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Abreviatures|

ABREVIATURES

ADN: acid desoxiribonucleic

ADP: adenosina difosfat

Ara-C: citarabina

ARN: acid ribonucleic

ALAL: ambiguous lineage acute leukemia

CAR: chimeric antigen receptor

CART: chimeric antigen receptor T-cell

CNA: copy number alteration

COG: Children’s Oncology Group

CTCL: cutaneous T cell lymphoma; limfoma cutani de cél-lula T
EICH: enfermedad de injerto contra huésped; malaltia de 'empelt contra I’hoste
EGIL: European Group of Immunological classification of Leukemias
FDA: Food Drug Administration

FISH: fluorescence in situ hybridization

GRAAL: Group for Research on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia
HAT: histona acetiltransferasa

HDAC: histona deacetilasa

HDACi: inhibidor d’histona deacetilasa

HSC: hematopoetic stem cells

I-BFM SG: International Berlin-Frankfurt-Miinster Study Group
IG/TR: Immunoglobulina/ Receptor de cél-lules T

KO: knockout

LAIP: leukemia-associated aberrant immunophenotype

LCR: liquid cefaloraquidi

LLA: leucémia limfoblastica aguda

LMA: leucémia mieloide aguda

LPA: leucémia promielocitica aguda

LSC: leukemic stem cells

LT-HSC: long-term hematopoietic stem cells

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases

MLPA: multiplex ligation-dependent probe amplification

MM: mieloma multiple

MPAL: mixed phenotype acute leukemia

MPP: multipotent progenitors

MRM: malaltia residual minima/measurable

NOPHO: Nordic Society of Paediatric Haematology and Oncology
US NCI: United States National Cancer Institute

NGS: next generation sequencing
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NOS: not otherwise specified

OMS: Organitzacido Mundial de la Salut

PETHEMA: Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia

Ph: cromosoma Philadelphia

RC: remissié completa

PTCL: peripheral T-cell Lymphoma, limfoma de céel-lules T periféric

ROS: reactive oxygen species; espécies reactives a |'oxigen

RT-PCR: reaccié en cadena de la polimerasa amb retrotranscripcid o transcripcié
inversa

SAHA: acid suberoilanidid hidroxamic; vorinostat

SEHOP: Sociedad Espaiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica

SNC: sistema nervids central

SNP: single nucleotide polymorphism

TKI: tyrosin-kinase inhibitor; inhibidor tirosina-cinasa

TPH: transplantament de progenitors hematopoeétics

TRM: treatment related mortality; mortalitat relacionada amb el tractament
TSA: tricostatin A

WHO: World Health Organization
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GLOSSARI DE GENS

Glossari de gens|

Gen Nom? Localitzacio Altres simbols
genoma
v-abl Abelson murine ABL, JTK7, C-ABL
BL1 d / ! ’
A oncogene homolog 1 9q34 p150, v-abl
ABL2 ABL proto-oncogene 2 1g25.2 ARG
AFF4 AF4/FMR2 family member 4 5g31.1 AF5Q31, MCEF
AFF9 MLLT3, super elongation complex subunit 9p21.3 AF-9, AF9, YEATS3
AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene 14g32.32- AKT
homolog 1 g32.33
6A3-5, BAF250b,
ARID1B AT-rich interaction domain 1B 6925.3 DAN15, ELD/OSA1,
KIAA1235, p250R
ARID5B AT rich interactive domain 5B (MRF1-like) 10q11.22 FLJ21150, MRF2
BCL11B B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc finger) 14932 5/7;//;2' CTIP2, hRIT1-
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 18¢21.3 Bcl-2, PPP1R50
BCL9 B-cell CLL/lymphoma 9 1921 -
LL L, D225662
BCR Breakpoint cluster region 22¢g11 '2/_/ L, CML, 5662,
BMI1 BMI1 polycomb ring finger oncogene 10p13 RNF51
BLK B.LK proto-oncogene, Src family tyrosine MGC10442
kinase 8p23.1
. . BRCC1, FANCS,
BRCA1 BRCA1, DNA repair associated 17g21.31 PPP1R53, RNF53
BRD4 bromodomain containing 4 19p13.12 CAP, HUNKI, HUNKI,
MCAP
BTG1 BTG anti-proliferation factor 1 12g21.33 APRO2
BTK Bruton tyrosine kinase Xq22.1 ATK, PSCTK1, XLA
CBS cystathionine-beta-synthase 21g22.3 HIP4
ETO2, MTG16,
CBFA2T3  CBFA2/RUNXI1 translocation partner 3 16924.3 MTGR2, RUNX1TS3,
ZMYND4
CBFB core-binding factor subunit beta 16g22.1 PEBP2B
c-Cbl, "oncogene
CBL Cbl proto-oncogene 11g23.3 CBL2", RNF55
CDKN1B C)./c/m—dependent kinase inhibitor 1B (p27, 12p13.1-p12 KIP1, P27KIP1
Kip1)
. . S CDK4 inhibitor
CDKN2A cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 9p21 P16/ ARE, p14%F
CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, 9p21 CDK4 inhibitor

