detectado en el 75-100% de las LMA y se
ha utilizado como marcador de ERM en diferentes estudios. Las mutaciones de WT1 se
han descrito en un 10-15% de las LMA con cariotipo normal, y habitualmente son
inserciones o deleciones que afectan especialmente a los exones 7 y 9. El papel de WT1
en la leucemogénesis no es bien conocido. Se ha sugerido que las mutaciones de WT1
podrian alterar su habilidad para unirse a sus genes diana, incluyendo a los que codifican
proteinas implicadas en la regulacién de la hematopoyesis normal (RARA, CSF1), la
apoptosis (BCL2, BCS2A1, BAK1), el ciclo celular (CCNE1, CDKN1A), la transcripcion
génica (MYC, PAX2, MYB, EGR1) y la proliferacion celular (TGFB1, PDGFA) (Paschka P, ]
Clin Oncol 2008),

Las mutaciones de WT1 se asocian con frecuencia con otras alteraciones moleculares
como la FLT3-ITD, las mutaciones de CEBPA y con una elevada expresion de ERG vy
BAALC. Por el contrario se observa una relacion inversa con las mutaciones de NPM1
(Gaidzik VI, Blood 2009; Paschka P, J Clin Oncol 2008; Virappane P, ] Clin Oncol 2008).

El significado prondstico de las mutaciones de WT1 es controvertido. En algunos estudios
se ha descrito una menor tasa de RC y una menor supervivencia en los pacientes con
estas mutaciones (King-Underwood L, Blood 1998; Virappane P, J Clin Oncol 2008),
mientras que en otros, este impacto prondstico desfavorable, sobre todo sobre la
supervivencia, solo se observé cuando la mutacion de WT1 se asociaba a la FLT3-ITD
(Summers K, Leukemia 2007; Gaidzik VI, Blood 2009). Se ha sugerido que las diferentes
dosis de citarabina utilizadas por los diferentes grupos en la consolidacion podrian explicar
estas discrepancias. Recientemente, Damm F y col. han observado que la presencia de un
polimorfismo de WT1, en concreto del SNP rs16754, es un marcador de riesgo favorable

en los pacientes con LMA y citogenética normal, y en especial en el subgrupo de
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pacientes de alto riesgo en cuanto al estado mutacional de FLT3 y NPM1 (Damm F, J Clin

Oncol 2010).

1.4.7.1.7. Mutaciones del gen AML1 (acute myeloid leukemia 1)/RUNX1

El gen AML1 (CBFA2 o RUNX1) se localiza en el cromosoma 21g22 y codifica para una de
las dos subunidades que forman el complejo CBF. AML1 tiene un papel fundamental en la
hematopoyesis, y la alteracion de su funcion puede conllevar el desarrollo de una
leucemia (Friedman AD, J Cell Physiol 2009).

AML1 es uno de los genes implicados con mas frecuencia en la patogénesis de las
leucemias, principalmente mediante translocaciones cromosoémicas, mutaciones puntuales
y amplificaciones. Las mutaciones puntuales de AML1 provocan una inactivacion del gen y
se han descrito tanto en LMA como en SMD. Y estas mutaciones puede ser germinales
(LMA familiares asociadas a FPD/AML) o adquiridas (Renneville A, Leukemia 2008). La
mayoria de los pacientes son heterozigotos para la mutaciéon, pero también se han
descrito homozigotos y dobles heterozigotos.

Las mutacions adquiridas de AML1 se observan en un 6-10% de las LMA esporadicas con
frecuencia similar en nifios y en adultos, y son mas frecuentes en SMD relacionados con
tratamiento quimioterapico previo. Recientemente se ha descrito que las mutaciones de
AML1 podrian estar implicadas en la transformacion leucémica de las neoplasias
mieloproliferativas (Ding Y, Blood 2009).

Las mutaciones de AML1 se observan con mas frecuencia en hombres mayores de 60
anos y predominan en las LMA MO de la clasificaciéon FAB (15-50%). Entre los grupos
citogenéticos se observa una mayor incidencia de mutaciones de AML1 dentro de los
grupos citogenéticos de riesgo intermedio (cariotipo normal 14%) y alto. Las mutaciones
de AML1 se asocian a menudo a otras anomalias moleculares, en especial a la FLT3-ITD,

MLL-PTD y FLT3-TKD. Pero también se han detectado mutaciones de p53 y N-RAS. La
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combinacion de mutaciones de AML1, FLT3-ITD y MLL-PTD en un mismo paciente no es
un hallazgo infrecuente (10%) (Renneville A, Leukemia 2008, Tang JL, Blood 2009).

En cuanto al significado prondstico de las mutaciones de AML1, a pesar de que aun no
hay muchos estudios publicados, parece tener connotaciones pronodsticas negativas tanto
en las LMA en general como en el subgrupo de pacientes con citogenética normal (Tang

JL, Blood 2009).

1.4.7.2. IMPACTO PRONOSTICO DE LA SOBREEXPRESION DE GENES EN LA LMA CON

CITOGENETICA NORMAL

1.4.7.2.1. Sobreexpresion del gen BAALC (brain and acute leukemia,
cytoplasmic)

El gen BAALC, localizado en el cromosoma 8g22.3, codifica una proteina que no tiene
homologia con otras proteinas ni dominios funcionales conocidos. BAALC se expresa en
las células CD34+ de la médula dsea, lo que sugiere que BAALC es un marcador de célula
progenitora hematopoyética inmadura (Baldus CD, Exp Hematol 2003).

Las LMA que presentan sobreexpresién de BAALC suelen presentar morfologia tipo M1 y
M2 de la clasificacion FAB y es frecuente la coexistencia de otras anomalias genéticas
como FLT3-ITD, CEBPA, MLL-PTD y un incremento en la expresion de ERG (Langer C,
Blood 2008; Metzeler KH, J Clin Oncol 2009).

En los pacientes con LMA y citogenética normal se ha demostrado que la sobreexpresion
de BAALC se asocia a un peor prondstico (Baldus Cd, Blood 2003; Bienz M, Clin Cancer
Res 2005; Baldus CD, ] Clin Oncol 2006). Pero ésta pierde su impacto prondstico negativo
cuando se asocia a otras anomalias moleculares recurrentes en la LMA como la FLT3-ITD
0 a la expresidn elevada de ERG (Bienz M, Clin Cancer Res 2005; Langer C, Blood 2008).

De forma que se ha sugerido que la sobreexpresién de BAALC puede ser un marcador de
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mal prondstico en los casos de LMA con citogenética normal sin FLT3-ITD ni mutaciones
de CEBPA.

Las LMA con sobreexpresion de BAALC presentan un perfil de expresion génica
caracterizado por un aumento de expresion de genes relacionados con la stem cell
hematopoyética (CD133, CD34 y KIT), de genes como NM1, también asociado a una
peor evolucion de las LMA, y genes relacionados con mecanismos de resistencia a
farmacos, como ABCB1 (MDR1) (Langer C, Blood 2008). Es posible que este fenotipo
menos diferenciado y la sobreexpresion de genes asociados con la resistencia a farmacos

contribuyan al peor prondstico de estas leucemias.

1.4.7.2.2. Sobreexpresion de ERG (ETS-related gene)

El gen ERG, se localiza en el cromosoma 21g22 y forma parte de la familia de factores de
transcripcion ETS que estan implicados en la regulacion de la proliferacion celular,
diferenciacion y apoptosis. Se ha objetivado sobreexpresion de ERG en LMA con cariotipos
complejos que contienen amplificaciones cripticas del cromosoma 21 que no se detectan
con el estudio cariotipico convencional. Pero también se ha descrito una expresion de ERG
elevada sin amplificacién gendmica en pacientes con LMA con citogenética normal, lo que
se ha sugerido como un posible factor prondstico adverso en estos pacientes (Mrdzek K,
Blood 2007).

Las LMA con citogenética normal y sobreexpresion de ERG suelen presentar un mayor
porcentaje de blastos al diagndstico y una morfologia mieloide inmadura o madura (MO-
M2). Se ha descrito una mayor expresién de BAALC, de MN1 y una asociacion con la
FLT3-ITD (Marcucci G, J Clin Oncol 2007; Metzeler KH, J Clin Oncol 2009). Respecto al
perfil de expresidén génica de estas LMA, es interesante destacar la sobreexpresion del

gen HEMGN que regula la proliferacion, diferenciacion y apoptosis de las células
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hematopoyéticas y cuya sobreexpresion se ha descrito en LMA refractarias (Marcucci G, J
Clin Oncol 2007).

La sobreexpresidon de ERG tiene un impacto prondstico negativo en los pacientes con LMA
y citogenética normal. Se ha demostrado que estos pacientes presentan un mayor riesgo
de recaida y una menor supervivencia, y este peor prondstico es independiente de la
FLT3-ITD (Marcucci G, J Clin Oncol 2007; Metzeler KH, ] Clin Oncol 2009). En un estudio
reciente en el que se analizd el impacto prondstico de la sobreexpresion de los genes
BAALC, MN1 y ERG conjuntamente, se observé una correlacion positiva entre los 3 genes,
sobre todo entre BAALC y MN1. La expresion elevada de estos tres genes se asocid con
una mayor probabilidad de recaida y una menor SLE y SG, siendo ERG el marcador que
de forma mas significativa se correlacionaba con la supervivencia (Metzeler KH, J Clin

Oncol 2009).

1.4.7.2.3. Sobreexpresiéon del gen MN1 (meningioma 1)

El gen MN1 se localiza en el cromosoma 22q12 y codifica una proteina que actia como
coactivadora de la transcripcién del complejo receptor acido retinoico/receptor reinoico X
(RAR/RXR). Fue identificado por primera vez en el caso de un meningioma asociado a la
t(4;11), y en neoplasias mieloides se describid inicialmente fusionado con el gen TEL en la
t(12;22). Se ha descrito que los niveles elevados de MN1 se asocian con sobreexpresion
de BAALC, y presentan un relacion inversa con las mutaciones NPM1 (Heuser M, Blood
2006), aungue esto Ultimo no se ha confirmado en otro estudio posterior (Langer C, J
Clin Oncol 2009).

Todavia no existen muchos datos sobre el significado prondstico de NM1 en la LMA con
citogenética normal. En dos de los trabajos publicados se investigd el valor prondstico de
MN1 en el contexto de otros marcadores moleculares y, en ambos, se objetivd que la

sobreexpresiéon de MN1 fue un factor prondstico independiente que se asocid a una
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menor probabilidad de conseguir RC y a una menor supervivencia (Heuser M, Blood 2006;
Langer C, J Clin Oncol 2009).

Los mecanismos por los que MN1 interviene en la leucemogénesis no son bien conocidos.
En modelos murinos se ha objetivado que MN1 es un potente oncogen que puede
desencadenar una leucemia por si solo al promover la proliferacion/autorreplicacion y
bloquear la diferenciacion (Heuser M, Blood 2007).

En estudios de expresion génica y de microARN se demuestra que las LMA con
sobreexpresion de MN1 tienen un perfil caracteristico. Se observd que estas leucemias
comparten caracteristicas bioldgicas con las de los pacientes con sobrexpresion de BAALC,
como seria el aumento de funcién de genes implicados en la quimiorresistencia, y con las
LMA con NPM1 germinal como seria la disminucion de la expresién de los genes HOX. Los
microARN que se asocian con aumento de la expresion de MN1 son aquellos relacionados
con un aumento de la actividad proangiogénica de VEGF y con los que regulan la
diferenciacion a monocito/macréfago. Por este motivo se sugiere que la expresion
aberrante de MN1 podria contribuir a la leucemogénesis afectando los mecanismos que
controlan la funcién y diferenciacion de monocitos/macrofagos (Langer C, J Clin Oncol

2009).

1.4.7.3. OTRAS ALTERACIONES GENETICAS CON SIGNIFICADO PRONOSTICO EN LAS

LMA CON CITOGENETICA NORMAL

e Sobreexpresion de EVI-1

El protooncogen EVI-1 se localiza en el cromosoma 3g26. Esta implicado en la
patogénesis de las LMA y SMD que presentan reordenamientos que afectan a esta
localizacion y se caracterizan por presentar mal prondstico. EVI-1 se expresa en un 8-

10% de LMA sin alteraciones de 3g26 (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S,
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Blood 2003; Lugthart S, Blood 2008; Groschel S, J Clin Oncol 2010). La sobreexpresion de
EVI-1 en estas LMA se asocia a determinadas anomalias citogenéticas como son la
monosomia del cromosoma 7 (sola o con otras anomalias citogenéticas diferentes a
cariotipo complejo) y a alteraciones del cromosoma 11g23. Por el contrario,
practicamente no se observa expresion de EVI-1 en LMA con citogenéticas de buen
pronostico ni con mutaciones de NPM1 (Groschel S, J Clin Oncol 2010).

La expresion de EVI-1 en estos pacientes representa un factor de mal prondstico ya que
se asocia a una menor tasa de RC, y a una menor SLR y EFS e incluso a menor SG en
algunos estudios (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani S, Blood 2003; Lugthart
S, Blood 2008; Groschel S, J Clin Oncol 2010). Este mal prondstico se hace mas evidente
en el grupo citogenético de prondstico intermedio incluyendo a los pacientes con
citogenética normal. La expresion de EVI-1 se ha observado especialmente en el
subgrupo de pacientes con citogenética normal y sin mutaciones de NPM1 ni CEBPA ni

presencia de la FLT3-ITD (66% sobreexpresion de EVI-1) (Gréschel S, J Clin Oncol 2010).

e Mutaciones en los genes IDH

Recientemente se han identificado mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 que codifican
para la isocitrato deshidrogenasa 1 y 2. Estas mutaciones descritas inicialmente en
pacientes con gliomas malignos, se han observado también en pacientes con LMA vy
especialmente en aquellos con cariotipo normal. Las mutaciones de IDH1 se detectan en
un 11-14% de casos con citogenética normal y las de IDH2 en el 13-19% de los casos
(Mardis ER, N Eng J Med 2009; Marcucci G, J Clin Oncol 2010; Thol F, Blood 2010). Las
mutaciones de IDH1 e IDH2 son mutuamente excluyentes.

Las mutaciones de IDH1 se observan con frecuencia asociadas al genotipo NPM™/FLT3-
ITD’, y son leucemias que presentan menor incidencia de mutaciones de WT1, CEBPA vy

FLT3-ITD (Marcucci G, J Clin Oncol 2010). Las mutaciones de IDH2 son mas frecuentes
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en pacientes de edad avanzada, sobre todo la mutacién R172 (77% de los casos son
pacientes >60 anos). La mutacidn R172 no se asocia con ninguna de las mutaciones
recurrentes observadas en la LMA con citogenética normal, lo que sugiere que se trata de
un subtipo diferente de leucemia, tal y como reflejan los resultados de perfil genético y de
microARN (Marcucci G, J Clin Oncol 2010). El significado prondstico de estas mutaciones
aln no estd bien establecido, aunque podrian conferir peor prondstico en algunos
subgrupos de LMA vy citogenética normal (Marcucci G, J Clin Oncol 2010; Wagner K, J Clin

Oncol 2010).

e Mutaciones en el gen DNMT3A

El gen DNMT3A (DNA methyltransferase 3A) codifica una ADN metiltransferasa, una
enzima que cataliza la adicion de grupos metilo a los residuos de citosina de dinucleotidos
CpG. La alteracién en la metilacién de citosinas puede contribuir al desarrollo de tumores
mediante la disminucién de la expresion de genes supresores tumorales que se
encuentran hipermetilados en las células neoplasicas. La inhibicion de las ADN
metiltransferasa es uno de los mecanismos de accién de farmacos como la 5-azacitidina o
la decitabina.

Aungue existen todavia escasos datos en la literatura acerca de las mutaciones de
DNMT3A, dos estudios publicados recientemente han revelado que las mutaciones de
DNMT3A son una alteracion recurrente en LMA de novo y que tienen un impacto
pronostico negativo (Ley TJ, N Engl J Med 2010; Yan XJ, Nat Genet 2011). Se han
descrito diferentes tipos de mutaciones pero la mas frecuente afecta al aminoacido R882,
siendo la variante R882H la mas habitual. Estas mutaciones se han detectado en un 20%
de las LMA de novo, especialmente en LMA con citogenética de prondstico intermedio
(33,7%) vy, dentro de este grupo, en pacientes con citogenética normal (36,7%);

asimismo, existe una asociacion con los subtipos M4 y M5 de la clasificacién FAB. Por el
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contrario, no se han detectado mutaciones de DNMT3A en las LMA con citogenética de
buen prondstico y es anecddtica su asociacion con alteraciones cromosémicas del 11g23
(Ley TJ, N Engl J Med 2010; Yan XJ, Nat Genet 2011). Es importante destacar que las
mutaciones de DNMT3A se asociaron con una menor SG y EFS independientemente de la
edad y de la presencia de mutaciones de FLT3 y de NPM1, tanto en el grupo de pacientes
de riesgo intermedio como en los pacientes con citogenética normal (Ley TJ, N Engl J Med
2010; Yan XJ, Nat Genet 2011). Segun los autores, DNMT3A no causa inestabilidad
gendmica, ni altera el patrén de metilacién grobal ni el de expresion génica de las LMA de
forma significativa, pero probablemente es un gen relevante en la patogénesis de la LMA.
Las mutaciones de DNMT3A se han estudiado también en otras neoplasias mieloides. Se
han detectado en el 8% de los SMD de novoy en el 10% de las NMPC, especialmente en
LMA secundarias a NMPC y en la mielofibrosis idiopatica. En los pacientes con SMD estas
mutaciones se han asociado de forma significativa con una menor SG y con una
progresidn mas rapida a LMA (Walter MJ, Leukemia 2011). En las NMPC se sugiere que
las mutaciones de DNMT3A podrian ser relevantes en la evolucién clonal de las NMPC

(Stegelmann F, Leukemia 2011).

e Mutaciones de TET2

Las mutaciones de TET2 (ten-eleven-translocation 2) se han descrito en diferentes
neoplasia mieloides: SMD y LMA secundarias (23-26%), neoplasias mieloproliferativas
cronicas (14%), LMMC (15-22%) y en un 12-17% de LMA de novo (Bacher U, Annal
Hematol 2010; Nibourel O, Blood 2010; Abdel-Wahab O, Blood 2009). Los resultados
preliminares indican que estas mutaciones predicen un pronostico favorable en los SMD y
desfavorable en las LMMC, pero en la LMA de novo aun no esta bien establecido el

significado prondstico de las mutaciones de TET2.
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1.5. METODOS MOLECULARES APLICADOS AL DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO

DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

1.5.1. TECNICAS UTILIZADA EN EL DIAGNOSTICO MOLECULAR Y
SEGUIMIENTO DE LA LMA

e Técnica de PCR

La técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar secuencias
de interés a partir de pequefias cantidades de ADN de muestras bioldgicas. Con este
método se obtienen millones de copias de las originales. EIl método comienza con la
hibridacién de un oligonucleétido sintético de 10-20 bases (sonda) a una secuencia de
ADN especifica, denominadas primers o cebadores, que flanquea en los dos extremos la
secuencia de interés. Todo ello es posible mediante una ADN polimerasa termoestable
(Tag-polimerasa) que hace copias de la secuencia elegida (extension).

La repeticion ciclica de la hibridacién-extension, con un termociclador automatico, permite
una gran amplificacién (hasta un millon de veces) del segmento de ADN en estudio.

En caso de estudiar ARN, se requiere un paso previo de conversion a ADN
complementario (ADNc) por medio de una transcriptasa inversa, antes de aplicar la

técnica estandar de PCR.

e PCR cuantitativa en tiempo real

El método de PCR cuantitativa mas utilizado es el que emplea sondas TagMan y que se
basa en la actividad 5-exonucleasa de la Tag-polimerasa y en la amplificacion mediante
PCR de una determinada secuencia diana en presencia de una sonda fluorescente
especifica (sonda TagMan) que hibrida con la secuencia diana que se quiere amplificar. La
sonda TagMan tiene un fluorocromo y un amortiguador de fluoresceina. Ademas, esta

sonda esta fosforilada en 3’ para evitar su extensién durante la reaccion de PCR.
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Si la secuencia diana esta presente en la muestra, la sonda TagMan hibridara
especificamente con ella. Cuando se produce la etapa de extensién en la reaccion de PCR,
la actividad 5’-exonucleasa de la Tag-polimerasa degradara la sonda TagMan, liberando el
fluorocromo que emitird una sefal que es captada por el sistema Optico del equipo. Este
proceso de degradacién de la sonda tiene lugar en cada ciclo y no interfiere con la
acumulacién del producto de PCR, por lo que se produce un incremento exponencial de la
sefial de fluorescencia en cada ciclo de la reaccién de PCR. Ademas, la Tag-polimerasa no
digiere la sonda libre, sino la hibridada, por lo que la cantidad de fluorescencia emitida es
proporcional a la cantidad de producto acumulado.

La medicidn de la sefal de fluorescencia se realiza de forma continua, lo que proporciona
una informacién dinamica en tiempo real del proceso. De esta forma puede establecerse
el ciclo umbral (CT), es decir, el nimero de ciclos necesarios para que la cantidad de
producto producido alcance el nivel de deteccién que hayamos fijado, lo que a la vez se
correlaciona directamente con la cantidad de ADNc de la secuencia diana. La
cuantificacion del niUmero de copias en una muestra se realiza mediante la comparacion
de la CT de la muestra problema con la CT de una serie de diluciones de una muestra
control positiva. La cuantificacién de la muestra control positiva (generalmente un nimero
conocido de copias de plasmido que contiene la secuencia diana) permite establecer una
curva estandar que refleja el nimero de copias y el nimero de ciclo en que fue posible su
deteccion de forma obijetiva y reproducible (Figura 18).

Cuando se realiza la cuantificacion de la muestra problema, el ciclo umbral de su
deteccion se lleva a la curva estandar, lo que permite conocer el nimero de copias de la
secuencia diana que tiene la muestra que se analiza. Ademas, para la cuantificacion del
ARN tumoral del que se parte, se debera tener en cuenta la eficiencia de la reaccion de

transcripcidn inversa, ya que esto condiciona el nimero de copias de ADNc.
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Figura 18. Diagnoéstico y seguimiento de un paciente con LMA con inv(16) utilizando
PCR cuantitativa. Cada una de las curvas corresponde a diferentes controles realizados
durante el seguimiento del paciente. La cuantificacion del transcrito quimérico se establece en
relacién a una curva estandar que refleja el nimero de copias. QT: quimioterapia; alo-TPH:

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

La técnica de la PCR en tiempo real es una de las técnicas mas utilizadas en el estudio de
la ERM puesto que tiene una alta sensibilidad, del orden de 10°-10%; es decir, puede
detectar una célula leucémica entre un milldn de células normales. Una premisa
imprescindible para la aplicacion de la PCR en el estudio de la ERM es que la region de
ADN que se va a amplificar sea un marcador especifico de célula leucémica. Las dianas
mas utilizadas son los reordenamientos clonales de los genes de las Ig o del receptor de
la célula T y las translocaciones cromosdmicas presentes en algunas leucemias agudas,

como son la t(9;22), la t(8;21), inv(16)/t(16;16) y la t(15;17). Esto hace que sea una
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técnica con una alta especificidad, pero que no puede ser utilizada en casos en los que no
hay ningln marcador molecular. En este sentido se ha trabajado mucho para estandarizar
esta metodologia para su utilizacion no sdlo en el diagndstico, sino también en el

seguimiento de la ERM (van Dongen JIM, Leukemia 1999; Gabert J, Leukemia 2003).

1.5.2. APORTACIONES DE LAS NUEVAS TECNOLOGIAS DE ANALISIS
GENOMICO AL ESTUDIO DE LA LMA

En los ultimos afos la introduccion de nuevas tecnologias de analisis global como los
microarrays de ADN ha aportado nuevos conocimientos en el estudio de la LMA (revisado
en Camos M, Haematologica (edicidon espafiola) 2009). Este tipo de estudio molecular se
basa en el hecho de que sdélo una fraccion de los genes codificados en el genoma de cada
célula se expresan, es decir, se transcriben a un ARNm. La cantidad de ARN mensajero
para cada gen depende del tipo celular y del estadio de diferenciacién, de la actividad de
las vias reguladoras intracelulares y de la influencia de los estimulos extracelulares.

Los estudios de expresidon génica se han aplicado en la LMA con diferentes finalidades:
predecir subtipos de LMA por sus caracteristicas genéticas/moleculares o por su
pronostico, identificar nuevos subgrupos de LMA e identificar los genes o vias implicadas
en la leucemogénesis en determinados tipos de LMA (Wouters BJ, Blood 2009 (2)).
Mediante el estudio del perfil de expresion génica se pueden identificar de forma
consistente los casos de LMA y citogenética favorable [t(15;17) y LMA con afectacién del
CBF] y las mutaciones de CEBPA bialélicas (Marcucci G, J Clin Oncol 2008; Verhaak RG,
Haematologica 2009). Dentro de las LMA con afectacion del CBF estos estudios han
permitido identificar subgrupos con diferente evolucidn clinica, en los que se han podido
identificar distintas vias patogénicas implicadas (Mrézek K, Curr Opin Oncol 2008).
Recientemente se han incorporado otras técnicas de andlisis, como el estudio de niveles

de microARN (miARN), arrays para analisis de cambios en el nimero de copias de ADN
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(SNP-arrays, HGC-arrays), estudios epigenéticos y la secuenciacion del ADN gendmico. De
forma similar al ARNm, se han identificado perfiles de miARN en agunos subtipos de LMA
(Garzon R, Blood 2008, Marcucci G, N Eng J Med 2008). Diferentes estudios de SNP-
arrays han demostrado un patron de inestabilidad gendmica y una presencia
relativamente comun de pérdida de heterocigosidad a través de un mecanismo de UPD en

LMA (Wouters BJ, Blood 2009 (2))

1.5.3. ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA MEDIANTE PCR EN
PACIENTES CON LMA Y DE SU SIGNIFICADO PRONOSTICO EN LOS PACIENTES

EN REMISION COMPLETA CITOLOGICA

Los primeros estudios que realizaron un seguimiento de las LMA con marcadores
moleculares utilizaron la técnica de PCR cualitativa pero, con la introduccion de la técnica
de PCR cuantitativa en tiempo real, ésta se ha convertido en el método de eleccién para
realizar el seguimiento de la ERM en estos pacientes. La PCR cuantitativa es 1 log menos
sensible respecto la nested PCR, pero aporta toda una serie de ventajas.

Mediante esta técnica se pueden analizar diferentes aspectos de las LMA como son la
ratio del transcrito al diagndstico, la cinética de reducciéon de la clona leucémica y la
deteccidn precoz de la recaida.

Como dianas de la PCR se pueden utilizar: 1) transcritos de genes de fusion, 2) genes
mutados cuantificables mediante la utilizacion de cebadores especificos para la mutacidn,
3) expresion aberrante de genes. Con excepcién de la expresion aberrante de genes, la
mayoria de dianas son muy especificas de las células leucémicas, por tanto su deteccion
en la médula dsea o en la sangre de pacientes con LMA en remision tras tratamiento
intensivo se ha usado como marcador de ERM. La idea inicial es que aquellos pacientes

en RC con ERM positiva inevitablemente recaerian como consecuencia de un fallo del
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tratamiento para eliminar completamente la clona leucémica, mientras que aquellos
pacientes sin ERM deberian permanecer en RC. Aunque esta estrategia se utiliza con
éxito para predecir la evolucion clinica de la LPA, su uso como marcador prondstico en
otros subtipos del LMA todavia es motivo de discusion. En algunos casos, la deteccion de
ERM durante la RC no es indicativa de recaida inminente y por el contrario la presencia de
una PCR negativa de forma persistente no siempre es sinénimo de una RC duradera.
Estos datos apoyan la hipdtesis de que diferentes tipos moleculares de LMA pueden tener
diferencias bioldgicas y por tanto un comportamiento diferente. A la hora de interpretar
un resultado obtenido mediante PCR también se tienen que tener en cuenta las
condiciones de la técnica, ya que el uso de una PCR muy sensible (10°-10°) necesita
muchas precauciones para evitar contaminacion y dar lugar a resultados falsos positivos.
Por el contrario, el uso de PCR con inferior sensibilidad puede no detectar pequefas, pero
potencialmente importantes, cantidades de tumor residual, dando lugar a falsos
negativos.

Actualmente la monitorizacion de la ERM mediante técnicas de PCR es una herramienta
imprescindible en el manejo clinico de la LPA (Sanz MA, Blood 2009). Con la utilizacion de
técnicas de PCR cualitativa convencional de baja sensibilidad (1 célula entre 10°-10°
células) se observa una buena correlacién entre el estatus de la ERM y la evolucién de
esta enfermedad (Lo Coco F, Blood 1999). En estos pacientes la negatividad persistente
de la PCR durante el seguimiento se asocia a una larga supervivencia y una baja
probabilidad de recaida; por el contrario, la persistencia de transcrito PML-RARA al final
del tratamiento de consolidacién (2-8% de los pacientes) 6 la positivizacion de la PCR
(dos PCR positivas consecutivas se considera recaida molecular) durante el seguimiento
en pacientes que habian alcanzado la remision molecular es altamente predictivo de
recaida. Dado que la mayoria de las recaidas en pacientes con LPA tienen lugar dentro de

los 3 primeros afios desde el fin del tratamiento y, que la cinética de la recaida es rapida,
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se recomienda realizar la monitorizacion de la ERM mediante PCR cada 3 meses durante 3
anos, siendo la médula 6sea la muestra preferida para la determinacion frente a la sangre
periférica por obtenerse una mayor sensiblidad (Sanz MA, Blood 2009).

En este tipo de leucemia, en la que la recaida franca se acompafa de un alto riesgo de
muerte por hemorragia y en la que la probabilidad de supervivencia se ve claramente
disminuida cuando el tratamiento de rescate se instaura en recaida hematoldgica, esta
justificado iniciar el tratamiento preventivo una vez se detecta la recaida molecular. Los
estudios que han valorado esta estrategia han observado una clara ventaja en cuanto a
supervivencia y tolerancia de los tratamientos, utilizando tanto regimenes que combinan
ATRA con quimioterapia, como los que utilizan triéxido de arsénico (Esteve ], Leukemia
2007; Grimwade D, J Clin Oncol 2010).

A pesar de que la PCR cuantitativa ofrece ventajas respecto a la cualitativa y de que se
han llevado a cabo diferentes estudios empleando esta técnica en LPA, no existe
consenso de cual es el nivel de transcrito que discrimina entre pacientes de alto y bajo
riesgo de recaida ni esta definido el calendario dptimo de monitorizacién. En el estudio de
Santamaria C y col. estratificaron a los pacientes en diferentes grupos de riesgo de
recaida en funcion del nimero de copias del transcrito detectado durante el seguimiento
(bajo riesgo: <1 copia, riesgo intermedio: 1-10 copias y alto riesgo: >10 copias). Los
pacientes de alto riesgo presentaron una RFS entre el 0-14% (Santamaria C,

Haematologica 2007).
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1.5.3.1. SEGUIMIENTO DE LA ERM MEDIANTE TECNICAS DE PCR EN LMA CON

t(8;21)/AML1-ETO

e Aportaciones de la PCR cualitativa

En la década de los 90, se llevaron a cabo diferentes estudios piloto que utilizaban esta
metodologia para determinar si la deteccién de AML1-ETO en muestras de pacientes en
remision era indicativo de persistencia de la enfermedad y definia riesgo de recaida. Los
resultados de los estudios iniciales, algunos de los cuales utilizaron PCR cualitativas muy
sensibles (1:10-10°®), sugerian que la persistencia del gen AML1-ETO durante la remision
era compatible con una hematopoyesis normal y una RC persistente, incluso tras
trasplante alogénico (Nucifora G, Blood 1993; Kusec R, Leukemia 1994; Saunders MJ,
Leuk Res 1994; Jurlander ], Blood 1996) (Tabla 14). Esto va a favor del modelo
cooperativo de mutaciones de la LMA, segun el cual AML1-ETO no es por si mismo
leucemogénico y necesita un segundo evento gendmico adicional para inducir una
proliferacion incontrolada de los blastos residuales (Miyamoto T, Proc Natl Acad Sci USA
2000). Estos datos contrastan con los de otros grupos que sugieren que la negatividad
de la PCR se puede alcanzar tras tratamiento intensivo y que es predictiva de RC (Satake
N, Br J Haematol 1995; Elmaagacli AH, Blood 1997; Preudhomme C, Leukemia 1996)
(Tabla 14). Destaca el estudio realizado por Morschhauser y col. en el que se emplearon
dos técnicas de PCR con diferente sensibilidad (1:10° y 1:10°) (Morchhauser F, J Clin
Oncol 2000). Este estudio demostrd: 1) que era posible conseguir la negativizacion de la
PCR y que este hecho se asociaba con una RC mas duradera, 2) que la utilizacién de la
PCR podria ser util para valorar la respuesta inicial al tratamiento y ajustar asi la terapia
de los pacientes en funcién del riesgo de recaida y 3) que la utilizacién de PCR con menor
sensibilidad (one-step PCR) se correlacionaba mejor con la evolucién clinica de la

enfermedad. Esto Ultimo indica que cuando se utiliza una técnica con mayor sensiblidad la
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utilidad clinica de la PCR es menor, tal y como se observd en los estudios realizados en la
LPA (PML-RARA) (Lo Coco F, Blood 1999; Tobal K, Br J Haematol 1995). A pesar de estos
resultados, algunos pacientes que negativizaron la PCR recayeron, lo que sugiere que un
resultado negativo no significa erradicacion completa de la clona leucémica o bien que la
cantidad de poblacion blastica residual no se puede detectar porque esta por debajo del
limite de deteccion de la técnica utilizada.

El andlisis de los datos sugiere que es dificil establecer el criterio para predecir la
evolucion clinica de la LMA con t(8;21) solo en base al resultado positivo o negativo de la

PCR cualitativa.

e Aportaciones de la PCR cuantitativa

La utilizacién de la PCR cuantitativa es mas Util que la cualitativa para estimar la masa de
la poblaciéon clonal residual en los pacientes con LMA. Los estudios realizados intentan
establecer un valor critico de PCR que permita predecir la curacién o la recaida. El
problema de estos estudios es que discrepan en la definicidén de este valor critico y en el
momento de la evolucidon en el que se han de aplicar. Uno de los primeros estudios
publicados que utilizaba la PCR cuantitativa utilizaba una metodologia muy compleja y
dificil de aplicar en largas series de pacientes, pero los autores definieron un nivel critico
de transcrito que predecia mayor riesgo de recaida, tanto en sangre periférica como en
médula dsea (Tobal K, Blood 2000). La introduccion de un método automatizado (Real
Timer PCR, o Tagman PCR) ha simplificado la determinacién cuantitativa de los transcritos
mediante PCR. A partir de este momento diferentes estudios piloto se realizaron
utilizando esta metodologia. Todos estos estudios demostraron que 1) la expresion
del transcrito quimérico varia de forma significativa entre diferentes pacientes al
diagnostico, 2) que tras la quimioterapia de induccion se observa una disminucion del

transcrito de alrededor de 2-4log y 3) que los niveles de AML1-ETO incrementan
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Tabla 14. Estudios que analizan la ERM utilizando PCR cualitativa en pacientes

con LMA con t(8;21)

Referencias | Pacientes | Muestra | Método | Sensibilidad Comentarios
PCR
Nucifora 1993 6 MO /SP | One-step NE Resultados
positivos no
predicen recaida
Kusec 1994 5 MO / SP Nested 1:10° Resultados no
concluyentes
Saunders 7 MO / SP Nested 1:10° Resultados
1994 positivos no
predicen recaida
Satake 1995 23 MO / SP Nested NE Resultados
negativos
predicen RCC
Preudhomme 11 MO Nested 1:10° Resultados
1996 negativos
predicen RCC
Miyamoto 22 MO /SP | Nested 1:10’ Resultados
1996 positivos no
predicen recaida
Jurlander 10 MO / SP Nested 1:106 Resultados
1996 positivos no
predicen recaida
Morschhauser 50 MO/ SP | One-step 1:10° Resultados
2000 positivos
predicen recaida
Nested 1:10° Resultados
negativos

predicen RCC

MO: médula dsea; SP: sangre periférica; NE: no especificada; RCC: remision completa

duradera
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cuantitativamente antes de la recaida y disminuyen nuevamente después de otra linea de
quimioterapia o después de la infusion de linfocitos de donante. No ha sido posible
establecer un valor critico predictivo de recaida o RC estable debido, posiblemente, al
escaso numero de pacientes analizados. La cantidad de transcrito de fusion detectable al
diagnostico se ha asociado a una menor supervivencia sélo en algunos estudios
(Schnittger S, Blood 2003; Yoo SJ], Haematologica 2005). Sin embargo, todos los estudios
coinciden en subrayar la importancia de la disminucion de la cantidad de transcrito inicial
un minimo de 2 log después del tratamiento de induccién, puesto que este hecho se
asocia con una mayor duracidon de la RC (Leroy H, Leukemia 2005 (2); Krauter ], Clin
Oncol 2003; Viehmann S, Leukemia 2003; Stentoft ], Leuk Res 2006; Weisser M,
Leukemia 2007) (Tabla 15). Para que la RC se mantenga se necesita la negatividad
persistente de la PCR, ya que un aumento de la cantidad de transcrito, aunque sea de
forma puntual, se asocia con mayor riesgo de recaida (Krauter J, Clin Oncol 2003). Este
hecho esta en discordancia con los resultados de un estudio realizado en ninos en el que
mostraban que la deteccion de un pequefio porcentaje de copias durante el seguimiento
(>10 copias) fue compatible con una RC duradera (Viehman S, Leukemia 2003). Por otro
lado, la cinética de la recaida en este tipo de leucemias es muy rapida, ya que muchos de
los pacientes que recayeron tenian un resultado previo de PCR negativo, por lo que se

recomienda la monitorizacion cada 3 meses (Krauter J, Clin Oncol 2003).

1.5.3.2. SEGUIMIENTO DE LA ERM MEDIANTE TECNICAS DE PCR EN LMA CON

INV(16)/T(16;16)/CBFB-MYH11

e Aportaciones de la PCR cualitativa
En los primeros estudios realizados en los pacientes con LMA con CBFB-MYH11 se

observd que la conversidon de una PCR positiva a negativa era necesaria para permanecer
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en RC (Costello R, Blood 1997). Pero la negativizacidon de la PCR en este tipo de leucemias
puede producirse de forma tardia, incluso hasta 24 meses después del diagndstico (Martin
G, Haematologica 2000) (Tabla 16). Este hecho pone de manifiesto el valor prondstico
incierto de un resultado de PCR positivo obtenido en algiin momento de la remision y se
recomienda que siempre se confirme este resultado en otra muestra en un plazo corto de
tiempo. Esta estrategia, que ya se utiliza con éxito en la monitorizacidon molecular de la
LPA (Sanz MA, Blood 2009), evita los problemas de los falsos positivos debidos a
contaminacién o malinterpretacion de los resultados y permite identificar pacientes en los
que esta disminuyendo el transcrito y que estan pasando de un estado positivo a
negativo.

Aungue la negativizacion del PCR se considera que es un requisito muy importante para
una evolucion clinica favorable, los resultados negativos no garantizan siempre una RC
duradera. En diferentes estudios se identifican casos de pacientes con PCR repetidamente
negativas que recayeron (Martinelli G, Bone Marrow Transplant 1999; Laczika K, Leuk
Lymphoma 2001). En estos casos no se puede descartar que estos resultados negativos
fueran consecuencia de la limitacién de la técnica. Por este motivo se recomienda seguir
una serie de criterios a la hora de valorar una muestra en RC como negativa (Marcucci G,
Blood 1997; Marcucci G, Eur J Haematol 2003).

La variabilidad en el tiempo que puede tardar en negativizar la PCR y el valor predictivo
incierto de los valores negativos hacen que sea dificil utilizar la PCR cualitativa para
predecir la evolucion de estos pacientes Unicamente en base a la presencia o ausencia del
transcrito de fusion. Por este motivo, se han realizado estudios para valorar la utilidad de

la PCR cuantitativa.
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¢ Aportaciones de la PCR cuantitativa

Los primeros estudios que utilizaron técnicas de PCR cuantitativa observaron, igual que
con la PCR cualitativa, que la disminucién del nUmero de copias de CBFB-MYH11 ocurria
de una forma variable en el tiempo y que el grado de reduccién en el nivel del transcrito
predecia la evolucidn del paciente. En ninguno de estos estudios se consiguid identificar
un valor critico predictivo de recaida en los pacientes en RC (Laczika K, J Clin Oncol

1998; Evans PA, Leukemia 1997). En ambos estudios el nimero de pacientes era muy

Tabla 16. Estudios que analizan la ERM utilizando PCR cualitativa en pacientes
con LMA con inv(16)/t(16;16)

Referencia | Pacientes Muestra | Método | Sensibilidad Comentarios
PCR

Costello 10 MO / SP One- 1:10* Resultados

1997 step positivos predicen
recaida y los
negativos RCC

Elmaagacli 10 MO / SP Nested 1:10* Resultados

1998 positivos predicen
recaida y los
negativos RCC

Martinelli 19 NE NE 1:10>-1:10° | Resultados

1999 negativos
predicen RCC

Martin 2000 15 MO Nested 1:10° Resultados
positivos predicen
recaida y los
negativos RCC

Lackzika 11 MO / SP Nested 1:10° Resultados

2001 positivos predicen
recaida y los
negativos no son
concluyentes

MO: médula dsea; SP: sangre periférica; NE: no especificado; RCC: remision completa

duradera
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pequeio, los tratamientos empleados eran diferentes y, la técnica de PCR cuantitativa

utilizada tenia muchas limitaciones para ser usada de forma habitual.
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Con la utilizacion de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real se consiguieron
identificar niveles criticos de ERM que podian ser utilizados para predecir la evoluciéon de
los pacientes (Tabla 17) (Marcucci G, Leukemia 2001; Buonamici S, Blood 2002; Guerrasio
A, Leukemia 2002, van der Reijden, BA, Br J Haematol 2002; Krauter J, J Clin Oncol 2003;
Martinelli G, Leukemia 2003; Stentoft ], Leuk Res 2006). Marcucci y col. describieron que
aquellos pacientes en RC que presentaban >10 copias del transcrito de fusién durante el
seguimiento tenian una menor duracion de la respuesta y un mayor riesgo de recaida
que los pacientes con <10 copias. Este estudio demostré que es posible utilizar la PCR
cuantitativa para establecer un nivel de ERM predictiva de recaida o de RC duradera. En
estudios posteriores, se han confirmado estos resultados, aunque existen variaciones en
los niveles de transcrito criticos que predicen recaida asi como en el momento de la
evolucidn en que estos niveles son mas Utiles clinicamente para evaluar al paciente (Tabla
17). Igual que sucede con las LMA con t(8;21), Schnittger S y col. correlacionaron la
cantidad de transcrito detectada al diagndstico con un peor prondstico de la enfermedad
pero, esta relacion no ha sido confirmada o analizada en otros estudios (Schnittger S,

Blood 2003).

1.5.3.3. SEGUIMIENTO DE LA ERM MEDIANTE TECNICAS DE PCR CUANTITATIVA EN LMA
CON MUTACIONES DEL GEN NPM1

La mutacion de NPM1 se detecta en aproximadamente un tercio de los pacientes adultos
con LMA, y especialmente en pacientes con cariotipo normal. Se ha demostrado, que, a
diferencia de lo que sucede con la FLT3-ITD, las mutaciones de NPM1 y la dislocacion
citoplasmatica de la nucleofosmina es muy estable en la recaida, lo que hace que NPM1
pueda ser utilizado como un potencial marcador de ERM en un nimero importante de
pacientes (Falini B, Haematologica 2008; Chou WC, Leukemia 2007). No obstante, se han

detectado casos de pacientes que han perdido la mutacion de NPM1 en el momento de la
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recaida, lo cual podria ser una limitacion para el uso de NPM1 en el seguimiento de estos
pacientes (Papadaki C, Br J Haematol 2009).

En diferentes estudios se ha demostrado la aplicabilidad de este marcador en el
seguimiento de la ERM utilizando técnicas basadas en PCR (Gorello P, Leukemia 2006;
Papadaki C, Br J Haematol 2009; Schnittger S, Blood 2009). Los resultados de estos
estudios sugieren que la negativizacion de la PCR en estos pacientes se correlaciona con
una RC duradera, y, por el contrario, la persistencia de niveles bajos de NPM1 mutado
después del tratamiento o una positivizacién de la PCR durante el seguimiento se asocia a
un mayor riesgo de recaida y una menor supervivencia (Papadaki C, Br J Haematol 2009;
Chou WC, Leukemia 2007; Schnittger S, Blood 2009). Schnittger S y col. definieron unos
niveles criticos de NPM1 mutado que permitian identificar pacientes con diferente
pronodstico independientemente del estado mutacional de FLT3 (Schnittger S, Blood

2009).

1.5.3.4. SIGNIFICADO PRONOSTICO DE LA EXPRESION DE WT1 EN EL SEGUIMIENTO DE
LOS PACIENTES CON LMA

El gen WT1 se encuentra sobreexpresado en la mayoria de pacientes con LMA, por lo que
se ha considerado que este gen podria ser una nueva diana terapéutica y un marcador de
ERM universal.