inhibits CDK4)

plSINK4b p151NK4

23



Localitzacio

Gen Nom?® Altres simbols
genoma
CEBPA CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), 19q13.1 C/EBP-alpha
alpha
CREBBP CREB binding protein 16p13.3 CBP, KAT3A, RTS
CSF1R colony stimulating factor 1 receptor 5932 C-FMS, CD115, CSFR
CRLF2 cytokine receptor-like factor 2 Xp22.3 CRL2. TSLPR
Yp11.3 ’
KIT proto-oncogene receptor tyrosine
C-KIT kinase 4q12 SCFR, C-Kit, CD117
DEK DEK proto-oncogene 6p22.3 D6S231E
DOTiL DOT1 like histone lysine methyltransferase  19p13.3 ?l\(%ill KIAA1814,
DUX4 double homeobox 4 4935.2 -
EB-1 mlcr.otubule associated protein RP/EB 20q11.21 MAPRE1
family member 1
EBF1 connective tissue growth factor 5q34 EBF
EED embryonic ectoderm development 11914.2-g22.3 -
, . MLLT1, LTG1S,
ENL MLLT1, super elongation complex subunit 19p13.3 VEATS1
EPOR ErythropoietiOn receptor 19p13.2 -
ERG v-ets erythrqblastos:s virus E26 oncogene 21q22.3 i
homolog (avian)
ERK1 mitogen-activated protein kinase 3 16p11.2 WAL, i
p44mapk
ERK2 mitogen-activated protein kinase 1 22q11.22 MAPK, MAPKZ,
p41imapk
ETV6 ets variant 6 12p13 TEL
MECOM, KMTS8E,
EVI1 ecotropic viral integration site 1 3926.2 MDS1-EVI1, "PR
domain 3", PRDM3
EWSR1 Ewing sarcoma breakpoint region 1 22q12.2 EWS
ENX-1, EZH1
EZH2 enhancer of zeste homolog 2 (Drosophila) 7q935-936 NX-1, E2H1, KMTG,
KMT6A
FAS Fas cell surface death receptor 10¢23.31 APO-1, CD95
. FASLG, CD178
FASL Fas ligand 1g24.3 Fasl
AGO, CDC4, FBW?7,
F-box and WD repeat domain containing 7, FBX30, FBXWE,
FBXW7 E3 ubiquitin protein ligase 4q31.23 FLJ11071, SEL-10
SEL10
FLT3 fms-related tyrosine kinase 3 13q12 CD135, FLK2, STK1
L . ERYF1, GATA-1, NF-
GATA1 GATA binding protein 1 Xp11.23 E1 NFE1
GATA2 GATA binding protein 2 3g21.3 NFE1B
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Glossari de gens|