Los resultados de los estudios iniciales que utilizaron métodos cualitativos o
semicuantitativos fueron conflictivos, ya que aunque en algunos estudios demostraron
que los niveles elevados de WT1 al diagndstico se correlacionaban con un prondstico
desfavorable (Inoue K, Blood 1996; Bergmann L, Blood 1997), en otros no se
confirmaron estos resultados (Gaiger A, Leukemia 1998).

Los estudios posteriores han utilizado métodos de PCR cuantitativa y, aunque con algunas

diferencias, todos ellos sugieren que la cinética de reduccion del transcrito WT1 tras
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quimioterapia de induccién y la persistencia de valores elevados tras el tratamiento de
consolidacién son un factor prondstico importante para predecir recaida (Garg M, Br J
Haematol 2003; Lapillonne H, J Clin Oncol 2006; Jstergaard M, Br J Haematol 2004;
Nowakowska-Kopera A, Leuk Lymph 2009; Cilloni D, J Clin Oncol 2009). El seguimiento de
la expresion de WT1 también ha demostrado utilidad para predecir recaidas tras
trasplante alogénico (Ogawa H, Blood 2003). El European Leukemia Net ha realizado
recientemente una revision sistematica para estandarizar la técnica de PCR cuantitativa
para el estudio de WT1 (Cilloni D, J Clin Oncol 2009). En este estudio se han establecido
los niveles de expresion de WT1 en muestras normales para distinguir células leucémicas
residuales de amplificacion normal, se ha confirmado que la expresién de WT1 al
diagnostico en paciente con LMA es suficientemente alta como para permitir reducciones
del nimero de copias del transcrito de al menos 2 log y que la recuperacién hematoldgica
post-quimioterapia no tiene impacto en los niveles de WT1. Todo ello confirma la
aplicabilidad de este marcador en el seguimiento de las LMA. Ademas, se ha observado
una buena correlacion entre la expresion de WT1 y otros transcrito de fusion como AML1-
ETO y CBFB-MYH11 (Jstergaard M, Br J Haematol 2004; Nowakowska-Kopera, A, Leuk
Lymph 2009, Lasa A, Leuk Res 2009). La estandarizacién de la técnica de PCR para la
determinacion de WT1 es la base para realizar estudios prospectivos que permitan
establecer la utilidad clinica de WT1 en el seguimiento de los pacientes con LMA vy, en
especial, en el grupo de enfermos con citogenética normal sin otros marcadores

moleculares.
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2. JUSTIFICACION

Desde los afios 70 hasta el momento actual ha tenido lugar un importante avance en el
conocimiento de la fisiopatologia de la LMA y se han producido grandes cambios tanto a
nivel diagnostico como terapéutico. Todo ello ha contribuido a la identificacion de
multiples factores pronésticos que han permitido individualizar la intensidad de los
tratamientos en funcién del riesgo de cada paciente. A pesar de ello, sélo un 40-50% de
los enfermos con LMA consigue sobrevivir mas de 5 afos libre de enfermedad. Este
hecho nos impulsa y nos anima a seguir investigando una enfermedad tan heterogénea
como es la LMA. La integracion de los resultados citoldgicos, fenotipicos, citogenéticos y
moleculares permite definir muy bien algunos subtipos de LMA atendiendo a sus
caracteristicas clinico-biol6gicas, como son las asociadas a citogenética de buen
prondstico. Sin embargo, el grupo mas numeroso y heterogéneo de pacientes esté
constituido por LMA en las que no se detecta ninguna alteracién citogenética. En los
Ultimos afios, gracias a la identificacion de anomalias moleculares asociadas a LMA con
cariotipo normal se han podido definir entidades con unas caracteristicas distintivas que
estan permitiendo afinar mejor el pronéstico y adecuar el tratamiento de estos pacientes.
A pesar de todo ello, es imprescindible continuar investigando la biologia de la LMA para
conseguir un mayor conocimiento de su fisiopatologia y de los mecanismos que a nivel
molecular expliquen el diferente comportamiento de cada leucemia. Es necesario integrar
todos los conocimientos clinico-biolégicos para individualizar el manejo de los pacientes y

planificar esquemas terapéuticos que permitan mejorar la supervivencia.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de la tesis es la investigacién de factores biolégicos, al diagnéstico o
durante el seguimiento, que permitan una mejor caracterizacion pronoéstica de la LMA y
sean Utiles para tomar decisiones terapéuticas.

Los objetivos concretos de la tesis son:

1. Anédlisis de inestabilidad genética en LMA. Analizar la presencia de
inestabilidad de microsatélites en LMA de novo: frecuencia y tipos de inestabilidad.
Investigar su relevancia biolégica en LMA y correlacionar estos hallazgos con otros
datos clinico-biolégicos. Analisis de su significado prondstico en pacientes con
LMA.

2. Analisis de la enfermedad residual minima mediante citometria de flujo
y PCR cuantitativa en pacientes con citogenética de buen prondstico
[t(8;21) e inv(16)]. Analizar las caracteristicas inmunofenotipicas y moleculares
de este grupo de leucemias al diagnostico. Evaluar la importancia del seguimiento
de estos pacientes mediante citometria de flujo y PCR cuantitativa; determinar el
impacto pronoéstico de la deteccion de ERM mediante dichas técnicas y analizar la
correlacion entre ambas. Identificar el valor critico para cada técnica que permita
predecir las recaidas y por tanto, tomar decisiones terapéuticas anticipadas.

3. Estudiar el impacto pronéstico de la expresion de antigenos al
diagnodstico en las células leucémicas, en pacientes con LMA de novo
(Anexo). Analizar las caracteristicas inmunofenotipicas al diagnéstico mediante
citometria de flujo en pacientes con LMA de novo tratados homogéneamente.
Estudiar la relacion entre la expresién de antigenos con las caracteristicas clinicas,

bioldgicas y el prondstico de las LMA.
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4. RESULTADOS

4.1. TRABAJO SOBRE INESTABILIDAD GENETICA EN LMA
- Manuscrito numero 1. Microsatellite instability is not an uncommon finding in

adult de novo acute myeloid leukemia.

4.2. TRABAJO SOBRE ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA EN LMA CON t(8;21)/

inv(16)

- Manuscrito nimero 2. Prognostic value of minimal residual disease (MRD) in

acute myeloid leukemia (AML) with favorable cytogenetics [t(8;21) and inv(16)].

4.3. ANEXO
4.3.1. TRABAJO SOBRE CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS LMA

AL DIAGNOSTICO

- Adverse prognostic impact of CD36 and CD2 expression in adult de novo acute

myeloid leukemia patients.
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4.1 TRABAJO SOBRE INESTABILIDAD GENETICA EN LMA

Manuscrito numero 1

Microsatellite instability is not an uncommon finding in adult de novo acute
myeloid leukemia.

Annals of Hematology 2005; 84: 368-375

La inestabilidad de microsatélites (MSI) es la consecuencia de lesiones genéticas en los
sistemas de reparacion del ADN. En este trabajo se ha analizado la MSI en 141 pacientes
adultos diagnosticados de LMA de novo incluidos en el protocolo LMA-99 del grupo
CETLAM. En 102 casos se analizaron en el momento del diagnostico y en la remision. Se
utilizé un panel de 7 microsatélites: BAT25, BAT26, D13S1267, D13S174, DS2123,
D5S346 y Mdf15. ElI ADN al diagndstico se analizé con el marcador BAT26. La linea celular
NALM6 se utiliz6 como control positivo en 39 casos sin muestra en el momento del
diagndstico. Mediante PCR se estudiaron las mutaciones frameshift en las secuencias
repetitivas de las regiones codificantes de MSH3, MSH6, BAX, TGFBRII e IGFRII. En todos
los casos al diagnéstico se analizd la presencia de reordenamientos AML1-ETO, PML-
RARA, CBFB-MYH11, MLL y la FLT3-ITD. La expresion de los genes MLH1, MSH2 y MSHS6,
implicados en la reparacion del ADN, se monitorizaron mediante PCR cuantitativa.

Las muestras se clasificaron como: alta-MSI si dos o mas marcadores mostraban
inestabilidad, MS estable cuando no se detectd inestabilidad y baja-MSI si sélo un
marcador mostraba inestabilidad. Los resultados de este estudio se resumen a
continuacion:

- Se detect6 MSI en 20 casos (14,1%): 14 casos de alta-MSI y 6 de baja-MSI. Todos los

casos de baja-MSI fueron diagnosticados usando marcadores diferentes a BAT26.
- Se observé una asociacion entre la MSI y el reordenamiento del gen MLL. Seis

pacientes con MSI+ presentaron reordenamiento del gen MLL (incluyendo tres casos
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de MLL-PTD) (p=0,002). Otras anomalias genéticas que se asociaron con MSI+
fueron: 5 casos de FLT3-I1TD, 1 AML1-ETO y 1 caso de CBFB-MYH11.

- No se detecté ninguna mutacion en las secuencias repetitivas de los genes MSHS3,
MSH6, BAX, TGBRII ni IGFRII.

- El mecanismo basico subyacente de la MSI fue atribuible en el 25% de los casos a
hipermetilacion del promotor del gen MLH1.

- La presencia de MSI no conllevé un peor pronostico. No se objetivaron diferencias en

la supervivencia de los pacientes en funcion de la existencia o no de MSI.
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Abstract To investigate the biologic relevance of micro-
satellite instability (MSI) in de novo acute myeloid leuke-
mia (AML), 102 consecutive adult patients were analyzed
by using a panel of seven microsatellites (BAT25, BAT26,
D13S1267,D13S174,D2S123, D5S346 and Mdf15). Frame-
shift mutations in the repetitive sequences in the coding
region of MSH3, MSH6, BAX, TGFBRII and IGFRII were
also investigated by using a fluorescent PCR-based assay.
Methylation-specific PCR was used to determine the meth-
ylation status of AMLH1 in MSI+ cases. MSH3, MSH6 and
MLH] expression was also analyzed in 68 cases by means
of real-time quantitative PCR. MSI was detected in 20
cases: 14 cases had MSI-high (instability of at least two
microsatellite markers) and 6 cases corresponded to MSI-
low (a single polymorphic marker with instability). Six
MSI+ cases showed an associated MLL rearrangement
(p=0.002). No single case showed a mutation in the repet-
itive sequences of the MSH3, MSH6, BAX, TGFBRII and
IGFRII genes. Most samples displayed low mRNA levels of
the repair genes. AMLH I promoter was hypermethylated in
five MSI+ cases. Overall survival analysis revealed no
adverse effect of MSI positivity. These results suggest that
MSI may be a common biologic finding in de novo AML.

Keywords Leukemia - Microsatellite instability - Cancer
genetics

Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous group
of neoplastic disorders characterized by molecular lesions
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in genes that participate in the normal myeloid-lineage
development. Most of these genetic alterations correspond
to chromosomal translocations generating chimeric protein
products [1]. These abnormal proteins are necessary but
insufficient for the development of the full leukemia phe-
notype [2]. One of these additional abnormalities is the
duplication of the juxtamembrane domain of FLT3 (FLT3-
ITD), present in 25-30% of adult de novo AML. FLT3-ITD
is frequently encountered in monocytic leukemias with a
normal karyotype and is associated with a poor outcome [3].

Genetic instability is one of the main pathogenic mech-
anisms underlying human neoplasia [4—7]. Solid tumors
with microsatellite instability (MSI) accumulate hundreds
of thousands of somatic clonal mutations, preferentially in
simple repeats or microsatellites. Many of these mutations
seem irrelevant as they affect non-coding DNA, whereas
others may alter coding regions of important genes. The
list of potentially affected genes is very long and it in-
cludes over 100 genes in colon cancer and approximately
50 in gastric and endometrial cancers—the three human
cancers with the highest incidence of MSI [8]. The other
type of genetic instability, chromosomal instability (CIN),
leads to an abnormal chromosome number. It is a common
finding in AML and plays an important role in prognosis
[9, 10].

By means of a panel of fluorescent markers commonly
used to investigate MSI in colon cancer [11, 12], we ana-
lyzed a consecutive series of patients with de novo AML
in order to assess whether MSI is associated with a partic-
ular molecular subgroup and whether or not it has prog-
nostic significance.

Materials and methods
Patients

One hundred and two consecutive adult patients with de
novo AML sequentially enrolled in clinical protocols and
referred to the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau in Bar-
celona between August 1998 and March 2002 were in-



cluded in the study. Ages ranged from 16 to 60 years (mean,
48 years). In each case, morphologic, immunophenotypic,
cytogenetic and molecular analyses (FLT3, MLL, AMLI-
ETO, CBFb-MYHI11) were recorded. DNA from 102 cases
(remission samples assessed by flow cytometry) was extract-
ed using the salting out method. A panel of seven micro-
satellites was used (BAT25, BAT26, D13S1267, D13S174,
D2S123, D5S346 and Mdf15) [11, 12]. DNA at diagnosis
was exclusively analyzed in 39 additional cases without
available remission samples using the BAT26 marker.The
DNA from the NALM 6 cell line was used as a positive
control. The diagnosis of AML and the assignment of FAB
subtypes were based on standard morphological and cyto-
chemical criteria. Cytogenetic G-banding analysis was per-
formed with standard methods. The definition of a cytogenetic
clone and the descriptions of karyotypes were in accor-
dance with the International System for Human Cytoge-
netic Nomenclature [13].

Treatment strategy

All patients were uniformly treated following the LAM-99
protocol consisting of one or two [if complete remission
(CR) was not achieved with one chemotherapy course] cy-
cles of induction therapy with IDICE (idarubicin, 500 mg/m?,
days 1, 3 and 5; etoposide, 100 mg/m2, days 1, 2 and 3; and
cytarabin, 500 mg/m? every 12 h, days 1, 3, 5 and 7). Patients
who achieved a morphologic CR received one course of
intensification treatment consisting of cytarabin (500 mg/m?
every 12 h, days 1-6) and mitoxantrone (12 mg/m?, days 4,
5 and 6). Patients in CR were then allocated to different risk
groups according to the karyotype and the number of in-
duction therapy courses required to achieve CR. The good
prognosis group included patients with inv(16) or t(8;21).
These patients were treated with high-dose citarabin and
were not considered for transplant in first CR. Patients
included in the intermediate prognosis group were those
with a normal karyotype (analyzed >20 metaphases) who
only needed one induction therapy course to achieve CR.
These patients received an autologous stem cell transplant.
Finally, the bad prognosis group included those patients
with cytogenetic abnormalities other than inv(16)/t(8;21)
and/or patients with a normal karyotype that required two
induction therapy cycles to achieve CR. These patients re-
ceived an allogeneic stem cell transplant if HLA sibling
donor was available or an autologous transplant in those
cases without HLA sibling donor. The bad prognosis group
also included patients without karyotype (not performed or
no mitosis) or with fewer than 20 metaphases.

Molecular studies

DNA and RNA obtained from leukemic samples at diag-
nosis were assayed for AML1/ETO, PML/RAR«x, CBF[3/
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MYHI11 rearrangements, partial-tandem duplications (PTDs)
of the MLL gene and FLT3-ITD by means of well-estab-
lished protocols [14, 15].

Gene expression of MLH1, MSH2 and MSH6 was mon-
itored by quantitative real-time RT-PCR using the Assays
on Demand on an ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) and calculated with the AACt method (PE
Applied Biosystems User Bulletin #2; ABI PRISM 7700
Sequence Detection System, 1997). PCR reactions were set
up in MicroAmp optical 96-well reaction plates. After 2 min
at 50°C, amplification was carried out by 40 cycles at 95°C
for 15 s and at 65°C for 60 s in the ABIPRISM 7700 Se-
quence Detection System. Each sample was analyzed in
duplicate and normalized to the 4b/ levels, and a mix of
three normal bone marrow samples was used as calibrator.

MSI analysis

For MSI analysis, a bone marrow sample at diagnosis and
peripheral blood at remission DNA were extracted using
the salting out method. Leukemic infiltration was above
65% in all samples obtained at diagnosis and assessed by
flow cytometric methods. Using the same method, sam-
ples at remission showed fewer than 0.5% of cells with an
abnormal immunophenotype.

A panel of seven microsatellites was used: D2S123,
D5S346, D13S174, D13S1267, Mdf15(D17S250), Bat25
and Bat26. Fluorochromes and PCR conditions have been
reported elsewhere [11, 12, 16]. The DNA from the NALM
6 cell line was used as a positive control.

A sample was classified as MSI-high (MSI-H) if two or
more markers showed instability, as MS-stable (MSS) if no
instability was noted, and as MSI-low (MSI-L) if a single
marker revealed novel bands [11, 12, 16].

Detection of frame-shift mutations in repetitive se-
quences in the coding region of the genes MSH3, MSH6,
BAX, TGFBRII and IGFRII was investigated using the
primers and conditions reported elsewhere, with minor mod-
ifications, and using the GeneScan software [16].

Methylation-specific PCR at cytosines —229, —231 and
—241 was used to investigate MLHI promoter hypermeth-
ylation, as has been previously described [17].

Statistical analyses

For descriptive statistics, median and range were cal-
culated. Differences between categorical variables were
evaluated with the chi-square test. Overall survival was
measured from the date of entry into the treatment protocol
until the date of death. Overall survival was plotted by the
Kaplan—Meier method; differences between curves were
analyzed by the log-rank test. A p value <0.05 was con-
sidered significant.
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Fig. 1 MSI was present in de
novo AML cases. Electrophero-
grams obtained using micro-
satellite markers (fop and blue,
D13S174; green and bottom,
D13S1267) disclosed length
differences between amplimers
obtained at diagnosis and at
remission)

Table 1 Cytogenetic and mo-
lecular findings in AML patients
with MSI

UPN unique patient number,
LOH loss of heterozygosity,
Wt wild type, ITD internal
tandem duplication
?Bglll-only pattern
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UPN MSI LOH Cytogenetics FLT3 MLL
1 D13S174,D2S123 46,XX,18p+ Wt Rearranged
2 D2S123,D13S1267, 46,XX Wt Germ line
BAT25
3 D2S123,D13S1267 46,XX Wt Germ line
4 D2S123,D13S1267 46,XX Wt Germ line
5 D13S174,D2S123 46,XY Wt Germ line
5 D13S174 Complex Wt Rearranged®
7 D13S174, D13S1267, Mdf15 46,XY ITD Rearranged
D5S346
8 D13S174,Mdf15, 46,XY,del(6)(q25) Wt Rearranged
D13S1267,Bat25
9 Bat26,Bat25,D5S346 46,XY,del(19)(q23q24), Wt Germ line
del(20)(q13)
10 Mdf15 47, XY,+8 ITD Germ line
11 DI13S1267, D2S123 Mdf15, D13S174  46,XY Wt Rearranged
D2S123
12 Mdf15 46,XY,1(8;21)(q22;q22) Wt Not done
13 DI13S1267 46,XY ITD Germ line
14 Mdf15,D5S346,D2S123 46,XY,inv(16)(p13gq22) Wt Germ line
15 DI13S1267 46,XY ITD Germ line
16 D5S346,D13S174 46,X, i(X)p(10) Wt Germ line
17  Mdf15, Bat25, D13S174 46,XY ITD Germ line
D13S1267, D5S346
18 DI13S1267, D5S346 46,XY Wt Germ line
19 DI13S1267 46,XX Wt Germ line
20 DI13S1267, D13S174 46,XY,del(9)(q22?7q23)  wt Rearranged




Fig. 2 MSI was associated with
MLL rearrangements. Southern
blot analysis using the B859
probe revealed a clonal rear-
rangement at MLL locus on
Bglll digests (top left, arrow-
head). Mutational analysis using
radioactive single strand chain
polymorphism (SSCP) disclosed
a mutation at residue 248 of p53
(contact mutation). This patient
had a complex karyotype and
showed MSI at D13S174
marker (UPN5)

Results

Extensive microsatellite panels show MSI+ in
AML patients

MSI was detected in 20 cases: 14 cases showed MSI-H and
6 cases corresponded to MSI-L (Fig. 1 and Table 1). All
MSI-L cases were diagnosed using markers other than
BAT26. When MSI status was compared with the cytoge-
netic and molecular findings, an association between MSI+
and MLL rearrangement was detected. Six MSI+ cases had
an associated MLL rearrangement, including 3 cases with
the self-fusion pattern. A Bg/ll-only positive Southern blot
was detected in one case of AML with a complex karyotype
(Fig. 2). Further studies performed on this case (FISH and a
panhandle PCR protocol) failed to detect a genomic re-
arrangement. This finding was in line with a cleavage
pattern of the MLL locus. Found in approximately 5% of
AML, this lesion reflects the ordered DNA breakage asso-
ciated with the apoptotic process [18]. This case also har-
bored a p53 mutation.

Six MSI+ cases showed an associated MLL rearrange-
ment (p=0.002). Ages were similar in the MSI+ (41.25)
and MSI— (42.69) groups.

Other genetic lesions associated with MSI were FLT3
internal tandem duplication (5 cases), AML1-ETO (n:1)
and CBFb-MYHI11 (n:1) rearrangements. In the entire se-
ries (141 patients), the genetic lesions were as follows: 18 cases
MLLA, 37 FLT3-ITD, 14 t(8;21) and 12 inv(16). Sixty-four
cases had a normal karyotype. No single case showed a
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mutation in the repetitive sequences of the MSH3, MSHG,
BAX, TGFBRII or IGFRII genes (supplemental Figs. 1 and 2).
Three patients had also loss of heterozygosity (LOH;
Table 1).

MSI+ was associated with AMLHI promoter
hypermethylation

hMLHI promoter was hypermethylated in 5 (25%) of 20
MSI+ cases. Four patients showed MSI-H and the remain-
ing patient had MSI at the D13S1267 locus with an as-
sociated FLT3-ITD.

Table 2 RT-PCR results as relative expression levels

Relative expression MLHI, MSH?2, MSHG,
level n (%) n (%) n (%)
Overexpression 7 (10.2) 229 12 (17.6)

2-10 7 (10.2) 2(2.9) 10 (14.7)
11-100 0 (0) 0 (0) 2 (2.9)

Normal expression 44 (64.7) 25 (36.7) 47 (69.1)
(1.99-0.31)

Underexpression 17 (25) 41 (60.2) 9 (13.2)
0.3-0.1 13 (19) 25 (36.7) 6 (8.8)
0.09-0.01 4 (6) 13 (19.1) 1(1.4)
0.009-0.001 0 (0) 3 4.4 2 (2.9)
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Fig. 3 RT-PCR assays showed MSHG6
decreased levels of repair genes
in de novo AML. Representa-
tive amplification values 100
revealed that most AML
patients had decreased levels 10 1
of MSH6, MLHI and MSH?2 14
0,11
0,01+
0,001
MLH1
10
1
0,1
0,01
0,001
MSH2
100
10 T
1
0,1 1
0,01
0,001 A
0,0001

There was poor concordance between quantitative
PCR assays of DNA repair genes and MSI status

Real-time PCR was performed to assess the mRNA levels
of three genes that play a role in DNA repair: MSH2, MSH6
and MLH]I (Table 2 and Fig. 3). MSH?2 levels were low
except in six cases. Three samples showed a marked down-
regulation (less than ten times compared with the calibrator)
of MSHG6 and two cases had overexpression (x10) of this
same gene. Six cases were marked by AMLH1 low expres-
sion, but none of these showed hypermethylation of the
promoter. However, the five cases with this epigenetic le-
sion disclosed normal or very faint down-regulations of
hMLH]I. These findings suggest there is no close correlation
between the expression levels and the promoter status.
Another intriguing possibility is that the cases with the
lowest expression were those with transient MSI and there-
fore prone to suffer genetic lesions.

MSI+ AML fit inside the standard prognosis group

Survival rates of patients with MSI+ and MSI— were com-
pared. Overall survival was the same for both groups of
patients and was equivalent to the entire series of AML
patients analyzed (Fig. 4). When the single MSI+ patient
with a complex karyotype was excluded, the survival rate
was the same and markedly better than that of the patients

with a complex karyotype (Fig. 5). When the survival rates
between MSI+ and MSI— were investigated in the group
with a normal karyotype, a trend towards a favourable
outcome for MSI+ patients was detected (not significant)

(Fig. 6).

Overall survival

MSI+, n=20, 40£12%

Probability

MSI-, n=121, 36£5%

0 10 20 30 40 50 60

Months

Fig. 4 Overall survival of MSI+ cases compared with MSI— patients



Overall survival
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©
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s A p=0,01
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Complex karyotype, n=10, 10+5%
0,0
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Fig. 5 CIN AML cases (complex karyotypes) showed a very poor
outcome compared with MSI+ patients

Overall survival in patients with
normal cytogenetics(n=64)

MSI+, n=11, 52+15%

Probability

MSI-, n=31, 28+7%

0 10 20 30 40 50 60

Months

Fig. 6 Normal karyotype AML showing MSI+ showed comparable
survival curves with MSI— patients

Discussion

Microsatellites are repetitive DNA sequences consisting of
oligonucleotide units. They are widely distributed through-
out the human genome. MSI+ tumors are common in the
colon, stomach, endometrium, urinary tract and in anatom-
ic sites associated with the familial syndrome Herditary
non-polyposis colon cancer (HNPCC). MSI occurring
within the coding region (coding MSI) cause frame-shift
mutations and loss of protein function. This coding MSI is
believed to represent a key mechanism of tumorigenesis in
MSI tumors. Genes that may have this kind of mutation
include TGFBRII, IGFRII, BAX, h(MSH3, hMSH6, BRCAI,
BRCA2, E2F4, activin type Il receptor, SEC63, AIM 2EBP1/
PA2G4, a gene encoding a subunit of the NADH-ubiqui-
none oxidoreductase complex and many more [8, 19]. Some
probably play a role in normal myelopoiesis.
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MSI appears to be particularly common in cases of
AML in survivors of atomic bombs and in secondary AML
[20— 22]. Das-Gupta et al [23] reported that MSI was pres-
ent in 13% of 71 AML cases and it was restricted to t-AML
and elderly patients, probably reflecting an age-related
phenomenon. Maeck et al. [24] found 2 of 26 patients with
MSI in MDS. In a retrospective study using relatively small
panels of microsatellites [25], no single case of de novo
AML (28 patients) or relapsed AML (37 cases) showed
MSI. Kodera et al. [26] reported the absence of MSI in
myeloid cell lines. These data are in sharp contrast with our
findings in a series of de novo AML patients in whom a
frequency of 20% was detected. Tasaka et al. [27] suggested
that MSI may appear in AML relapse and may be important
during the progression of the disease. In lymphoid malig-
nancies, MSI has been reported to be more common in cell
lines than in freshly obtained samples [28]. Furthermore,
MSI has been associated with the blastic transformation of
Chronic myeloid leukemia (CML), alone or associated with
LOH [29]. These data suggest that MSI may be a marker of
advanced disease in leukemias. However, MSI may also be
interpreted as an adaptative mechanism in response to the
neoplastic transformation process, or as a sign of myeloid
stem cell exhaustion [30]. In the present study, MSI was
associated with distinct molecular lesions. This suggests it
is a somewhat general phenomenon that is not dependent on
a specific molecular pathway, even though it is more com-
monly associated with MLL rearrangements.

The basic mechanism underlying MSI is attributable
to AMLH1 in 25% of AML cases. Methylation of HMLH]1
has previously been reported in AML [23, 31-33]. The
molecular basis of most AML (75%) with MSI is yet to be
elucidated.

Tumor cell lines that are deficient in the hMSH2 protein
show little or no increase in mutation rate when the cells
are maintained in culture allowing rapid growth. However,
mutations accumulate at a high rate in these cells when
they are maintained at high density under restrictive con-
ditions [34, 35]. Limited tumor growth elicits an adap-
tative response in terms of hypermutability, which allows
the tumor to surpass the many obstacles (e.g. nutrient re-
striction, inadequate blood supply). Massive bone marrow
infiltration could determine a critical nutrient supply re-
striction and consequently determine the transient expres-
sion of a mutator phenotype, as has been demonstrated in
cell line models. This would explain why most AML cases
showed decreased levels of repair genes, probably a man-
ifestation of the transient MSI phenotype.

MSI cells, especially those with homozygous MSH?2
mutations [36], may be more sensitive to the deleterious
effects of DNA methylating agents and this may produce a
hypermutability status [37, 38]. Low MSH?2 levels could
determine a basic common genetic instability substrate in
most AML cases. This is also of therapeutic concern be-
cause new therapeutic agents exploit the benefits of de-
methylating agents.

AML with MSI did not show a poor outcome. Never-
theless, MSI was also identified in one fatal case of core-
binding factor (CBF) AML (UPN14, Table 1). It remains
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to be investigated whether the poor prognosis of elderly
patients with inv(16) is associated with increases in the
percentage of MSI+ cases. If confirmed by other groups,
these findings will not change stratification, although such
cases may benefit from particular chemotherapeutic agents,
as has been demonstrated for colon carcinoma [39].

Matched normal and tumoral tissue is employed for
MSI studies. However, in the absence of normal tissue,
BAT26, a noncoding, long mononucleotide tract, has been
used for the diagnosis of MSI. With the BAT26 amplifi-
cation pattern, the percentage of contaminating normal tis-
sue can also be detected. Applied to 39 AML cases, this
strategy failed to detect MSI+ cases, suggesting that this
marker is unsuitable for MSI investigation in this context
[40].

In the light of our findings, it can be concluded that MSI
is not uncommon in de novo AML. Further studies are
required to investigate the role of this pathogenic mech-
anism in the establishment and/or development of the leu-
kemic clone.
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4.2. TRABAJO SOBRE ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA EN LMA CON
t(8;21)/inv(16)

Manuscrito numero 2.

Prognostic value of minimal residual disease (MRD) in acute myeloid leukemia
(AML) with favorable cytogenetics [t(8;21) and inv(16)].

Leukemia 2006; 20: 87-94.

La t(8;21) y la inv(16)/t(16;16) son dos anomalias citogenéticas recurrentes observadas
en la LMA que conllevan buen prondstico. Pero a pesar de que se consiguen RC duraderas
en la mayoria de los casos (60-70%), el porcentaje de pacientes que recae (20-30%) no
es menospreciable todavia. El objetivo de este estudio fue analizar el valor pronostico de
la ERM analizada mediante CF y PCR cuantitativa en este grupo de pacientes. El analisis

de la ERM se realizd en un grupo de 65 pacientes [30 pacientes con t(8;21) y 35

pacientes con inv(16)/t(16;16)]. En la mayoria de los casos la primera muestra de médula

Osea que se estudid fue la del diagnostico y posteriormente se estudiaron muestras post-

induccidn, post-intensificacién y al final del tratamiento quimioterapico. El estudio de ERM

mediante CF se realizé utilizando combinaciones fijas de anticuerpos monoclonales que
incluian marcadores de inmadurez y marcadores mieloides expresados habitualmente en
la mayoria de LMA. Los analisis de PCR cuantitativa se realizaron siguiendo el método
desarrollado por el European Concerted Action of the Europe Againts Cancer Program.

Los resultados de este estudio se resumen a continuacion:

- Los pacientes con un nivel de ERM>0,1% detectada por CF al final del tratamiento
presentaron un riesgo de recaida significativamente mayor que el de los pacientes con
ERM<0,1% (67% vs 21%, p=0,03). De la misma manera, la deteccion de una
ERM>0,1% en cualquier momento del seguimiento desde el fin del tratamiento

supuso un mayor riesgo de recaida, especialmente en los pacientes con inv(16).
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Resultados

- En cuanto al seguimiento de la ERM mediante PCR cuantitativa, se observo que la
persistencia de mas de 10 copias del transcritos quimérico al final del tratamiento
gquimioterapico se asocié con una mayor riesgo de recaida (75% vs 21%, p=0,04).
Aquellos pacientes que a lo largo de todo el seguimiento se mantuvieron con un
namero de copias inferior a 10, presentaron un riesgo de recaida significativamente
menor a aquéllos que en algiin momento de su seguimiento tuvieron >10 copias. Este
hallazgo fue especialmente relevante en los pacientes con inv(16) puesto que todos
los pacientes con >10 copias al final del tratamiento o en algun control posterior
recayeron.

- En 35 pacientes fue posible realizar el andlisis de la ERM mediante las dos técnicas. CF
y PCR cuantitativa. La concordancia entre ambos métodos fue del 67%.

- De acuerdo con nuestros resultados, el mejor momento para estratificar a este tipo de
pacientes en funcién de la ERM seria al final del tratamiento quimioterapico, siendo los

niveles que predicen recaida 0,1% para la CF y 10 copias para la PCR cuantitativa.
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Most patients with acute myeloid leukemia (AML) and t(8;21) or
inv(16) have a good prognosis with current anthracycline- and
cytarabine-based protocols. Tandem analysis with flow cyto-
metry (FC) and real-time RT-PCR (RQ-PCR) was applied to 55
patients, 28 harboring a t(8;21) and 27 an inv(16), including one
case with a novel CBFbeta/MYH11 transcript. A total of 31%
(n=17) of CR patients relapsed: seven with t(8;21) and 10 with
inv(16). The mean amount of minimal residual disease (MRD)
detected by FC in relapsed and nonrelapsed patients was
markedly different: 0.3 vs 0.08% (P=0.002) at the end of
treatment. The mean number of fusion transcript copies/
ABLx10* also differed between relapsed and non-relapsed
patients: 2385 vs 122 (P=0.001) after induction, 56 vs 7.6 after
intensification (P=0.0001) and 75 vs 3.3 (P=0.0001) at the end
of chemotherapy. Relapses were more common in patients with
FC MRD level >0.1% at the end of treatment than in patients
with <0.1%: cumulative incidence of relapse (CIR) was 67 and
21% (P=0.03), respectively. Likewise, using RQ-PCR, a cutoff
level of >10 copies at the end of treatment correlated with a
high risk of relapse: CIR was 75% for patients with RQ-PCR >10
compared to 21% for patients with RQ-PCR levels <10
(P=0.04). Combined use of FC and RQ-PCR may improve
MRD detection, and provide useful clinical information on
relapse kinetics in AML patients.
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Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) with t(8;21) and inv(16)
accounts for about 15% of adult AML. Based on results from
large clinical studies, both leukemia types are included in the
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same good prognosis category.! Most patients achieve a
complete remission (CR) after standard induction chemother-
apy, and long-term remission rates of 60-70% have been
reported after consolidation therapies with cytarabine or auto-
logous transplant. Despite these encouraging results, 20-30%
of patients relapse. To identify this subgroup of patients,
several risk factors have been introduced in recent years.>™
CD56 expression for the t(8;21) patients, leukocyte counts or
white blood cell index for both types of core binding factor
(CBF) leukemias have been purported as suggestive of a poor
outcome. Leukemic cells present in the bone marrow of patients
with AML in the CR phase are thought to be responsible for the
emergence of the relapses. Monitoring MRD by molecular or
immunophenotypic methods seem to be of interest to define
those patients with a high risk of relapse.®™'®

Molecular techniques based on the detection of gene-fusion
products are restricted to AML with specific chromosomal
rearrangements, whereas multiparametric flow cytometry (FC)
may be applied to more than 80% of AML cases. Accordingly,
MRD in AML with t(8;21) and inv(16) AML may be analyzed
using both methods. In the present study, we found that MRD
detection by FC and/or by real time RT-PCR (RQ-PCR) during
the follow-up of these patients allowed us to identify patients
with a high risk of relapse.

Methods

Patients

In all, 65 patients with core binding factor (CBF) leukemias, 30
t(8;21)(q22;922) and 35 inv(16)(p13g22)/(16;16)(p13;q22),
were included in the study. In all cases, diagnosis was
established by conventional cytogenetics and/or a qualitative
PCR assay (AMLI/ETO or CBFbeta/MYHI1 detection)."
Patients’ characteristics are reported in Table 1. Most patients
(83%, n=>54) were adults aged <60 years with de novo AML
and enrolled in a CETLAM (Grupo Cooperativo para el Estudio y
Tratamiento de las Leucemias agudas y Mielodisplasias) LMA-
99 protocol. The remaining patients were five adults with de
novo AML enrolled in a previous protocol from the CETLAM
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Table 1 Patients’ characteristics according to the fusion transcript

AML1/ETO CBFbeta/MYH11 P-value

(n=230) (h=35)
Age, median (range) (years) 38 (14-63) 43 (3-75) NS
>50 years (%) 7 (23) 13 (37)
Sex (male/female) 20/10 19/18 NS
WBC, median (range) 16 (2.5-86) 18 (2.3-150) NS
=20 x 10%/1 (%) 10 (33) 13 (37)
% BM blast, median (range) 47 (20-95) 60 (20-97) NS
FAB classification (%) 0.0001
M1 3 (10) —
M2 25 (83) 39
M4/M5 2(7) 12 (34)
M4Eo — 20 (57)
MO/M6/M7 —
FLT3 mutations (%)
FLT3/ITD* 1/19 (5) 1/25 (4) NS
D835 0/21 5/25 (20) 0.05
MLL (%) 18/30 25/35 NS
Rearranged — —
Wild type 17 (100) 23 (100)
Outcome (%) NS
Complete remission 28 (94) 27 (77)
Failure 1) 2 (6)
Death 1) 6(17)
Treatment protocol
De novo AML LMA-99? 25 (84) 29 (82)
De novo AML 3 (10) 2 (6) NS
LMA-94° 1(3) 2 (6)
Secondary AML 1(3) 2 (6)
Pediatric AML

WBC: white blood count; BM: bone marrow; FLT3-ITD: FLT3 internal
tandem duplication; AML: acute myeloid leukemia.
2AML M3 excluded.

group (LMA-94),%° three patients with a secondary AML, and
three children (two cases with de novo AML and one case with a
secondary AML). Immunophenotyping and PCR (qualitative and
quantitative) analysis from bone marrow at diagnosis and in the
follow-up phase were performed at the Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau (HSCSP) lab in Barcelona. Conventional
karyotype was established using standard methods. The defini-
tion of a cytogenetic clone and descriptions of karyotypes
followed the International System of Human Cytogenetic
Nomenclature.?' The FLT3 internal tandem duplication (FLT3-
ITD™), point mutations in the tyrosine kinase domain of FLT3
(D835), and MLL rearrangements were also centrally analyzed
at the HSCSP in Barcelona following well-established proto-
cols.?2?3 The white blood cell count (WBC), FAB diagnosis,
clinical and outcome data were collected for each patient.

Treatment strategy

Patients included in the LMA-99 protocol were uniformly
treated in accordance with the following schedule: one or two
(if CR was not achieved with one chemotherapy course) cycles
of induction therapy with IDICE (idarubicin, 12 mg/m2 days 1, 3
and 5; etoposide, 100mg/m? days 1, 2 and 3 and cytarabine,
500 mg/m2/12 h days 1, 3, 5 and 7). Patients who achieved a
morphologic CR received one course of intensification treat-
ment consisting of cytarabine (500 mg/m?®/12h days 1-6) and
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mitoxantrone (12 mg/m” days 4-6). Patients in CR were then
allocated to different risk groups according to their karyotype
and the number of induction therapy courses required to
achieve CR. The good prognosis group included patients with
inv(16) or t(8;21). These patients were treated with high-dose
cytarabine (HDAC; 3 ¢/m“/12h days 1, 3 and 5) and were not
considered for transplant in first CR.

Patients enrolled in the LMA-94 protocol received one or two
courses of induction therapy with ICE (idarubicin 10 mg/m? days
1, 3 and 5; cytarabine 100 mg/m? on continuous infusion days
1-7; etoposide 100 mg/m? days 1-3). Patients in CR received the
same intensification treatment as that used in the LMA-99
protocol. Patients with inv(16)/t(8;21) were treated with HDAC.

Pediatric patients were treated according to SHOP-LANL-96
(n=1) and SHOP-LANL-2001 (n=2) protocols and all of them
received an autologous stem cell transplant (auto-SCT) as
intensification therapy.

Two out of three patients with secondary AML were treated
according to the LMA-99 protocol and the remaining patient
received an allogeneic stem cell transplantation with reduced
intensity conditioning as first treatment.

Immunophenotypic analysis at diagnosis

The immunophenotype was performed on erythrocyte-lysed
whole bone marrow (BM) samples obtained at diagnosis in 57
patients, 26 t(8;21) and 31 inv(16). Antigenic expression of
leukemic cells was systematically analyzed by multiparametric
FC using triple stainings with the following fluorochrome-
conjugated (fluorescein isothiocyanate, FITC; phycoerythrin, PE;
peridinin-chlorophyll protein, PerCp or phycoerythrin-cyanine
5, PE/Cy 5) combinations of monoclonal antibodies: CD15/
CD34/HLA-DR,CD10/CD20/CD19,CD2/CD33/CD19, (CD22/
CD13/CD3, CD7/CD117/CD45, CD66/CD56/CD64,CD36/GA/
CD45,CD34/CD41/CD45,CD34/CD11b/CD45,CD4/CD123/
HLA-DR, CD14/CD135/CD45, CD5/CD16/CD45, MPO/CD79a/
CD3, TdT/MPO and lysozyme/lactoferrin/CD3. The acquisition
and analyses were performed on a FACS Calibur flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). At least 10000 events/
tube were measured. Analytical gates were established accord-
ing to CD45 reactivity and to FSC/SSC patterns. The PAINT-A-
GATE PRO™ software program (BDIS) was employed for
subsequent data analysis.

MRD analysis by flow cytometry
The MRD study was performed in BM samples from patients in
CR at different time points during and after therapy.

The strategy for MRD detection was based on detection of
cells expressing an aberrant phenotype: asynchronous antigen
expression, antigen overexpression and abnormal light scatter
pattern. Monoclonal antibody combinations used in all cases
were: CD15/CD34/HLA-DR, CD34/CD33/CD19, CD15/CD117/
CD45 and CD34/CD123/HLA-DR. These combinations
included immature and myeloid markers commonly expressed
in most AML cases.”*?° Table 2 summarizes the most frequent
aberrant phenotypes identified at diagnosis. In inv(16) and
t(8;21) AML, CD34 and CD123 positivity were found in all cases
whereas CD117, CD33 and HLA-DR showed positivity in
92-96% of cases. These four combinations were also investi-
gated in 14 BM samples obtained from healthy donors, and the
percentage of the aberrant phenotypes was measured. Evalua-
tion of cells displaying leukemia-associated phenotypes was
performed using a two-step acquisition procedure according to
previously defined methods.®?? To assess the sensitivity of this



Table 2 Distribution of aberrant phenotypes at diagnosis
No. of cases  No. of cases
AML1/ETO CBFbeta/MYH11
(%) (%)

Aberrant phenotypes (n=26) (n=37)
Crosslineage antigen expression

CD2 — 14 (45)

CDh7 — 1(3)
Antigen overexpression

CD34 26 (100) —

CD33 5(19) 6 (19)

CD13 — 11 (35)
Antigen underexpression

CDS3 2 (8) 2 (6)

CD13 14) —
Asynchronous antigen expression

CD34* CD117* CD15* 17 (65) 24 (77)

CD34" CD117* CD56* 14 (54) —

CD34" CD117* CD36* 14 17 (55)

CD34" CD117* CD33+ HLA-DR™ — 3 (10)

CD34* CD33* CD13~ 14 —

CD34" CD13* CD33~ 2 (8) 2 (6)

CD34" CD14* 14 5 (16)

CD34+ CD123* HLA-DR™ — 3 (10)
Aberrant light-scatter patterns

CD123" low FSC/SSC 26 (100) 31 (100)

approach, we performed serial dilutional experiments of
leukemic cells with normal BM cells. The detection limit ranged
from one leukemic cell among 10 000 normal BM cells (107 to
one neoplastic cell among 100000 normal cells (107°).°

Qualitative RT-PCR and RQ-PCR
Mononucleated BM cells from patients were isolated using
Lymphoprep®™ (Nycomed Pharma, Oslo, Norway). Total RNA
was extracted with Trizol (Gibco BRL, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) and quantified by spectrophotometry, and input amount
was optimized for retrotranscription. RT-PCR was performed on
1 ug of total RNA according to Biomed | recommendations.'®
Qualitative RT-PCR was routinely performed at diagnosis and
during follow-up using the protocols designed by the European
Biomed Group.'® The ABL housekeeping gene was amplified as
an internal control to check the RNA quality of each sample.
Quantitative CBFbeta/MYHT11 (types A, D and E) and AML1/
ETO transcript levels were determined by RQ-PCR at diagnosis
and in the follow-up according to methods developed by the
European Concerted Action of the Europe Against Cancer
Program?® using the ABI PRISM 7700 Sequence Detector
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The PCR reaction
was carried out in a 25 ul reaction with 5 ul of cDNA, 12.5 ul
(2 x) Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems),
300nMm of primers and a 200nM concentration of CBFbeta/
MYH11 and ABL probes. A 100 nm concentration was used for
the AMLI1/ETO probe. The reaction conditions were 50°C for
2min and 95°C for 10 min, followed by 50 cycles of 95°C for
155 and 60°C for 1 min for annealing and extension. Both PCR
reactions had a sensitivity of 107°. All RQ-PCR experiments
were performed in duplicate. The determination was repeated in
cases with an outlying value. Standard curves for CBFbeta/
MYH11, AML1/ETO and ABL were obtained using a dilution
series of plasmids (Ipsogen, Marseilles, France). Fusion transcript
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values obtained were normalized with respect to the number of
ABL transcripts and expressed as fusion-gene copy number per
10* copies of ABL.