Gen Nom?® Localitzacio Altres simbols
genoma
GDH glucose dehyrogenase 1p36.22 H6PD
GLIS2 GLIS family zinc finger 2 16p13.3 NPHP7
GSK3A glycogen synthase kinase 3 alpha 19g13.2 -
HLF hepatic leukemia factor 17922 MGC33822
MNX1, HBS,
HLXB9 homeo box HB9 7936.3 HOXHBY, SCRAI
ID4 inhibitor of DNA binding 4, HLH protein 6p22.3 bHLHb27
IGH immunoglobulin heavy locus 14932.33 -
hlk-1, Hs.54452,
IKZF1 IKAROS family zinc finger 1 (lkaros) 7p12.2 IKAROS, LyF-1,
PPP1R92
bHLHe78, HIF-
HIF1A hypoxia inducible factor 1 subunit alpha 14g23.2 lalpha, HIF1, MOP1,
PASD8
HOXA11 homeobox A11 7p15.2 HOX1, HOX1!
HOX11L2 homeo box 11-like 2 5g35.1 TLX3, RNX
IL-3, MCGF,
interleukin 3 (colony-stimulating factor, MGC79398,
IL3 multiple) >423-031 MGC79399, MULTI-
CSF,
IL7R interleukin 7 receptor 5p13 CD127
JAK1 Janus kinase 1 1p32.3-p31.3 JAK1A, JTK3
JAK2 Janus kinase 2 9p24 JTK10
. JAK-3,JAK3_HUMAN,
JAK3 Janus kinase 3 19p13-p12 JAKL, LJAK
JARID1A  jumoniji, AT rich interactive domain 1A 12p13.33 KDMS5A
1 1AL
LEF1 lymphoid enhancer-binding factor 1 4923-925 TCF10, TCFIALPHA,
TCF7L3
LMO1 LIM domain only 1 (rhombotin 1) 11p15 RHOM1, TTG1
LMO2 LIM domain only 1 (rhombotin like-2) 11p13 RBTN2, RHOM?2
LMO3 LIM domain only 1 (rhombotin like-1) 12p13 DAT1, Rhom-3
LyL1 lymphoblastic leukemia derived sequence 1  19p13.2 bHLHa18
MEF2C myocyte enhancer factor 2C 5g14.3 -
MEF2D myocyte enhancer factor 2D 1922 -
MERTK MER proto-oncogene, tyrosine kinase 2q13 c-Eyk, mer, RP38,
megakaryoblastic leukemia (translocation) BSAC, KIAA1438,
MKL1 I 22q13.1-q13.2 MAL MKL MRTEA
MLL myeloid/lymphoid or mixed-lineage 11423 KMT2A, ALL-1, TRX1,
leukemia (trithorax homolog, Drosophila) q HTRX1, CXX7,MLL1A,
myeloid/lymphoid or mixed-lineage
MLLT1 leukemia (trithorax homolog, Drosophila); 19p13.3 ENL, LTG19, YEATS1

translocated to, 1
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Localitzacio

Gen Nom?® Altres simbols
genoma
myeloid/lymphoid or mixed-lineage
MLLT3 leukemia (trithorax homolog, Drosophila); 9p21 AF9, YEAST3
translocated to, 3
myeloid/lymphoid or mixed-lineage
MLLT4 leukemia (trithorax homolog, Drosophila); 6q27 AFF1, AF4, PBM1
translocated to, 4
myeloid/lymphoid or mixed-lineage
MLLT10 leukemia (trithorax homolog, Drosophila); 10p12 AFF10
translocated to, 10
MX1 MX dynamin like GTPase 1 21g22.3 IFI-78K, MxA
v-myb  myeloblastosis viral oncogene
mMyc .
homolog (avian) 8q24 C-MYC
MYH11 myosin heavy chain 11 16p13.11 SMHC, SMMHC
NF1 neurofibromin 1 17q911.2
KBF1, p105, NFKB-
4q24- p50, p50, NF-
-kB /| B
NF-k nuclear factor kappa 10024.32 kappaB, NFkappaB,
NF-kB1
NKX2.1 NK2 homeobox 1 14q13.3 NKX2-1-AS1
NKX2.2 NK2 homeobox 2 20p11.22 NKX2-2-AS1
NOTCH1 NOTCH1 9qg34.3 TAN1, hN1
NPM1 nucleophosmin 1 5¢35.1 B23, NPM
NRAS neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene 1p13.2 N-ras, ALPS4
homolog
nuclear receptor binding SET domain ARA267, FLI22263,
NSD1 protein 1 >q35.3 KMT3B
, . . 10924.32- cN-Il, GMP, PNT5,
NT5C2 5'-nucleotidase, cytosolic Il q24.33 SPGES
NUP98 nucleoporin 98 11p15.4 NUP96
D E
NUP214 nucleoporin 214kDa 9q34 CAIN, CAN, DIS46E,
N214
P2RYS purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, Xp22.33 Xp22.33/Yp11.3
8 Yp11.3
PAX5 paired box 5 9p13.2 BSAP
PBX1 pre-B-cell leukemia homeobox 1 1923.3 -
platelet derived growth factor receptor CD140a, GASS,
D 12
RDCERAR R 4a PDGFR2
PDGFRB platelet—denve_d growth factor receptor, 5933.1 PDGER1
beta polypeptide
PHF6 PHD finger protein 6 Xg26.3 CENP-31, KIAA1823,

MGC14797
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Gen Nom? Localitzacio Altres simbols
genoma