The estimated cutoff G value of negativity was 40 for AML1/
ETO and 39 for CBFbeta/MYH11. These values were employed
to establish the MRD sensitivity. Sensitivity level for each time
point (induction, intensification and at the end of treatment) was
assessed according to the method proposed by Biomed:
SENS=—logio (NCN, normalized copy number) —logo
(CGCN, control gene copy number).?®

Statistical analyses

CR and relapse were defined according to the criteria of the
National Cancer Institute-sponsored workshop on AML.>’
Overall survival (OS) was measured from the date of enrollment
until date of death and leukemia-free survival (LFS) for patients
who achieved CR was measured from the date of CR to relapse
or death. OS and LFS were plotted by the Kaplan—Meier method;
differences between curves were analyzed by the log-rank test.
The probability of relapse was calculated using cumulative
incidence estimates and taking into account the competing risk.
Univariate analyses of disease relapse were performed with
univariate Cox models. For descriptive statistics, median, range
and mean, or percentage of cases were calculated. Antigenic
expression variability (positive vs negative) and other categorical
variables were evaluated with Fisher’s exact test. The Mann—
Whitney U test was employed to compare continuous variables.
A P-value <0.05 was considered significant.

Results

Follow-up and survival

The median follow-up for alive patients was 34 months (range:
5-108). Results of induction therapy were as follows: CR was
obtained in 55 patients (84%); resistant disease was observed in
three patients (5%) and seven patients (11%) died due to
complications related to induction treatment.

Seven of 30 t(8;21) patients and 14 of 35 inv(16) patients died,
resulting in an estimated OS after 2 years of 72 and 64%,
respectively.

Of the 28 t(8;21) and 27 inv(16) patients achieving CR after
induction therapy, seven and 10 patients relapsed, whereas
three inv(16) patients died in first CR from treatment-related
complications. In all, 21 t8;21) and 14 inv(16) patients
remained in continuous CR. The estimated LFS at 2 years was
73 and 50% in the t(8;21) and inv(16) groups, respectively.
These differences between the two groups of patients were not
statistically different.

Of 55 patients achieving CR after induction therapy, 53
received intensification treatment; one t(8;21) patient did not
receive this treatment due to relapse and the other had a
secondary inv(16) AML and underwent an allograft as a first
treatment. In all, 52 of the 53 patients that received intensifica-
tion completed the assigned treatment: HDAC (n=45), allo-SCT
(n=2) and auto-SCT (n=5).

Molecular analysis

Qualitative RT-PCR was performed at diagnosis in 55 patients as
follows: 25 cases with AML1/ETO and 30 with CBFbeta/MYH11
rearrangements. The transcript types identified in CBFbeta/
MYHT11 patients were type A (n=26, 87%), type D (n=2, 7%),
type E (n=1, 3%), and, in one case, a new in frame transcript
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including a fragment of exon 5 and 7 of MYH11 (Figure 1). This
new transcript (Z) seems to be the largest described until now.?®
RQ-PCR was performed at diagnosis in 50 patients: 22 t(8;21)
and 28 inv(16). The AMLI/ETO/ABL transcript copy
number x 10* mean was 43710 (range: 15700-135000) and
the CBFbeta/MYH11/ABL transcript copy number x 10% was
14050 (range: 1400-58862). The mean value of the transcript
number at diagnosis was higher for t(8;21) patients than for
patients with inv(16) (P=0.006). Interestingly, the patient with
the lowest CBFbeta/MYH11 transcript level corresponded to a
previously reported masked inv(16).2% No significant differences
were observed in the level of fusion gene transcript expression at
presentation between patients who relapsed and those who
remained in CR.

MRD assessment by FC

MRD was monitored in CR patients by FC in 173 follow-up
samples obtained at different treatment time points: 40 after
induction therapy, 30 after intensification therapy, 30 at the end
of assigned chemotherapy treatment and 73 in subsequent
controls. The mean amount of MRD detected was 1.15%
(median: 0.8%, range: 0-6%) after induction, 0.2% (median:
0.05%; range: 0-1.2%) after intensification and 0.1% (median:
0.01%; range: 0-1%) at the end of treatment. No significant
differences were found between relapsed and nonrelapsed
patients in the mean amount of MRD detected, neither after
induction (1 vs 1.5%) nor after intensification (0.18 vs 0.23%).
The mean amount of MRD detected at the end of treatment in
patients who relapsed was higher than for patients in continuous
CR: 0.3 vs 0.08%, respectively (P=0.002). The mean MRD
level after induction therapy was higher for t(8;21) patients than
for those with inv(16): 1 vs 0.57% (P=0.002).

A cutoff level >1% after induction therapy and >0.1% after
intensification and at the end of treatment correlated with a
higher number of relapses (Table 3). MRD at the end of
treatment was especially relevant because the CIR was 67% for
patients with a level >0.1 and 21% for patients with a level
<0.1% (P=0.03) (Figure 2).

Il i | | .

III| .!-rll -'I | Il|.| _"I i I I .III'I [ |

| I "Rl I | 1l ' |

SRRV LSOt L
Figure 1 Z transcript: a new and large CBFbeta/MYH11 transcript
including a segment of exon 5 of MYHT11 gene detected in de novo
AML. Quantitative PCR products obtained using the CBFbeta/MYH11
type E primers were loaded on a 2% agarose gel and stained with
ethidium bromide (upper left). MW: molecular weight marker. Lane 1
disclosed an abnormal and larger fragment (265 bp) which was
sequenced using forward and reverse primers. Lanes 2 and 3
corresponded to typical type E CBFbeta/MYH11 transcripts (131 bp).

Lane 4: negative control. Direct sequencing revealed a cryptic splice
site on exon 5 of MYH11T (right).
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This was also true when t(8;21) and inv(16) patients were
considered separately. The CIR according to MRD detected at
the end of treatment for t(8;21) patients (n=16) was 67% when
MRD was >0.1 and 15% when MRD was <0.1% (P=0.1), and
for inv(16) patients (n=14) it was 67 and 28% (P=0.1),
respectively. The MRD level identified after intensification was
important for outcome in inv(16) patients: the OS was 100% for
patients with MRD <0.1% (n=11) and 34% for patients with
levels >0.1% (n=7) (P=0.02).

Patients with an MRD level >0.1% at any time between the
completion of treatment and last follow-up had a higher risk of
relapse than patients with MRD levels <0.1%; the CIR was 51
and 17%, respectively (P=0.06) (Table 3). This was especially
important for inv(16) patients: 80% of patients with value
>0.1% relapsed vs 15% of patients with levels <0.1%
(P=0.02).

Table 3~ Cumulative incidence of relapse according to FC MRD
identification in CR samples

Flow cytometry MRD (%) Relapse Relative  P-value
cumulative risk
incidence at  (CI95%)
2 years (%)
Induction, median 0.8 (0-6)
(range)
<1% 29 (72) 33 1.5 (0.5-4.5) 0.45
>1% 11 (28) 45
Intensification, 0.1 (0-1.2)
median (range)
<0.1% 17 (57) 30 2.1 (0.6-6.9) 0.22
>0.1% 13 (43) 46
End of treatment, 0.1 (0-1) 21 4.5(1.2-17) 0.03
median (range)
<0.1% 24 (80) 67
>0.1% 6 (20)
End of 0 (0-1)
treatment+follow-up,
median (range)
<0.1% 24 (67) 17 3.4 (0.9-12) 0.06
>0.1% 12 (33) 51
1.0
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Figure 2 Prognostic value of a 0.1% cutoff value of MRD assessed by
FC in AML with (8;21) and inv(16). Cumulative incidence of relapse
according to MRD detected by FC at the end of chemotherapy
treatment.



MRD assessment by RQ-PCR

MRD was monitored in CR patients by RQ-PCR in 153 follow-
up samples obtained at different treatment time points: 31 after
induction therapy, 23 after intensification therapy, 23 at the end
of assigned treatment and 76 in subsequent follow-up. The
mean copy number of fusion transcripts detected after induction
was 779 (median: 20; range: 0.001-20700), 26 after intensifica-
tion (median: 3.2; range: 0.001-228) and 23 at the end of
treatment (median: 3.3; range: 0.001-196). The mean copy
number of fusion transcripts was higher in CR samples of
patients who relapsed than in CR samples of patients remaining
in continuous CR: 2385 for relapsed patients vs 122 for
continuous CR patients (P=0.001) after induction; 56 vs 7.6
after intensification (P=0.0001), and 75 vs 3.3 at the end of
treatment (P=0.0001).

After induction, five out of 12 (CIR 58%) patients with more
than 100 fusion transcript copies relapsed whereas five out of
19 (CIR 35%) with fewer than 100 fusion gene copies relapsed
(P=NS). After intensification, a threshold of 10 fusion
gene copies was used and although patients with more than
10 copies relapsed more frequently than patients with fusion
gene copies <10, differences did not attain statistical signifi-
cance (Table 4). Finally, at the end of treatment, three out of four
patients with more than 10 fusion transcript copies relapsed,
whereas only four out of 19 patients with <10 copies relapsed,
resulting in an CIR of 75 and 21%, respectively (P=0.04)
(Figure 3).

The persistence of more than 10 chimeric gene transcript
copies at the end of treatment was associated with a high risk
of relapse both in t(8;21) (CIR was 50% for patients with
> 10 copies and 14% for those with <10 copies; P=0.2) and
in inv(16) (CIR was 100 and 26%, respectively; P=0.06)
patients.

Analysis of follow-up samples obtained from the end of
chemotherapy until the last control revealed that patients
who had >10 copies at any time during the follow-up had
a significantly higher risk of relapse than patients who
always had levels <10. The CIR at 2 years was 78% for
patients with >10 copies and 13% for patients with <10
(P=0.002). This was relevant for inv(16) patients because
all inv(16) patients with more than 10 copies at the end
of treatment or in ensuing controls relapsed, whereas two of
five t(8;21) patients with >10 (Ct=35.4) transcript copies
analyzed following the BIOMED protocol were in CR after
1 and 4 years, respectively.
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In tandem MRD analysis by FC and RQ-PCR

In 35 patients, 16 with t(8;21) and 19 with inv(16), MRD was
assessed by FC and RQ-PCR at the same time point. A total of 74
samples were analyzed by both methods. The concordance rate
was 67%: in 32 cases MRD was detected by both methods and
in 18 samples MRD was ruled out by a negative result with the
two tests. In five samples MRD was detected exclusively by FC
and in 19 samples MRD relied exclusively on a positive RQ-PCR
result (Table 5). MRD was identifiable in a larger number of
samples with the combined use of both techniques. Only two of
13 patients with less than 0.1% of MRD detected by FC and less
than 10 fusion gene copies detected by RQ-PCR at the end of
treatment relapsed; one patient had a type D CBFbeta/MYH11
transcript and the other presented a level >10 in the follow-up
sample obtained 1 month later. The CIR at 2 years for patients
with MRD <0.1% by FC and <10 fusion gene copies at the end
of treatment was 14 and 63% for patients with MRD >0.1% by
FC and/or >10 by RQ-PCR (P=0.03).

Discussion

Leukemic cells which remain undetected after chemotherapeu-
tic treatments are responsible for relapse in AML patients.
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Figure 3 Prognostic value of a >10 copies cutoff value of MRD
assessed by RQ-PCR in AML with t(8;21) and inv(16). Cumulative
incidence of relapse according to MRD detected by RQ-PCR at the
end of treatment.

Table 4 Cumulative incidence of relapse rate according to RQ-PCR MRD identification in CR samples
RQ-PCR MRD (%) Relapse cumulative Relative P-value
incidence at 2 years (%) risk (C195%)

Induction, median (range) 20 (0.001-20700)
<100 19 (61) 35 1.5 (0.4-5) 0.5
>100 12 (39) 58

Intensification, median (range) 3.2 (0.001-228)
<10 14 (61) 36 2.2 (0.6-7.3) 0.1
>10 9 (39) 70

End of treatment, median (range) 3.3 (0.001-196)
<10 19 (83) 21 4.9 (1-22) 0.04
>10 4(17) 75

End of treatment+follow-up, median (range) 0.01 (0.001-109)
<10 24 (73) 13 8.9 (2.2-35) 0.002
>10 9 (27) 78
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Table 5

Comparative results of MRD detected by FC and RQ-PCR in each time-point

Induction (n=231)

Intensification (n=22)

End treatment (n=21) Total (n=74)

FC+ (%) FC- (%) FC+ (%) FC- (%) FC+ (%) FC- (%) FC+ (%) FC- (%)
RQ-PCR+ (%) 1(68) 5 (16) 7 (32) (32) 4(19) 7 (33) 32 (43) 19 (26)
RQ-PCR— (%) 2 (6) 3(10) 29 (27) 1) 9 (43) 5(7) 18 (24)
Concordance (%) 24 (77) 13 (59) 13 (62) 50 (67)

FC: flow cytometry. Positive if present, negative if absent. FC sensitivity: 10~ for each time point.
RQ-PCR: real-time RT-PCR. Positive if Cy <40 for AML1/ETO patients and <39 for CBFbeta/MYH11 patients.
RQ-PCR sensitivity: induction 10742 (10732-107%"), intensification 10~*' (1073*-1075), end of treatment 10~*2 (10734-10"*9),

Multiparametric flow cytometry and molecular methods based
on chimeric gene fusions are the preferred techniques in MRD
studies.®'"123933 Both methods have their limitations. FC may
be applied to most AML cases and has the capacity to assess the
status of nonleukemic compartments in the sample. Never-
theless, it requires a relatively large panel of monoclonal
antibodies to detect the most common immunophenotypic
aberrations, and also a certain degree of expertise. Sensitivity
(i.e. the ability to detect a neoplastic cell in a mixed population
of normal cells) is lower than for RT-PCR and it may
consequently fail to detect a small residual tumor burden,
leading to false-negative results. RT-PCR interpretation is easier
and can detect one leukemic cell in 10°~10° normal cells. Real-
time RT-PCR has been successfully applled to the follow-up of
t(8;21) and inv(16) AML patients.' 1230333

The presence of MRD has been associated with an increased
risk of relapse in most clinical studies.®™'® In our series we
demonstrated that both FC and RQ-PCR may provide comple-
mentary information in the MRD follow-up of t(8,21) and
inv(16) AML patients. Previous studies using multiparametric FC
have shown the prognostic value of MRD identification after
AML treatment. FC has been proposed as a valuable tool to
stratify the risk of relapse after induction and it has also been
correlated with OS in some studies.®'® Data obtained from
patients with CBF leukemias suggest that MRD levels after
induction therapy failed to detect patients at high risk of relapse.
Our results support earlier findings from studies suggesting the
amount of MRD detected by FC at the end of the planned
treatment is associated with a high risk of relapse. The cutoff
level of >0.1% at this time point has also been proposed by
other authors.'®

RQ-PCR can determine the amount of leukemic fusion
transcripts arising from chromosome translocations. PCR eva-
luation of CR samples has been successful in other leukemia
types. Molecular methods have been widely used to identify
patients at risk in acute promyelocytic leukemia and acute
lymphoblastic leukemia.**=” RQ-PCR have not been routinely
applied to detect AMLT/ETO and CBFbeta/MYH11 fusion genes
in large clinical protocols. BIOMED standardization efforts
represent a major advance in implementing these techniques in
clinical studies.'®?® Using conventional nested RT-PCR assays,
most authors have found AMLI/ETO transcripts in patients in
CR, even many years after therapy has ended.'*'®"”33 These
results may be explained in the light of our findings; AMLT-ETO
long survivors may harbor a relatively high number of copies
(>10 copies). In the case of inv(16), standard nested RT-PCR
studies have produced conflicting results: about 20-30% of
PCR-negative patients eventually relapsed and few long-term
survivors achieved PCR negativity.'''>3°

Threshold levels that identify patients with a high risk of
relapse have been reported by different authors for inv(16) and
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(8;21) AML cases.'""'?3938 We tried to define a threshold for
each treatment point, but in early phases of CR we were unable
to find differences between relapsed and nonrelapsed patients.
In contrast, at the end of the planned treatment a cutoff of copy
number >10 was found to be useful to discriminate between
patients with high and low risk of relapse. These results are in
agreement with previous data reported for inv(16) patients by
other groups.'''?3° The clinical relevance of this value is
emphasized by the fact that only three patients with fewer than
10 copies have relapsed. We found that most inv(16) patients
who remained in continuous CR achieved a PCR level of
1 copy. Most importantly, they maintained this level for a long
time whereas most relapsed patients did not achieve the
threshold of 1 copy (only two relapsed patients reached this
level). In contrast, we observed levels > 10 copies in the follow-
up of t(8;21) patients in continuous CR.

We found a strong concordance between the two MRD
methods. Discordant cases may be of special interest as is
exemplified by the inv(16) patient with a new transcript reported
herein. CBFbeta/MYH11 rearrangements are heterogeneous and
may escape conventional molecular methods. FC results are of
special concern in this setting. The combination of two
techniques and the future establishment of thresholds may
facilitate the introduction of therapeutic changes based on MRD
results.>”>? In our series, only two patients with values of less
than 0.1% by FC and <10 copies at the end of treatment
relapsed and both patients had an inv(16). Strict follow-up was
available in one of these two cases. In this patient, relapse was
preceded by an increase in the tumor burden detected by FC
and RQ-PCR.

In accordance with our results, it seems appropriate to
investigate the MRD status at the end of the chemotherapy
treatment. Future prospective studies should solve this issue.
In conclusion, MRD analysis represent a feasible strategy to
stratify AML patients with favorable cytogenetics. Standardiza-
tion and simplification of analytical methods will enhance their
use in ongoing and future clinical trials.
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4.3. ANEXOS

En el siguiente apartado se describen los resultados de un articulo publicado referente a
la caracterizacion inmunofenotipica de las LMA al diagnéstico y al significado prondstico

de la expresion de algunos antigenos.
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4.3.1. TRABAJO SOBRE CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS LMA

AL DIAGNOSTICO

Adverse prognostic impact of CD36 and CD2 expression in adult de novo acute
myeloid leukemia patients.

Leukemia Research 2005; 29: 1109-1116.

En 266 pacientes adultos (<60 afios) diagnosticados de LMA de novo e incluidos en el
protocolo LMA-99 se realiz6 un estudio de las caracteristicas inmunofenotipicas de la
poblacién bléstica al diagndstico mediante CF y se evalud la implicacién prondstica de la
expresion de determinados marcadores inmunoldgicos en estos pacientes. El estudio
inmunofenotipico se realiz6 en médula 6sea utilizando un amplio panel de combinaciones

triples de anticuerpos monoclonales. Los resultados de este estudio se describen a

continuacion:

- El fenotipo mas comun en los pacientes con LMA de novo del adulto fue: CD34+,
HLA-DR+, CD13+, CD33+, CD117+, CD123+ y MPO+.

- El antigeno CD2 fue positivo en 21 casos (8%) y se asocidé a la presencia de una
inv(16) en 8 casos (38%). Se objetivd que la SG de los pacientes CD2+ fue inferior
que la de los pacientes con CD2 negativo y esto fue a expensas de una baja
probabilidad de alcanzar RC en los pacientes CD2+/inv(16)-: s6lo 1 de los 13
pacientes alcanzé la RC. La buena evolucién de los pacientes con inv(16) no se vio
afectada por la positividad del CD2.

- El antigeno CD36 se expresé en 98 pacientes con LMA (37%). La positividad de este
marcador se asocié con mayor leucocitosis al diagndstico, con subtipos de la FAB M4-

M5 y a la presencia de una +8 (7 de los 8 pacientes con +8 presentaron positividad
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del CD36). Cabe destacar que los pacientes con CD36+ presentaron una menor SG y
SLE y un mayor riesgo de recaida.

- En los andlisis multivariados, la expresion de CD2 se asocid con una menor
probabilidad de alcanzar RC, junto con la positividad de CD7 y la citogenética al
diagndstico. La expresion de CD36 y la citogenética al diagnéstico se correlacionaron
con una menor SG y SLE.

- La expresion de CD2 y CD36 al diagnostico podrian proporcionar informacion

pronéstica relevante en los pacientes adultos con LMA de novo.
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Abstract

Background and objectives: A consecutive series of acute myeloid leukemias (AML) patients was analyzed in conditions which reduce the
inter-assay variations (the same flow cytometer, the same observers and the same panel of monoclonal antibodies) in order to investigate the
prognostic information provided by flow cytometry.

Design and methods: Two hundred and sixty-six bone marrow (BM) samples from 326 patients enrolled in the LMA-99 protocol from the
CETLAM group were studied by multiparametric flow cytometry. Immunophenotyping studies were performed on erythrocyte-lysed BM
samples. Antigen expression of leukemic cells was analyzed using triple stainings with fluorochrome-conjugated combinations of monoclonal
antibodies.

Results: CD2 was positive in 21 cases (8%); an associated inv(16) was detected in eight CD2+ cases (38%). Two-year overall survival (OS)
rate for CD2+/inv(16)+ patients was 75%, whereas it was 0% for CD2+/inv(J@tients and 47% for CD2patients (p=0.0001). CD36

was expressed in 37% of patients{88). Two-year leukemia-free survival (LFS) rate was 34% for CD36+ patients and 55% for CD36—
patients (p=0.001). In the multivariate analysis, CD2+ (RR = &4;0.0001) and adverse karyotype (RR = 1(.2;0.0001) were associated

with a lower CR rate, CD36+ (RR=1.p=0.03), CD2+ (RR =2p =0.04) and adverse karyotype (RR 34 0.0001) were associated with

a lower OS and CD36+ (RR =2;=0.002) and adverse karyotype (RR = $5;0.005) predicted a lower LFS.

Conclusions: CD2+ patients had a very poor OS when CD2/inv(16)+ cases were excluded. CD36 and CD2 expression at diagnosis can
provide prognostically important information in adult de novo AML.

© 2005 Published by Elsevier Ltd.

Keywords: AML,; Prognostic factors; CD36; CD2; CD7

1. Introduction myeloid leukemias, and to detect the lineage infidelity, the

maturational asynchrony and the abnormal antigenic expres-
Acute myeloid leukemias (AML) are a heterogeneous sion, which can be used in minimal residual disease studies

group of diseases with respect to their pathogenesis, natura[4,5].

history and prognosis. Immunophenotyping findings provide  Despite these improvements, the prognostic value of

valuable information to establish the AML diagnogis-3]. immunophenotyping in AML remains controversial. Some

The combination of surface and intracellular antigen analysis studies have failed to show any significant association

using flow cytometry allows to distinguish lymphoid from between immunophenotype and the response to chemother-
apy and survival, whereas others have shown an adverse

* Corresponding author. Tel. +34 93 2919000x23509; fax: +3493 2919192, Prognosis associated with expression of antigens, such as
E-mail address: jfnromde@santpau.es (J.F. Noméejl terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT), CD7, CD34 or

0145-2126/$ — see front matter © 2005 Published by Elsevier Ltd.
doi:10.1016/j.leukres.2005.02.015
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CD56. These studies are prone to reproducibility difficulties achieve CR. The good prognosis group included patients with
mostly attributable to technical constraints (different clone inv(16) ort(8;21). These patients were treated with high-dose
and fluorochromes, analysis procedurgs®,6—10]and to cytarabine (HDAC) and were not considered for transplant
the impact of other prognostic factors, such as cytogenetics,in first CR. Patients included in the intermediate prognosis
early blast clearance and molecular findings (FLUT3)-14]. group were those with a normal karyotype (analyze2D
In this report, we analyzed the immunophenotypic find- metaphases) who only needed one induction therapy course
ings in 266 adult patients with de novo AML included in a to achieve CR. These patients received an autologous stem
multicenter trial in conditions which minimize the interassay cell transplant (auto-SCT). Finally, the poor prognosis group
variations; the same panel of monoclonal antibodies was usedncluded patients with cytogenetic abnormalities other than
throughout the study, the same flow cytometer was employedinv(16)/t(8;21) and/or patients with a normal karyotype that
and all analyses were performed by the same two observersrequired two induction therapy cycles to achieve CR. These
patients received an allogeneic stem cell transplant (allo-
SCT)ifan HLA sibling donor was available, or an autologous

2. Patients and methods transplant in those cases without HLA sibling donor. Patients
without available karyotype (not performed or no mitosis) or
2.1. Patients with fewer than 20 metaphases were also included in the poor

prognosis group.

Between November 1998 and July 2003, 326 adultpatients  After induction therapy, 193 (73%) patients achieved a
with de novo AML were included sequentially in a multicen- CR. According to the LMA-99 protocol, 31 patients received
ter LMA-99 protocol from the CETLAM (Grupo Cooperativo HDAC and 121 received a stem cell transplant (77 auto-
para el Estudio y Tratamiento de las Leucemias agudas ySCT and 44 allo-SCT). The remaining 41 CR patients were
Mielodisplasias) study group. The protocol inclusion criteria not transplanted for different causes: pre-transplant relapse
comprised patients with age60 years and first diagnosis (n=19), contraindication (& 18) or mortality related to the
of de novo AML, excluding acute promyelocytic leukemia intensification therapy (& 4).
and secondary AML. A bone marrow sample at diagnosis
for immunophenotyping study was available in 266 of 326 2.3. Immunophenotyping
patients and only these patients were eligible for the present
study. Immunophenotyping was centrally performed in the  The immunophenotype was performed on erythrocyte-
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (HSCSP) in Barcelona.lysed bone marrow samples obtained at diagnosis. The
Flow cytometry results were analyzed twice and concordancenumber of cells was quantified by microscopy and
between the results for each antigen was checked. Standar@djusted to I 10° in each tube. Antigenic expres-
karyotyping was performed in each participating center and sion of leukemic cells was analyzed by triple fluo-
was available in 254 patients (95%). The definition of a rochrome (fluorescein isothiocyanate, FITC; phycoerythrin,
cytogenetic clone and descriptions of karyotypes followed PE; peridinin—chlorophyll protein, PerCP or phycoerythrin—
the International System of Human Cytogenetic Nomencla- cyanine 5, PE/Cy 5) conjugated monoclonal antibody
ture [15]. FLT3 internal tandem duplication (FLT3-ITD, combinations as follows: CD15/CD34/HLA-DR, CD10/
AML1-ETO, CBFb-MYH11 and MLL rearrangements were CD20/CD19, CD2/CD33/CD19, CD22/CD13/CD3, CD7/
also centrally analyzed at the HSCSP in Barcelona follow- CD117/CD45, CD66/CD56/CD64, CD36/glycophorin A
ing well-established protoco]$6—19]. The white blood cell  (GA)/CD45, CD34/CD41/CD45, CD34/CD11b/CD45,
count (WBC), FAB diagnosis, clinical and outcome datawere CD4/CD123/HLA-DR, CD14/CD135/CD45, CD5/CD16/

collected for each patient. CD45, myeloperoxidase (MPO)/CD79a/CD3, TdT/MPO
and lysozyme/lactoferin/CD3.
2.2. Treatment strategy The clones used in the study were: CD22 (4KB128

FITC), GA (JC159 PE), CD41 (5B 12 PE), CD79a (HM57
All patients (except one case) were uniformly treated fol- PE), CD20 (B-Lyl PE), CD66 (Kat4c FITC), TdT (HT-
lowing the LAM-99 protocol consisting of one ortwo (ifcom-  6FITC), CD117 (10402 PE), CD64 (10.1 PerCP), CD19
plete remission (CR) was not achieved with one chemother- (HD37 PE/Cy5) and MPO (MPO-7 FITC, PE) from DAKO,
apy course) cycles of induction therapy with IDICE (idaru- Glostrup, Denmark; CD34 (8G12 FITC, PE), HLA-DR
bicin, 12 mg/n? days 1, 3 and 5; etoposide, 100 md/days (L243 PerCP),CD10 (W8E7 FITC),CD2(S5.2FITC),CD33
1, 2 and 3 and cytarabine, 500md@/2h days 1, 3, 5 (P67.6 PE), CD7 (4H9 FITC), CD45 (2D1 PerCP), CD13
and 7). Patients who achieved a morphologic CR received (L138 PE), CD14 (MOP9 FITC), CD3 (SK7 PerCP), CD4
one course of intensification treatment consisting of cytara- (SK4 FITC), CD5 (L17F12 FITC), CD56 (MY31 PE), CD16
bine (500 mg/r/12 h days 1-6) and mitoxantrone (12mg/m (3G8 PE) and CD11b (D12 PE) purchased from Becton
days 4, 5 and 6). Patients in CR were then allocated to differ- Dickinson, San Jdas California, USA (BDIS); CD15 (CYT-
ent risk groups according to the karyotype (CETLAM crite- 15F4 FITC) and CD36 (CYT-36F FITC) from Cytognos,
ria) and the number of induction therapy courses required to Salamanca, Spain; lysozyme (LZ.2 FITC), lactoferin (3C5
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PE) and CD135 (BV10A4H2 PE) from Caltag Laboratories, Tablel o o
Burlingame, USA; CD123 (9|:5 PE) from Pharmigen, San Main clinical and biological characteristics

1111

Diego, CA, USA. Whole series

Eligible patients

The acquisition and analyses were performed on a FAC- (n=326) (n=266)
SCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, Age, median (range) (years) 45 (16-60) 44 (16-60)
USA). At least 10,000 events/tube were measured. Analyti- >50 years (%) 118 (36) 93(39)
cal gates were established according to CD45 reactivity andSex (%)
to FSC/SSC patterns. The PAINT-A-GATE PR@oftware Male 188 (58) 154 (58)
program (BDIS) was employed for subsequent data analysis. Female 138 (42) 112 (42)
The positivity threshold was 20% for all markers except for WBC? (x10°/)
intracellular/intranuclear markers and for CD117, for which ~ Median (range) 185(0.8-410)  18(0.8-410)
a 10% value was used. FAB classification (%)

Mo 21 (6) 15 (6)
; M 62 (19) 50 (19)
2.4. TCR analysis Mo 75 (23) 61(23)
] _ _ My 55 (17) 44 (16)

T-cellreceptor (TCR) status was investigated in DNAfrom v, 15 (4) 11 (4)

BM samples at diagnosis. PCR amplification was performed Ms 74 (23) 66 (25)
using a multiplex master mixed target conserved regions Ms 7(2) 6(2)
flanking the CDR-3 region of TCR (Tube A: VylIf and '\A/',\7/|L+dysplasia ;8 28
Vv10 pnimers+Jyl.1/2.1 andJyl.3/2.3and Tube B:Vy9and . classified 6(2) 5(2)
Vv11 primers+Jy1.1/2.1 and Jy1.3/2.3) and T@KTube Cytogenetics (%) 312/326 (95) 2541266 (35)
. H . 0
A._23VB + 6\13_1 and 3JB32 primers e_lnd Tube B: 23_\*‘&\132 Normal (>metaphases) 120 (38) 99 (39)
primers) obtained from InVivoScribe Technologies (Carls-  yg:o1) 24 (8) 21(8)
bad, CA, USA). PCR products were analyzed by differential  inv(16)/t(16;16) 27 (9) 22(9)
fluorescence detection using an ABI PRISM 310 Genetic Complex karyotype 31(10) 25 (10)
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). +8 N 9(3) 8(3)
Other abnormalities 53 (17) 53 (21)
o Absence of mitosis 38(12) 26 (10)
2.5. Statistical analyses
FLT3 (%) 237/326 (73) 222/266 (83)
. ) wild type 176 (74) 165 (74)

Corr_1p|ete remission (CR) and .relapse were dgflned Internal tandem duplication 61 (26) 57 (26)
according to the criteria of the National Cancer Institute- . , )
sponsored workshop on AM[20]. For statistical analysis Mbb.m) 2251326 (69) 211/266 (79)

. o ) X ild type 202 (90) 188 (89)
cytogenetic strat|f|cat|_on was established foI_Iowmg the CET-  Rearranged 23 (10) 23(11)
LAM anddtrf]e MRhC grlterw]!ll]. (I)verall sqlr\(/jlval ((f)? Wﬁs domcome ) 324/326 265/266
measured from the date of enrolment until date of death, and ™ ¢, jjete remission 237 (73) 193 (73)
leukemia-free survival (LFS) for patients who achieved CR  Fajlure 53 (16) 41 (15)
was measured from the date of CR to relapse or death. OS Death 34 (11) 31(12)
and LFS were plotted by the Kaplan—Meier method; differ- og (months) (median, range) 135 11.7 (0.03-63)
ences between curves were analyzed by the log-rank test. (0.03-67.4)
For descriptive statistics, median, range and mean or percentLFs® (months) (median, range) ~ 11.5 10.5 (0.7-59)

(0.7-63.5)

age of cases was calculated. Antigenic expression variability

(positive versus negative) and other categorical variables # WBC: white blood count.
were evaluated with the chi-square?|test. Multivariate © OS: overall survival.
analysis was performed using the Cox regression model to > leukemia-free survival
determine the independent prognostic factors for OS, LFS
and CR rate. Av-value<0.05 was considered significant.

netic analysis was available in 95% of cases. Clinical and

biological characteristics are shownTable 1.
Immunophenotypic analysis showed that almost all AML

3. Results

patients expressed CD13, CD33 and CD117 on leukemic

cells. Co-expression of these antigens was observed in 81%

3.1. Antigenic expression in AML patients

of cases whereas isolated lack of expression of any of them

was observed in 4, 5 and 5%, respectively (Table 2). CD123

Complete immunophenotype was available in 266 patients positivity was found in all the casg¢21].
(81%). Median age was 44 years with 35% of patients over

CD34 and HLA-DR were commonly detected in AML

50 years. According to the FAB criteria, the most frequent (66 and 85%, respectively), and were co-expressed in 60%
subtypes observed were M2 (23%) and M5 (25%). Cytoge- of cases. In 24 patients (9%), CD34 and HLA-DR were neg-
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Table 2 Table 3
Antigen expression in acute myeloid leukemia CD2-positive patient characteristics according to the presence of inv(16)
Antigen Positive cases (%) Antigen Positive cases (%) CD2+/inv(16)—  CD2+/inv(16)+ p-value
CD34 175/266 (66) CD36 98/266 (37) Age >50 years 1/13 5/8 0.01
CD15 162/263 (62) CD7 42/264 (16) CD15- 8/13 0/8 0.007
HLA-DR 226/266 (85) CD2 21/264 (8) CD7+ 7113 0/8 0.01
CD13 244/264 (92) CD4 83/258 (32) CD4— 12/13 3/8 0.01
CD33 249/264 (94) CD79a 0/266 (0) MPO— 7113 0/8 0.01
CD117 242/265 (91) CcD22 0/266 (0) MLL 113 o7 ns
CD123 266/266 (100) MPO 209/266 (79) .

Adverse cytogenetiés  4/13 0/8 ns
CD56 49/264 (19) TdT 30/266 (11) FLT3-ITD* 412 o7 ns

CR 1/13 6/8 0.004
MPO: myeloperoxidase; ITD: internal tandem duplication; ns: not signifi-

ative and this phenotype was associated with FLT34TD

11 cases (#0.009). CD15 expression was associated with
CD34 and HLA-DR positivity in 58% (95/162) of cases
whereas CD15 expression was associated with CD34 andy, cvtoplasmic CD3, whereas TdT were expressed in two of
HLA-DR negativity in only 3% of cases. , these cases. CD13 and CD117 were positive in all these cases.
_ CD56 was expressed in 19% of cases, CD4 in 32%, TdT \ynen we compared the OS for patients CD2+/inv(16)—,
in 11% gnd CD7 in 16% of cases. No smgle case Show_edCD2+/inv(16)+ and for CD2—patients, the worse results
expression of CD10, CD22 and cytoplasmic CD79a. No dif- \are those obtained for CD2+/inv(16)patients: 2-year OS
ferences in survival or in CR were observed according to was 0, 75 and 47%, respectively$©.0001) (Fig. 1b). The
CD56, CD34, CD15 and TdT expression. CD7 eXpression |, yer CR rate observed in CD2+ patients was attributable
was associated in univariate analysis with a lower remission '+« fatal outcome of CD2 +/inv(16)patients. TCR rear-

rate (p=0.05), unfavorable cytogenetics£.004), FLT3- rangements were studied in 12CD2+/inv(16patients. In

L A .
ITD (p=0.009), CD56 negaqwtw(- 0'00_2) and CD2 POSI"  three of these cases, a TGRrearrangement was detected
tivity (p =0.05). Inthe multivariate analysis, CD56 negativity, (25%)[22,23].

CD2 positivity and adverse cytogenetics were the only sta-
tistically significant factors associated with CD7 expression.

cant.
a According to the MRC criteria.

3.3. AML patients with CD36 expression had a poor

outcome

3.2. CD2 expression was associated with a dismal

outcome in CBFB/MYH11-patients CD36 positivity was observed in 98 cases (37%) (Table 4).

CD36+ and CD36-cases were comparable in terms of age

The CD2 antigen was detected in 21 cases (8%). It was and sex distribution. Cytogenetic analysis was available in 92

expressed in all FAB AML subtypes, but was more common of 98 CD36+ patients. Normal karyotype was present in 36

in M4 (48%, including four cases of M4 with eosinophilia) patients (39%), 14 patients had an inv(16) (15%) and CD36

and M5 (19%) cases. Univariate analysis showed a pos-was associated with t(8;21) only in one case. Other chro-

itive association between CD2 and other antigens: CD34 mosomal abnormalities were detected in 37 CD36+ cases
(p=0.002), CD7 (=0.05) and HLA-DR (;=0.05); and

a negative association with CD33 %£.003). Most CD2+ Table 4
patients were chemo-resistant to induction therapy (only Patients’ characteristics according to CD36 expression

35% of patients achieved CR versus 76% of CO#atients, CD36+ CD36— p-value
p=0.001) and most of them relapsed (74% versus 39%, age >50 years 20/98 64/168 ns
p=0.006). The 2-year OS was 31% for CD2+ patients and M4/M5 73196 48/167 0.00071
47% for CD2—patients (7= 0.01) (Fig. 1a). WBC >20 x10%/I 63/98 62/168 0.000-L
Cytogenetic analysis was available in all CD2+ patients. €P34- 43/98 48/168 0.01
Normal karyotype was present in six cases (28%), inv(16) in HLA-DR+ 92/98 134/168 0.002
_ yolyp p G0), CD15+ 84/96 78/167 0.0001
eight cases (38%), adverse karyotype according to the MRCcp117— 12/88 7/143 0.005
criteria in four cases (19%), other abnormalities in two cases cD4+ 44/94 39/164 0.0001
(9%) and the remaining patient showed no mitosis. No single +8 7192 1/163 0.004
t(8;21) patient expressed CD2. ';"LLTLS o ggg ;éﬁ Eg e
CD2+ payents were analyzed apcordlng to _the.presence OlRisk of relapse (%) 617 2045 0.002
absence of inv(16)lable 3summarizes these findings. CD7 WBC. white biood count: - mtermal tanderm dunlication: me: ot sianifi
expression was detected in 50% of CD2+/inv(1&ases Cam_'w tte blood count, THE- infefhatfandem uplication; ns: not signiti

whereas no CD2+/inv(16)+ displayed CD7 expression. NO a variaples with statistical significance in the multivariate study: CD15+
single CD2+/inv(16)—/CD7+ AML case showed positivity (RR=4.5;p=0.0001), WBC >20< 10%I (RR=2; p=0.03), +8 (RR=14;
for other T-cell lineage antigens, such as CD4, CD8, CD5 p=0.03) and M4/M5 (RR =4.77=0.0001).
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Fig. 1. (a) OS curve according to CD2 expression. (b) OS curves for CD2+ patients according to inv(16) angatiegts.

as follows: seven patients had MLL rearrangements, sevensus 56% for CD36-patientsp =0.01;Fig. 2b) and the risk
patients disclosed a +8, 10 patients had a complex kary-of relapse was higher (63% for CD36+ patients and 38%
otype and 13 showed other abnormalities. In four cases, thefor CD36—). We also analyzed survival for patients CD36+
karyotype was normal but fewer than 20 metaphases wereaccording to the presence of +8, and observed that patients
analyzed. Adverse karyotype, according to the MRC criteria, with CD36+ associated with +8 had a poorer LFS (0%) than
was not significantly associated with CD36 expression but CD36+ patients without +8 (37%p;=0.0001) (Fig. 2c).

an association between CD36+ and +8 was detected. In the

whole series, eight patients showed +8 as a single chromosoz 4 - munophenotyping findings are of prognostic

mal abnormality and CD36 was expressed in seven (87%) of ,.,;.vance in AML

these cases 0.004). In the multivariate analysis, WBC

>20x 10°/l at diagnosis, CD15 expression, M4/M5 FAB 14 assess the prognostic significance of antigenic expres-
subtypes and +8 were significantly associated with CD36 gjon jn AML, univariate and multivariate analyses were
expression. _ performed.Table 5summarizes results from these studies.
An association between FLT3-ITTand monocytic mark-  variables included in multivariate analysis were those with
ers such as CD36 has previously been repditéd In this a relevant influence on AML patients’ outcome such as age

series, FLT3-ITD was detected in 27 out of 85 CD36+ (<50 years versus >50 years), WBC at diagnosis, karyotype,

patients analyzed (32%) while in CD36atients, this muta- FLT3-ITD*, MLL rearrangement and the time to achieve
tion was found in 22% of cases. This positive association,

however, was not statistically significant. Outcome was not Table
different for QD36+ patlents according to the FLT3 status. Univariate and multivariate analysis for overall survial (OS), leukaemia-free
To establish comparisons between CD36+ and CD36— syrvival (LFS) and induction therapy failure

cases in terms of chemosensitivity, clinical response was Univariate analysis Multivariate
evaluated after induction therapy. CD36 positivity did not analysis
influence the CR rate; CR was achieved in 123/167 CD36— » RR »
patients (74%) and in 69/98 CD36+ patients (70%). No differ- Induction failure
ences in post-remission therapy between CD36+and CD36—  agdverse cytogeneti®s ~ 0.0001 10.2 0.0001
cases were observed; 64% of CD36+ patients and 62% of cb2 0.0001 8.4 0.0001
CD36—received a stem cell transplant. CD7 0.05 ns
Survival analysis was performed and, as depicted in os
Fig. 2a, the 2-year OS and LFS rates were shorter in CD36+ Adverse cytogenetiés  0.0001 4 0.0001
patients than in CD36-cases. The OS rates were 39% for ~ WBC 0.02 ns
CD36+ patients and 49% for CD36patients (= 0.02), and Cose ggg i . ggg
the LFS rates were 34 and 55%, respectively (001). A ' ' '
higher risk of relapse for CD36+ patients was also observed -FS _
(61% versus 40%; = 0.002). C\;ié/grse cytogenetiés 88206 35 25005
A normal karyotype was present in 99 cases (39%) and g 131D+ 0.003 ns
CD36 was positive in 36 (36%). Frequency of CD36 pos- cD36 0.002 1.9 0.002

itivity was the same for the entire series and for normal grrindicates relative risk; ns: not significant, only significant parameters are
karyotype subgroups (37% versus 36%). The 2-year LFS rateshown; WBC: white blood count; ITD: internal tandem duplication.
was shorter in CD36+ patients (32% for CD36+ patients ver- & According to MRC criteria.
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Fig. 2. (a) OS and LFS curves according to CD36 expression. (b) LFS curve according to CD36 expression in normal karyotype patients. (c) LFS curve for
CD36+ patients according to +8.

CR (after one or two induction therapy cours¢s2—14]. better stratification for intensity of post-induction treatment
The CD36, CD7, CD2, TdT and CD34 expression were also according to defined risk categories based on genetic cri-
included in these analyses. Using a logistic regression model,teria. However, about half of the patients do not yet have
CD2 expression and adverse karyotype at diagnosis predictedvell-recognized chromosomal or molecular abnormalities
failure to induction treatment; CD36 and CD2 positivity and and additional prognostic factors are required to optimize
adverse karyotype correlated with lower OS. CD36 expres- treatment protocols. The prognostic value of surface anti-
sion and adverse karyotype correlated with lower LFS. gen expression in AML has long been controversial. Lack of
Allografted patients had better OS and LFS than patients methodological standardization, size and type of the patient
who received an auto-SCT, although differences were not population studied, single versus multi-institutional series
statistically significant. Multivariate analysis was performed and other factors have all contributed to the controversy. Our

taking into account only transplant patients=(£21). Cyto- goal was to analyze a consecutive series of de novo AML
genetics was not included as a variable as most patientspatients in a strictly uniform way. In the light of the results
were considered to belong to the intermediate groupga). obtained, we can conclude that some antigens may help to

For this group of patients, FLT3-ITD(» =0.04) and CD36 identify patients with an adverse outcome irrespective of
positivity (p=0.009) correlated with poor LFS. The type of associated genetic lesions.
transplantreceived (allo-SCT versus auto-SCT) was notasso- The first antigen identified with prognostic impact in
ciated with worse LFS in this analysis. the current series was CD36. This molecule is a cell sur-
face glycoprotein composed of a single polypeptide chain.
It interacts with a large variety of ligands, including colla-
4. Discussion gen types | and IV, thrombospondin and lipids. Its expres-
sion is restricted to a few cell types, such as adipocytes,
The correlation between morphology, myeloid blast cell platelets, erythroblasts, microvascular endothelium and
immunophenotype, cytogenetics and patients’ clinical out- monocyte/macrophages. CD36 is involved in the phagocyto-
come has been addressed in several stuffle®6—10]. sis of apoptotic cells and foam cell formation by uptake of oxi-
Approaches to improve AML therapy have often focused on a dized low-density lipoproteins. CD36 is commonly expressed
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5. DISCUSION

ANALISIS DE INESTABILIDAD GENETICA EN LMA

La inestabilidad genética es uno de los principales mecanismos patogénicos implicados en
el desarrollo de neoplasias (Imai K, Carcinogenesis 2008). Los sistemas de reparacion del
ADN son imprescindibles para el mantenimiento de la estabilidad genética. Las
alteraciones en alguno de ellos, como el mismatch repair DNA (MMR-DNA), dan lugar a
una elevada ratio de mutaciones espontaneas, sobre todo en las regiones de los
microsatélites. Por tanto, la inestabilidad de microsatélites (MSI) refleja, en la mayoria de
los casos, una alteracion en estos genes de reparacion del ADN. La MSI y las mutaciones
en los genes del sistema MMR-DNA, sobre todo hMLH1 y el hMSH2, fueron descritas
inicialmente en el cancer de colon familiar no polipdsico, pero también se han detectado
en neoplasias esporadicas, especialmente de colon, endometrio y neoplasias gastricas
(Mori Y, Cancer Res 2001). La MSI que tiene lugar en regiones codificantes causa
mutaciones frameshift y pérdida de la funcion de la proteina. La MSI codificante
representa un mecanismo crucial en la tumorigénesis de las neoplasias asociadas a este
fendmeno. Entre los genes susceptibles a padecer este tipo de mutaciones se incluyen
TGFBRII, IGRFII, BAX, hMSH3, hmSH6, BCRA1, BCRA2, E2F4, receptor tipo II de la
activina y otros muchos (Mori Y, Cancer Res 2001; Komatsu N, Blood 2000). En las LMA
no esta claro cual es el papel que la MSI puede desempenar en la leucemogénesis.

En nuestro estudio destaca la relativa frecuencia de MSI en pacientes jovenes (<60 afios)
con LMA de novo (14%) con un predominio de casos con alta MSI (70%). Se estima que
la frecuencia de MSI en la LMA en general es de 0-10%. En la mayoria de los estudios
realizados, la presencia de MSI se asocia a LMA de novo en pacientes mayores (10%) y a
LMA secundarias a tratamiento quimio-/radioterapico (LMA-t) previo (0-44%) (Das-Gupta

EP, Br J Haematol 2001). También se ha correlacionado la presencia de MSI con fases
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avanzadas de la enfermedad, como demuestran algunos estudios que observan una
mayor frecuencia de MSI en crisis blasticas de la LMC, sola o asociada a LOH (Wada C,
Blood 1994), y en LMA en el momento de la recaida (35%) (Tasaka T, Br J Haematol
1997). En algunos estudios que incluian LMA de novo no se ha detectado MSI en ninguno
de los casos analizados (Rimsza LM, Leukemia 2000).

Las discrepancias entre los diferentes trabajos pueden explicarse en parte por el pequefio
numero de pacientes incluidos y la heterogeneidad de los mismos, y por la metodologia
utilizada. Los métodos antiguos que utilizaban geles basados en el uso de electroforesis
radioactivas no permitian diferenciar bien entre LOH y MSI. Por Ultimo también influye el
panel de MSI utilizado. Se ha demostrado que los microsatélites BAT25, BAT26 y BAT40
son los mas sensibles para detectar MSI en cancer de colon (Dietmaier W, Cancer Res
1997). Sin embargo, han sido aplicados en LMA y no se han identificado MSI o, en el caso
de BAT40, con una frecuencia muy baja (Rimsza LM, Leukemia 2000; Maeck L, Br ]
Haematol 2000; Faulkner RD, Br J Haematol 2004). La amplificacion de BAT26 permite
detectar también el porcentaje de tejido normal contaminante, por lo que seria Util en
caso de ausencia de tejido normal. Cuando aplicamos BAT26 en el estudio de 39 casos de
LMA, no se detectdé MSI en ninguno de ellos, lo que sugeriria la falta de utilidad de este
marcador para detectar MSI en este contexto.

En nuestro estudio se ha observado la asociacién de la MSI con diferentes lesiones
moleculares, lo que iria a favor de que este mecanismo no es dependiente de ninguna via
molecular especifica. Aunque hay que destacar que se asocid mas frecuentemente a
reordenamientos del gen MLL.

En las neoplasias sdlidas la MSI se asocia a una pérdida de la expresion de genes del
MMR-DNA, sobre todo del gen hMLH1 y hMSH2. En el caso del gen hMLH1 su inactivacion
se debe a mutaciones (sobre todo en cancer de colon familar) o a hipermetilacion del

promotor que provocan un silenciamiento de su expresion (Imai K, Carcinogenesis 2008).
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En el caso de la LMA no se han detectado mutaciones en regiones codificantes de hMLH1
(Auner HW, Br J Haematol 1999) y tampoco es frecuente la hipermetilacion de este gen
(Sheikhha MH, Br J Haematol 2002; Seedhouse C, Leukemia 2003). En nuestra serie
hemos observado hipermetilacion del promotor de este gen en un 25% de los casos v,
todos menos 1, presentaron MSI elevada. Los casos con baja-MSI no se han asociado tan
claramente a las alteraciones de MMR-DNA, al menos en neoplasias sdlidas (Boland CR,
Cancer Res 1998; Perucho M, Cancer Res 1999). Estos pacientes con el promotor
hipermetilado mostraron una expresion normal o ligeramente disminuida de hMLH1
mientras que los 6 pacientes sin metilacién del promotor presentaron una disminucion de
la expresion de hMLH1. Esto sugiere que no existe una buena correlacion entre los
niveles de expresion y el estatus de promotor.

Hemos detectado niveles de expresién disminuidos del gen hMSH2 en el 70% de los
pacientes con LMA y MSI. En casos de LMA-t y en LMA de pacientes mayores con MSI y
disminucion de la expresion de este gen se han descrito LOH en el locus hMSH2 vy
mutaciones en el codén 419 (Horiike S, Leukemia 1999; Zhu YM, Blood 1999). Este
hecho, ademas, se ha asociado a una mayor incidencia de mutaciones de p53, lo cual
podria explicar la mayor frecuencia de citogenéticas de mal prondstico en los pacientes
con LMA-t y MSI (Das Gupta EP, Br J Haematol 2001, Ben-Yehuda D, Blood 1996; Horiike
S, Leukemia 1999). La deficiencia del alelo germinal de p53 permitiria la viabilidad de
cadenas dobles de ADN sin reparar que contribuirian al desarrollo de la inestabilidad
cromosomica (Honma M, Mol Carcinog 2000).

La patogénesis de la MSI en LMA se ha estudiado sobre todo en LMA-t. Se cree que los
pacientes que desarrollan estas LMA-t presentan una susceptibilidad leucemogénica, y de
hecho en una elevada proporcion de pacientes con LMA-t, la MSI también se ha detectado
en el tumor primario (Olipitz,W, Genes Chromosomes Cancer 2002). Se sugiere que la

stem cell hematopoyética podria tener ya la alteracion del sistema MMR-DNA en el
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momento del diagndstico de la primera neoplasia y, cuando el paciente recibe el
tratamiento antineoplasico, la acumulacién de mutaciones en genes reguladores del
crecimiento celular promoverian el desarrollo de la LMA o SMD (Olipitz W, Genes
Chromosomes Cancer 2002). En este sentido, se han investigado mutaciones en genes
que podrian estar implicados en el desarrollo de tumores, como el gen de la caspasa-5
que se encuentra mutado en pacientes con cancer gastro-intestinal y en el 20% de las
LMA-t y SMD. La caspasa 5 esta implicada en la apoptosis y protege de la tumorigénesis
(Offman J, Mol Cancer Res 2005). Ademads, se ha demostrado que la alteracion del
sistema MMR-DNA puede afectar al funcionamiento normal de otros sistemas de
reparacion del ADN, como el HRR (homologous recombination repair). La alteracién en el
sistema HRR en las LMA-t conlleva una inestabilidad cromosdmica concomitante
(Worrillow LJ, Oncogene 2006).

La MSI puede interpretarse también como un mecanismo de adaptacion en respuesta al
proceso de transfomacion neoplasica o como un signo de agotamiento de la stem cell
(Reese JS, Blood 2003). Las lineas celulares deficientes en la proteina hMSH2 no
muestran aumento en la ratio de mutaciones, o sélo un ligero incremento, cuando las
células se mantienen en el cultivo en condiciones Optimas. Pero se observa la
acumulacion de una elevada proporcion de mutaciones en estas células cuando se
mantienen en una densidad muy alta en el cultivo y en condiciones restrictivas (Richards
B, Science 1997; Parsons R, Science 1995). La limitacidn al crecimiento del tumor da lugar
a una respuesta adaptativa en términos darwinianos como demuestra la hipermutabilidad
observada en el andlisis de MSI. Esta hipermutabilidad permite al tumor superar los
diferentes obstaculos, como son la restriccién de nutrientes, la inadecuada irrigacion o la
situacion de hipoxia, y le proporciona una ventaja adaptativa. La infiltracion masiva de la
médula dsea podria determinar una situacion de restriccion de nutrientes y de hipoxia que

daria lugar a este fenotipo mutador, tal y como sucede en las lineas celulares. Esto podria
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explicar por qué la mayoria de LMA tienen disminuidos los niveles de los genes MMR-DNA.
Por otro lado, estudios recientes sugieren que la stem cell en la médula dsea se sitla
preferentemente en las areas con menor concentracion de O,. Los niveles bajos de O,
juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la funciéon de la stem cell, pero
también es importante en el desarrollo de MSI (Parmar K, Proc Natl Acad Sci USA 2007).
El factor inducido por la hipoxia (HIF) es una de las primeras respuestas celulares a la
hipoxia. Se ha observado que su isoforma HIF2a. promueve sefiales autocrinas de
crecimiento y de progresion del ciclo celular. HIF podria ser uno de los genes que
contribuyen a la ventaja adaptativa de los tumores (Franovic A, Proc Natl Acad Sci USA
2009).

Recientemente se ha observado una relacién entre la MSI y la UPD adquirida. La UPD
adquirida es un fendmeno que se ha descrito en un 13-20% de LMA con citogenética
normal y es también un signo de inestabilidad genética (Raghavan M, Cancer Res 2005,
Gorletta TA, Genes Chromosomes Cancer 2005, Bullinger L, Leukemia 2010). En este
estudio se ha observado que la mayoria de pacientes con UPD presentaban ademas una
MSI. Este hallazgo sugiere que existe un mecanismo de recombinacidon genética comun
que es activo en ambos tipos de lesiones moleculares (Serrano E, Leuk Lymph 2008).

No hemos podido demostrar que la existencia de una MSI conlleve diferencias en el
prondstico de los pacientes con LMA. Sin embargo, hay que destacar la mala evolucion
que presentd el paciente con LMA e inv(16). Otro caso similar se describe en la literatura,
en este caso un paciente mayor de 60 afios con una t(8;21) (Das-Gupta EP, Br J]
Haematol 2001). Habria que identificar si el peor prondstico de los pacientes mayores con
LMA asociadas a citogenética de buen prondstico, se asocia a una mayor frecuencia de
MSI.

Por Ultimo, hay que destacar que las células con MSI vy, sobre todo los homocigotos para

mutaciones de hMSH2, son mas sensibles a los efectos de los agentes metilantes del
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ADN, lo que puede provocar un estatus de hipermutabilidad. Esto podria tener relevancia
desde un punto de vista terapéutico ya que existen nuevos farmacos demetilantes que se
estan empleando en el tratamiento de LMA y SMD.

A la vista de nuestros resultados se puede concluir que la MSI no es un hallazgo
infrecuente en pacientes jovenes con LMA de novo, pero su presencia no modifica el
pronostico de estos pacientes. Son necesarios mas estudios que investiguen el papel que

la MSI desempena en la patogénesis de la LMA.
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ANALISIS DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA ANALIZADA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO Y PCR CUANTITATIVA EN PACIENTES CON LMA
ASOCIADAS A CITOGENETICA DE BUEN PRONOSTICO [t(8;21) e inv(16)]

Las LMA asociadas a la t(8;21) y a la inv(16)/t(16;16) se incluyen dentro del grupo
citogenético de buen prondstico. La mayoria de los pacientes alcanzan la RC tras
tratamiento quimioterapico estandar y entre un 60-70% de los casos presentan una larga
SLE tras tratamiento de consolidacion con altas dosis de citarabina o trasplante autdlogo.
A pesar de estos resultados, un 30-40% de los pacientes recaen (Schlenk RF, J Clin Oncol
2004; Marcucci G, J Clin Oncol 2005; Grimwade D, Blood 2010). La presencia de ERM en
muestras de pacientes con LMA en RC se ha asociado a un mayor riesgo de recaida. Los
dos métodos de eleccion para realizar el seguimiento de la ERM son la CF
multiparamétrica y las técnicas moleculares basadas en la deteccién de genes quiméricos
de fusion (PCR). Los resultados de nuestro estudio demuestran que el seguimiento de la
ERM en LMA asociadas a citogenética de buen prondstico permite identificar pacientes
con mayor riesgo de recaida independientemente del método utilizado, CF o PCR
cuantitativa. Se han definido unos valores criticos, tanto para CF (>0,1%) como para PCR
cuantitativa (>10 copias transcrito/ABL), que permiten separar a los pacientes en dos
grupos con un riesgo de recaida significativamente diferente, sobre todo al final del
tratamiento quimioterapico. Ambas técnicas se complementan y permiten realizar un
seguimiento mas adecuado de los pacientes.

Se observa una elevada concordancia entre ambos métodos (67%), aun asi en un 26%
de las muestras sélo se detecta ERM mediante PCR y por el contrario en un 7% de los
casos solo se detecta ERM mediante CF. Ambos métodos tienen ventajas e inconvenientes
(Shook D, Clin Lymphoma Myeloma 2009; Al-Mawali A, Am J Clin Pathol 2009; Kern W,
Cancer 2008). Mediante la CF es posible detectar fenotipos aberrantes entre el 80-90%

de los pacientes, especialmente si se utilizan las combinaciones de anticuerpos adecuadas
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y el analisis multiparamétrico de mas de 5 antigenos. Ademas, permite evaluar la
celularidad no leucémica de la muestra y puede diferenciar entre células viables y células
apoptoticas. La utilizacidon de las técnicas moleculares especificas, por el contrario, queda
restringida a aquellas LMA con alteraciones cromosdmicas/moleculares especificas (<50%
de los casos). Ahora bien, la especificidad y la sensibilidad de la PCR (10*-10°) son
superiores a las de la CF (10-10®). Esta mayor sensibilidad de la PCR puede explicar, en
parte, los resultados discordantes entre ambos métodos. Entre las limitaciones de la CF
destaca que se ha de disponer de un amplio panel de anticuerpos monoclonales para
detectar las alteraciones inmunofenotipicas mas habituales y requiere un alto grado de
experiencia para poder ser interpretada de forma correcta, se precisa un entrenamiento
adecuado y la comparacion con los patrones de normalidad observados en médula ésea
normal. En nuestro estudio para estudiar la ERM se emplearon unas combinaciones fijas
de anticuerpos monoclonales y se aplicaron a todos los pacientes. Esto podria aumentar el
numero de falsos negativos, pero el hecho de haber estudiado estas combinaciones en
médulas dseas normales de forma exhaustiva redujo este riesgo considerablemente.

Otra causa de falsos negativos en el analisis de ERM mediante CF es que el perfil
fenotipico de los blastos puede cambiar en la recaida. El fenotipo de la LMA es muy
heterogéneo debido a la existencia de diferentes subpoblaciones de células leucémicas en
un mismo paciente y es importante identificarlas correctamente en el momento del
diagnostico (Macedo A, Leukemia 1995). La frecuencia de los cambios inmunofenotipicos
oscila entre un 3-25% aunque en algunos estudios como el del CALGB se objetivan hasta
un 60% (Baer MR, Blood 2001). A pesar de todo, en el 80% de los casos, al menos uno
de los fenotipos aberrantes presentes al diagndstico también es detectable en la recaida
(Voskova D, Cytometry B Clin Cytom 2004).

Estudios previos han demostrado la importancia prondstica de la deteccién de ERM en

pacientes con LMA en RC utilizando la CF. En la mayoria de estudios la presencia de ERM
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se asocia a una mayor probabilidad de recaida y a una menor supervivencia. Las
cuestiones discutidas con mas frecuencia en los diferentes trabajos son, la elecciéon de un
valor critico que discrimine entre pacientes con alto y bajo riesgo de recaida, y el
momento de la evolucion de la enfermedad en que el estudio de la ERM tiene mayor
utilidad. Algunos autores destacan la importancia de medir la ERM al inicio del
tratamiento, dando relevancia a la rapidez con que se eliminan las células leucémicas. El
grupo aleman demostré que la persistencia de fenotipos aberrantes en el dia 16 del
tratamiento de induccion y el grado de reduccion en el nimero de células con fenotipo
aberrante entre el dia 1 y el dia 16 representaba un factor prondstico independiente que
afectaba la RC, la EFS, la SG y la RFS (Kern W, Blood 2004; Kern W, Haematologica
2004). San Miguel y col. demostraron que niveles de ERM >0,5% al final de la induccion y
de 0,2% al final de la consolidacion identificaban a dos grupos de pacientes con diferente
duracion de la SLR y de la SG (San Miguel JF, Blood 1997). Y este mismo grupo
posteriormente fue capaz de estratificar a los pacientes de acuerdo con los niveles de
ERM detectada tras la induccion en 4 grupos: <0,01%, 0,01-0,1%, 0,1%-1% y >1%.
Estos 4 grupos presentaban una SG estadisticamente diferente independientemente de
otros factores pronodsticos (San Miguel JF, Blood 2001). Otros estudios observan que,
aungue es posible identificar un valor critico predictivo tanto post-induccién como post-
consolidacion, en el estudio multivariado sélo la ERM detectada tras la induccién mantiene
su significado prondstico (Al-Mawali A, Cytometry 2009).

En nuestra serie de pacientes con LMA y citogenética de buen prondstico los niveles de
ERM detectados mediante CF tras la induccién no permitieron diferenciar pacientes con
mayor riesgo de recaida. Por el contrario, la deteccion de ERM al final del tratamiento de
primera linea si fue predictiva de recaida. El valor de 0,1% al final de la consolidaciéon ha

sido utilizado también por otros autores (Feller N, Leukemia 2004).
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Estos resultados coinciden con los de otros autores que defienden que la determinacion
de ERM en momentos mas tardios de la evolucion (tras la consolidacién) es mas
informativa. Venditti y col. definieron que la deteccién de >3,5x10* de ERM tras la
consolidacion predecia una mayor frecuencia de recaidas y una menor SG y RFS (Venditti
A, Blood 2000). Esta observacion fue confirmada en otros estudios realizados por el
mismo grupo (Buccisano F, Leukemia 2006; Maurillo L, J Clin Oncol 2008). Las
discrepancias entre los diferentes grupos se pueden explicar por la diferente intensidad
del tratamiento utilizado en la induccién. Un tratamiento menos intensivo produce un
menor aclaramiento de las células leucémicas, lo que se traduce en diferentes niveles de
ERM asociados a riesgo de recaida y en un diferente efecto rescate del tratamiento de
consolidacion.

El interés de la identificacion precoz de los casos con ERM positiva seria el poder
seleccionar enfermos candidatos a recibir tratamientos mas intensivos de forma mas
rapida. Pero algunos autores alertan del riesgo de tratar en exceso a los pacientes.
Aproximadamente el 30% de los enfermos que no presentaban ERM tras la consolidacién
eran todavia positivos tras la induccién, lo cual evidencia el impacto del tratamiento de
consolidacién en la erradicacion de las células leucémicas. Y lo que es mas importante,
estos pacientes considerados como respondedores lentos no tuvieron una evolucion
diferente a la de los pacientes con ERM negativa en el momento de la induccion. En base
a esta observacion y, aunque la ERM negativa tras la induccién predisponga a una
evolucion mas favorable de la enfermedad, hay autores que proponen realizar la
valoracion de los pacientes una vez finalizado el tratamiento de primera linea, aunque
esto suponga retrasar una decisidn terapéutica, pues ofrece una estratificacién del riesgo
mas real y evita las complicaciones de tratar en exceso a los pacientes (Buccisano F, Curr
Opin Oncol 2009). Ademas, se ha descrito que la ERM detectada tras la consolidacion

tiene relacién con la evolucion post-trasplante. De forma que en los pacientes con
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presencia de ERM tras consolidacion, el trasplante autélogo no ofreceria ninguna ventaja
y solo el trasplante alogénico podria mejorar la evolucién de estos pacientes (Maurillo L, J
Clin Oncol 2008).

El valor critico para predecir el riesgo de recaida varia en los multiples estudios publicados
y es dificil llegar a un consenso. Pero cada vez mas se estan utilizando métodos
estadisticos especificos para determinar estos valores criticos de forma mas adecuada.
Probablemente esta sea la base para poder estandarizar los resultados (Maurillo L, J Clin
Oncol 2008; Al-Mawali A, Cytometry 2009).

La PCR cuantitativa puede determinar la cantidad de los transcritos de fusions generados
por translocaciones cromosomicas. Esta aproximacion se ha utilizado con éxito en otros
tipos de leucemias como son las LLA con t(12;21) (Pallisgaard N, Genes Chromosomes
Cancer 1999). En los pacientes con AML1-ETO y CBFB-MYH11l no hay resultados de
protocolos clinicos que hayan aplicado esta técnica. En este sentido son importantes los
esfuerzos realizados por BIOMED para estandarizar la técnica y que pueda ser utilizada a
nivel asistencial (Van Dongen JIM, Leukemia 1999; Gabert ], Leukemia 2003). Los
primeros estudios realizados tanto en t(8;21) como en inv(16) utilizaban técnicas de PCR
cualitativa y sus resultados son bastante controvertidos, en parte debido al pequefio
numero de pacientes incluidos en muchos de ellos y a la diferente sensibilidad de las PCR
utilizadas (Tablas 14 y 16). En el caso de las LMA con la t(8;21), se observd que la
persistencia del transcrito AML1-ETO, incluso después de trasplante alogénico, era
compatible con una RC persistente, lo que iria a favor del modelo cooperativo de
leucemogénesis (Nucifora G, Blood 1993; Jurlander J, Blood 1996; Saunders MJ, Leuk Res
1994). Otros autores defienden que es necesaria la negatividad de la PCR para conseguir
una RC duradera en estos pacientes (Morschhauser F, J Clin Oncol 2000), igual que en
los pacientes con inv(16). Ademas, en el caso de los pacientes con inv(16) se observa que

pueden tardar varios meses después de la RC en conseguir la negativizacion de la PCR y
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que hasta un 20-30% de pacientes que negativizan la PCR recaen (Martinelli G, Bone
Marrow Transplant 1999; Martin G, Haematologica 2000; Laczika K, Leuk Lymphoma
2001). Por tanto, es dificil interpretar un resultado positivo y uno negativo en base a esta
técnica. La PCR cuantitativa permite cuantificar el nivel de transcrito de fusion al
diagnodstico, estudiar la cinética de su reduccién durante el tratamiento y detectar de
forma precoz la recaida. Todos los estudios realizados estan de acuerdo en que la
reduccion de la cantidad de transcrito inicial en 2 log tras el tratamiento de induccion es
un requisito indispensable para una RC duradera (Marcucci G, Leukemia 2001; Tobal K,
Blood 2000; Viehman S, Leukemia 2003 Leroy H, Leukemia 2005 (2), Krauter J, J Clin
Oncol 2003 , Guerrasio A, Leukemia 2002). En algunos trabajos el grado de reduccion del
transcrito al final de la consolidacion en relacién a la cantidad detectada al diagndstico es
el factor pronostico mas importante para predecir probabilidad de recaida, EFS y SG
(Schnittger S, Blood 2003; Weisser M, Leukemia 2007; Guieze R, Leukemia 2010). Por
Ultimo, la cantidad de transcrito inicial también se ha correlacionado con el riesgo de
recaida y con la supervivencia (Schnittger S, Blood 2003; Yoo SJ, Haematologica 2005).
Muchos autores han intentado definir niveles criticos de transcrito que identifiquen
pacientes con alto riesgo de recaida, tanto en LMA con AML1-ETO como CBFB-MYH11,
especialmente en estadios finales del tratamiento (Buonamici S, Blood 2002; Guerrasio A,
Leukemia 2002; Krauter J, J Clin Oncol 2003; Schnittger S, Blood 2003; Leroy H,
Leukemia 2005 (2); Stentoft J, Leuk Res 2006).

En nuestro estudio intentamos definir un nivel critico de transcrito en diferentes
momentos de la evolucion, pero ni al diagndstico ni en las fases iniciales de la RC
conseguimos detectar un valor que permitiera separar pacientes con diferente prondstico.
Por el contrario, observamos que al final del tratamiento la persistencia de >10 copias del
transcrito de fusion permitié identificar pacientes con una mayor probabilidad de recaida.

Este resultado esta en concordancia con los publicados por otros grupos (Marcucci G,
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Leukemia 2001; Guerrasio A, Leukemia 2002; Corbacioglu A, J Clin Oncol 2010). Se ha
sugerido que la falta de impacto prondstico de la ERM en fases iniciales podria explicarse
por la buena respuesta al tratamiento que tienen estas leucemias.

Hay que destacar un diferente comportamiento entre ambos tipos de leucemias. En los
pacientes con la t(8;21) la deteccion de pequefas cantidades de transcrito, incluso >10
copias en algun momento de la evolucién es compatible con RC, tal y como se habia
reportado previamente (Viehman S, Leukemia 2003). Por el contrario, los pacientes con
inv(16) en RC continuada suelen alcanzan el nivel de 1 copia, y lo mas importante es que
se mantienen en estos niveles. Por el contrario, la mayoria de los pacientes que recaen no
alcanzan este limite de 1 copia. Esta observacion también ha sido descrita por otros
autores (Guerrasio A, Leukemia 2002). Recientemente se ha demostrado que la cinética
de las recaidas es diferente en cada tipo de alteracion molecular. Los pacientes con
inv(16) serian los que tienen una cinética mas lenta y tardan mas en recaer después de
un resultado de PCR positivo, mientras que los pacientes con t(8;21) recaerian antes. En
base a esta observacion vy, tras aplicar un modelo matematico, los autores sugieren que la
monitorizacion dptima de estos pacientes para predecir el 90% de las recaidas seria de 6
y 4 meses respectivamente (Ommen HB, Blood 2010).

Los datos de la literatura permiten sugerir que la combinacién de las dos técnicas, CF y
PCR, en el seguimiento de los pacientes con LMA en RC permitiria reducir el riesgo de
falsos negativos y se podria estratificar de forma mas adecuada a los pacientes en grupos
de alto y bajo riesgo de recaida (Neale GAM, Leukemia 2004; Kerst G, Br J Haematol
2005; Ryan J, Br J Haematol 2009). La utilizacién conjunta de ambos métodos tiene
especial interés en los casos en los que puede haber variaciones de los transcritos de
fusidon. Los reordenamientos de CBFB-MYH11 son muy heterogéneos y pueden no
detectarse por los métodos moleculares convencionales, como es el caso del nuevo tipo

de transcrito CBFB-MYH11, llamado Z, descrito previamente por nuestro grupo (Aventin A,

159



Discusion

Cancer Genet Cytogenet 2000). La CF tiene un papel importante en estos casos. Otra
aproximacion para entender mejor el significado de la remisién en estos grupos de
pacientes es monitorizar paralelamente otra diana molecular, como puede ser WT1
(stergaard M, Br J Haematol 2004; Nowakowska-Kopera, A, Leuk Lymph 2009; Lasa A,
Leuk Res 2009). Se ha observado una elevada concordancia entre los niveles de WT1 y
de los transcritos AML1-ETO y CBFB-MYH11 durante el seguimiento de estas leucemias.
Ambas determinaciones se complementan y reducen el riesgo de resultados falsos
negativos.

El objetivo del seguimiento de la ERM en las LMA con citogenética de buen prondstico es
poder guiar el tratamiento de los pacientes, tal y como actualmente se hace en los
pacientes con LPA (Sanz MA, Blood 2009). Si bien las técnicas de PCR cuantitativa estan
bastante estandarizadas, no sucede lo mismo con la CF. Por tanto, de cara al futuro, los
esfuerzos deberian ir dirigidos a la estandarizacion de las diferentes técnicas y a la
definicion de las estrategias optimas de monitorizacion. Seria aconsejable valorar el uso
de sangre periférica en la monitorizacién de la ERM para facilitar el seguimiento de los
pacientes. Hay evidencias que apuntan a que ambos tipos de muestra son igual de
informativas (Stentoft J, Leuk Res 2006; Corbacioglu A, J Clin Oncol 2010), aunque en
algunas situaciones las muestras de médula dsea parecen ser mas sensibles, como seria
el caso de la inv(16) durante el periodo de tratamiento (Corbacioglu A, J Clin Oncol 2010).
Por otro lado se deberia investigar el significado de la ERM en el contexto de otros
marcadores moleculares con importancia prondstica en este tipo de leucemias, como son,
las mutaciones de KIT (Schnittger S, Blood 2006; Paschka P, J Clin Oncol 2006; Cairoli R,

Blood 2006).
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CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS LMA AL DIAGNOSTICO

La utilidad de la citometria de flujo en el diagndstico de las LMA esta bien establecida.
Mediante la combinacién de diferentes antigenos de membrana y antigenos intracelulares,
la citometria de flujo permite identificar el origen mieloide o linfoide de las células
blasticas, asi como su grado de maduracion o de diferenciacion. Es de gran utilidad en el
diagnostico de las leucemias agudas bifenotipicas (Béné MC, Leukemia 1995; Matutes E;
Haematologica 1997) y es imprescindible para la identificacion de las LMA indiferenciadas
morfoldgicamente (M0) (Béné MC, Br J Haematol 2001) y para detectar blastos de linea
eritroide y megacariocitica. Ademas, algunos perfiles inmunofenotipicos son
caracteristicos de tipos especificos de LMA, como seria el caso de la LPA (Paietta E,
Leukemia 1994; Orfao A, Haematologica 1999). La citometria de flujo ademas permite
detectar aberraciones antigénicas que pueden ser utilizadas posteriormente para el
estudio de la ERM con las implicaciones prondsticas que ello conlleva (Al-Mawali A, Am ]
Clin Pathol 2009; Kern W, Cancer 2008; Buccisano F, Leukemia 2006).

Sin embargo, alun en la actualidad sigue siendo controvertido el valor prondstico de las
caracteristicas inmunofenotipicas al diagnostico en la LMA. En algunos estudios no se
demuestra ninguna asociacion entre el inmunofenotipo y la evolucidn de los pacientes, y
en otros se observa un impacto negativo de algunos marcadores. Aunque muchos
antigenos se han asociado con prondstico desfavorable, aquellos en los que esta
correlacién se ha confirmado en mas de un estudio son el CD34, CD7, CD14, CD56,
CD11b, CD13, TdT (Casasnovas RO, Leukemia 2003; Repp R, Cytometry 2003; Chang H,
Leuk Res 2004; Legrand O, Blood 2000; Geller RB, Br J Haematol 1990; Venditti A,
Leukemia 1998; Raspardori D, Leukemia 2001; Solary E, Leukemia 1992).

Por otro lado, es dificil establecer comparaciones entre los diferentes estudios, en parte
debido a la falta de estandarizacion de la técnica, ya que se utilizan diferentes

combinaciones antigénicas, diferentes clonas y diferentes métodos de analisis; y en parte
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por la heterogeneidad de los estudios realizados en cuanto al nimero y caracteristicas de
los pacientes. A esto hay que anadir que no siempre se valora el significado del
inmunofenotipo en el contexto de otros factores prondsticos, como son la citogenética o
determinadas anomalias moleculares como la FLT3-ITD.

En la actualidad, la intensidad de los tratamientos post-induccién en la LMA se ajustan al
riesgo de los pacientes en funcidn de diferentes factores prondsticos clinicos,
citogenéticos y moleculares. Pero en algunos enfermos no se identifican anomalias
genéticas ni moleculares y es en estos casos en los que seria interesante identificar otros
factores de riesgo que ayuden a optimizar el tratamiento.

El objetivo de nuestro estudio fue analizar las caracteristicas inmunofenotipicas en una
serie de pacientes <60 afios con LMA de novo tratados de forma homogénea. De los
resultados de este estudio cabe destacar que las caracteristicas fenotipicas al diagndstico
tienen un importante valor prondstico independiente de otras lesiones genéticas.

Uno de los antigenos con impacto prondstico en nuestra serie fue CD36. Esta molécula es
una glicoproteina de membrana compuesta por una Unica cadena polipeptidica. CD36
interacciona con una gran variedad de ligandos, incluyendo el colageno tipo I y 1V,
trombospondina y lipidos. Su expresion queda restringida a algunos tipos celulares como
son los adipocitos, células del endotelio microvascular, y a nivel hematoldgico, a las
plaquetas, eritroblastos y monocitos/macréfagos. Ademas se expresa con frecuencia en
las células blasticas de la LMA, entre un 34-47%, especialmente en las que tienen
diferenciacion monocitica (Casasnovas RO, Leukemia 2003; Webber BA, Int J Clin Exp
Pathol 2008; Xu Y, Leukemia 2006). CD36 esta implicado en la fagocitosis de células
apoptoéticas y en la formacion de células espumosas por fagocitosis de lipoproteinas
oxidadas. El promotor de CD36 esta regulado por el complejo CBF del que forman parte
AML1/RUNX1 y CBFB (Armesilla AL, J Biol Chem 1996; Greenwalt DE, Blood 1992;

Armesilla AL, J Biol Chem 1994; Moodley Y, Am J Pathol 2003). En nuestro estudio
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observamos que la expresion de CD36 se asocid con una menor supervivencia y con una
mayor probabilidad de recaida, tanto en la serie global como en el grupo de pacientes con
citogenética normal. Las LMA con expresion de CD36 presenta con mayor frecuencia una
cifra de leucocitos mas elevada al diagnostico y una mayor frecuencia de FLT3-ITD. La
relacion entre la expresién de marcadores monociticos, como CD36, y la FLT3-ITD ya se
habia reportado previamente (Muiioz L, Haematologica 2003). Sin embargo, el impacto
prondstico negativo de CD36 fue independiente de otras anomalias genéticas asociadas,
tales como la citogenética y la FLT3-ITD. Se detectd positividad de CD36 en todos los
grupos citogenéticos, pero hay que destacar la relacién entre la trisomia 8 y la expresion
de CD36: 7 de los 8 pacientes con trisomia 8 expresaban CD36, y aunque el nimero de
pacientes era pequefio, la SLE de los pacientes con esta anomalia citogenética y CD36
positivos fue significativamente menor que la del resto de pacientes. Estos datos irian en
concordancia con los estudios que sugieren que las LMA con trisomia 8 son una entidad
clinico-bioldgica diferente (Wolman SR, Blood 2002; Virtaneva K, Proc Natl Aca Sci USA
2001).

CD2 también se ha asociado con un peor prondstico en este estudio. CD2 es una
glicoproteina monomérica que actia como mediador de la adhesidon celular y como
desencadenante mitogénico. También interviene en la activacion de senales importantes
en el desarrollo de la célula T. CD2 interacciona con diferentes ligandos, incluyendo CD58,
la proteina reguladora del complemento CD59 y CD48. CD2 se relaciona con la familia Src
de tirosin-quinasas Lck y Fyn. La asociacion con el receptor CD2 conlleva un incremento
en la actividad basal de estas tirosin-quinasas y su posterior activacion, lo cual provoca un
aumento de la fosforilacion de multiples fosfoproteinas (Paietta E, Blood 1993; Osato M,
Br J Haematol 1997; Lenormand B, Br J Haematol 1993, Uckun FM, Blood 1996).

La unién de CD2 con su ligando CD58, una glicoproteina de membrana que se expresa en

muchos tejidos, incluidos la mayoria de las células de origen hematoldgico, induce un
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aumento de la proliferacion celular. Este efecto puede contribuir a la mayor leucocitosis
que se observa en las LAM M4 con eosinofilia y en la LPA variante. Ademas, la expresion
de CD2 y CD58 facilita la diseminacion de las células leucémicas hacia otros tejidos
linfoides (Adriaansen HJ, Blood 1993).

Hemos observado positividad de CD2 en un 8% (n=21) de los casos, y de éstos, el 38%
(n=8) presentaban una inv(16)/t(16;16). Los pacientes con expresion de CD2 en ausencia
de esta anomalia citogenética presentaron una menor probabilidad de alcanzar RC tras el
tratamiento de induccién y una menor SG. La expresién de CD2 no cambia el buen
pronodstico de los pacientes con inv(16)/t(16;16). Entre los pacientes CD2+/inv(16)- fue
frecuente la coexpresion de CD2 y CD7 y por el contrario en los CD2+/inv(16)+ se
observo con mas frecuencia la coexpresion de CD2 y CD4.

Las LMA M4Eo con inv(16) se caracterizan, desde un punto de vista inmunofenotipico, por
presentar un fenotipo heterogéneo en el que se identifican diferentes subpoblaciones,
algunas inmaduras y otras mas maduras con diferenciacion monocitica (Adriaansen HJ,
Blood 1993; Osato M, Br J Haematol 1997). La expresién de CD2 se detecta en ambos
tipos de poblaciones, y también se ha observado con frecuencia la expresion de su
ligando, CD58 (Adriaansen HJ, Blood 1993; Osato M, Br J Haematol 1997). Curiosamente,
se ha observado que en las LMA con inv(16) con transcritos poco frecuentes la expresion
de CD2 es mas débil (Schnittger S, Leukemia 2007).

La expresion de CD2 es también un hallazgo comdn en las LPA, aproximadamente un
23% de los casos son CD2+ (Albano F, Haematologica 2006; Lin P, Am ] Clin Pathol
2004). En estas LMA el significado pronostico de CD2 es mas controvertido. Mientras en
algunos estudios no parece tener ningun valor prondstico (Albano F, Haematologica
2006), en otros se asocia a una menor duracion de la RC (Lin P, Am ] Clin Pathol 2004) y
en otros incluso se ha asociado con una evolucidon mas favorable (Guglielmi C, Br J

Haematol 1998). En lo que si coinciden casi todos los estudios es que la positividad de
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CD2 en estas leucemias se asocia a la morfologia M3 variante, a la expresion de CD34+, a
una mayor cifra de leucocitos al diagndstico y a la forma corta del transcrito PML-RARA
(bcr3) (Claxton DF, Blood 1992; Biondi A, Leukemia 1995; Lin P, Am J Clin Pathol 2004;
Albano F, Haematologica 2006). Todos ellos, factores que parece que conllevan una
evolucién mas desfavorable de este tipo de leucemias (Callens C, Leukemia 2005).

Por tanto, el significado prondstico de CD2 es especialmente negativo en ausencia de
citogenéticas de buen prondstico, sobre todo a causa de una mayor refractariedad al
tratamiento quimioterapico de induccion (Bradstodk K, Blood 1994). La expresion de CD2
también se ha asociado con LMA inmaduras e indiferenciadas (Adriaansen HJ, Blood
1993).

La infidelidad de linea que se observa a nivel fenotipico en las leucemias se extiende a
nivel gendmico, pues hasta en una tercera parte de las LMA se detectan reordenamientos
de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas o del receptor de la célula T (TCR). En
nuestro trabajo identificamos reordenamientos TCRy en 3 de 12 pacientes con
CD2+/inv(16)-. Aunque la presencia de estos reordenamientos se habia asociado con
estadios iniciales de la diferenciacion celular y con la expresion de marcadores linfoides
(Adriaansen HJ, Leukemia 1991), parece ser que estos reordenamientos genéticos son
independientes de la morfologia y del inmunofenotipo de los blastos, a excepcion de la
asociacion de CD7 y los reordenamientos TCRy y TCRd (Sanchez I, Br J Haematol 1995).
Otros marcadores que también se han relacionado con el prondstico en la LMA son CD56
y CD7 (Suzuki R, Blood 1997; Miwa H, Blood 1993; Raspadori D, Leukemia 2001). En
nuestra serie no hemos encontrado ninguna asociacion entre CD56 y la evolucion de los
pacientes. Hemos observado una mayor frecuencia de CD7+ en los pacientes con
citogenética de mal prondstico y en pacientes con la FLT3-ITD. Estos hallazgos estan en
concordancia con los datos descritos en la literatura (Ogata K, Blood 2002; Chauhan PS,

Med Oncol 2010; Rausei-Mills V, Am ] Clin Pathol 2008). Aunque en el estudio univariado
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la expresion de CD7 se correlaciond con una menor probabilidad de alcanzar RC, en el
multivariado no se confirmd esta asociacion.

Aunqgue parece que la expresion de CD2 y CD36 puede aportar informacion valiosa en las
LMA de novo del adulto, es necesario confirmar estos resultados en otras series grandes
de pacientes e incluir en el andlisis otras anomalias moleculares con importancia
pronostica en los pacientes con citogenética normal, como son las mutaciones de NPM1 6
CEPBA (Schlenk RF, N Engl J Med 2008; Wouters BJ, Blood 2009; Paschka P, J Clin Oncol
2008) y en el caso de los pacientes con leucemias con afectacion del CBF las mutaciones
de KIT (Paschka P, J Clin Oncol 2006).

En un analisis preliminar realizado en la serie de pacientes incluidos en el protocolo LMA-
2003 del grupo CETLAM no se han podido reproducir los resultados obtenidos en cuanto a
la expresion de CD36. Hay que destacar que en este protocolo se incluyen modificaciones
importantes respecto al anterior, como son: la administracién de G-CSF junto con la
quimioterapia de inducciébn e intensificacion y la inclusion de la FLT3-ITD,
reordenamientos de MLL y de la persistencia de ERM al final de la intensificacion en la
estratificacion del riesgo de los pacientes. Este cambio conlleva que un porcentaje de
pacientes de riesgo intermedio reciban un tratamiento mas intensivo, y quiza esto pueda

variar el valor pronéstico de CD36.
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6. CONCLUSIONES

OBJETIVO 1. Andlisis de inestabilidad genética en LMA

1. La MSI no es una anomalia infrecuente en pacientes jovenes (<60 afios) con LMA
de novo .

2. El microsatélite BAT26 no es util como marcador para la deteccion de MSI en
pacientes con LMA a diferencia de lo observado en pacientes con neoplasias
sélidas.

3. La MSI no se asocia de forma significativa con ninguna lesidn molecular concreta
lo que sugiere que esta alteracién no es dependiente de ninguna via molecular
especifica. Aunque en nuestra serie destaca una mayor frecuencia de
reordenamientos del gen MLL en pacientes con LMA y MSI.

4. So6lo en un 25% de los casos de LMA con MSI se ha detectado hipermetilacién del
promotor del gen MLH1, siendo las bases moleculares de la mayoria de MSI en
LMA todavia desconocidas.

5. La MSI no fue un factor pronéstico significativo en los pacientes con LMA.
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OBJETIVO 2. Andlisis de la enfermedad residual minima mediante citometria de
flujo y PCR cuantitativa en pacientes con citogenética de buen prondstico

[t(8;21) e inv(16)].

1. La citometria de flujo y la PCR cuantitativa son dos métodos Utiles y eficaces para
el seguimiento de la ERM en pacientes con LMA asociadas a citogenética de buen
pronostico en RC. La deteccion de ERM durante el seguimiento de estos pacientes
permite identificar aquellos casos con mayor riesgo de recaida
independientemente de la técnica utilizada.

2. La ERM detectada al final del tratamiento quimioterapico es la que mejor se
correlaciona con la evolucion de los pacientes. Los valores criticos que predicen
recaida son: >0,1% para la citometria de flujo y >10 copias para la PCR
cuantitativa.

3. La t(8;21) y la inv(16) presentan diferencias en cuanto a la cinética de la recaida,
de forma que, mientras la deteccion de pequefias cantidades de transcrito
quimérico son compatibles con RC duradera en pacientes con t(8;21), en los
pacientes con inv(16) es imprescindible la negatividad de la PCR para garantizar la
RC.

4. Existe una elevada concordancia entre los resultados obtenidos mediante ambos
métodos. La utilizacion conjunta de las dos técnicas permitiria obtener informacién

adicional en estos pacientes.
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OBJETIVO 3. Impacto pronéstico de la expresion de antigenos al diagndstico

en las células leucémicas, en pacientes con LMA de novo

1. La expresion del antigeno linfoide CD2 es poco frecuente en las LMA de novo en
general. Sin embargo, existe una asociacion entre la expresion de CD2 y las LMA
con inv(16)/t(16;16), tal y como esta descrito en la literatura.

2. La expresion de CD2 en los pacientes con LMA de novo, y en ausencia de la
inv(16)/1(16;16), se asocia a una menor probabilidad de alcanzar RC tras
quimioterapia de induccion. El pronéstico de las LMA asociadas a esta anomalia
citogenética no se ve modificado por la expresion de CD2.

3. El antigeno CD36 se expresa con frecuencia en las LMA de novo del adulto,
especialmente en aquellas con diferenciacion monocitica. La expresion de CD36 es
un factor pronéstico independiente asociado a una menor supervivencia y a un
mayor riesgo de recaida.

4. Las caracteristicas inmunofenotipicas de los blastos al diagnostico pueden aportar

informacién prondstica valiosa en estos pacientes.
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