PIK3CA p.hosphat1dy/1n951tol—4,.5—b/sphosphate 3- 3926.3 PI3K

kinase, catalytic subunit alpha
PICALM phosphat/dy//nQS/tol binding clathrin 11q14 CALM

assembly protein
PIPAK2A phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase, 10p12.2 pIPK

type Il, alpha
PML promyelocytic leukemia 15¢24.1 MYL, RNF71, TRIM19
PRMT1 protein arginine methyltransferase 1 19¢13.33 ANM1, HCP1
PRKCZ protein kinase C zeta 1p36.33 PKC2
PTEN phosphatase and tensin homolog 10923 MMAC1
PTPN11 protein tyrosine phosphatase, non-receptor BPTP3, PTP2C, SH-

type 11 12924.13 PTP2, SHP-2, SHP2

. BRCC5, FANCR,
RAD51 RAD51 recombinase 15g15.1 HsRad51, HsT16930
RAG1 recombination activating 1 11p12 MGC43321, RNF74
RAG2 recombination activating 2 11p13 -
RARa retinoic acid receptor alpha 17q921.2 RARA
RBM15 RNA binding motif protein 15 1p13.3 OTT, OTT1
RB1 retinoblastoma 1 13q14.2 PPP1R130, RB
RPN1 ribophorin | 3g21.3 0OST1
RUNX1 runt-related transcription factor 1 21922.3 AML1, CBFA2
i AML3, PEBP2A1,
RUNX2 runt related transcription factor 2 6p21.1 PEBP2AL
. CDR, ETO, MTGS,

RUNX1T1 RUNXI1 translocation partner 1 8qg21.3 ZMYND2
SET SET nuclear oncogene 9q34 -
STAT3 signal . t.ransducer and activator of 17q21.2 APRF

transcription 3
STIL SCL/TAL1 interrupting locus 1p32 MCPH7

SUZ12 polycomb repressive complex 2 CHETS, JIAZ1,
SUz12 o punit 17921 KIAA0160
TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1 1p32 SCL, TCL5, bHLHa17
TAF15 TATA-box binding protein assoc factor 15 17q12 222;/;68’ Npl3,
TCF3 transcription factor 3 19p13.3 E2A
TCRA T cell receptor alpha locus 14q11.2 -
TCRB T cell receptor beta locus 7934 -
TCRD T cell receptor delta locus 14q11.2 -
TCRG T cell receptor gamma locus 7pld -
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Localitzacio

Gen Nom?® Altres simbols
genoma
TLX3 T-cell leukemia homeobox 3 5¢35.1 HOX11L2
TP53 tumor protein p53 17p13.1 P53
.. . . TNFSF10, Apo-2L,
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 3926 D253, TL2
VPREB1 V-set pre-B cell surrogate light chain 1 22q11.22 CD179A, VpreB
. AWT1, NPHS4,
wr1 Wilms tumor 1 11p13 WAGR, WIT-2
WNT16 Wnt family member 16 7931.31 -

2@ Segons homenclatura HUGO (http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature).
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Estudi del perfil d’expressid de les histones deacetilasa (HDAC) en
pacients pediatrics amb leucémia aguda

Antecedents: els inhibidors d’histona deacetilasa (HDACi) han emergit els ultims anys
com potencials tractaments dirigits, amb la finalitat de revertir els canvis epigenétics
associats a diferents tipus de cancer, incloent les neoplasies hematologiques. La falta
d’especificitat dels HDACI, pero, dificulta la prediccid dels seus efectes biologics i
provoca una toxicitat no menyspreable, el que ha limitat el seu Us en la practica clinica.
L’expressié de les HDACs no ha estat estudiada en les leucémies agudes pediatriques
més que de manera parcial i en series amb un limitat nimero de pacients; per tant,
sén necessaris estudis que ajudin a aclarir el paper de cadascuna de les HDACs com a
possibles biomarcadors i com a dianes terapéutiques, de cara a dirigir el tractament

especific i personalitzat amb HDACI.

Hipotesi: en aquest context, I'estudi global del perfil transcripcional de les HDACs en
una seérie amplia i representativa de pacients pediatrics amb diferents subtipus de
leucémia aguda permetria definir millor el seu impacte pronostic i definir el seu rol
com a dianes terapeutiques, ajudant a dirigir el tractament especific amb HDACi de

forma més racional i individualitzada.

Objectius: estudiar de forma global el perfil d’expressio de les HDAC1-11, SIRT1, SIRT7 i
d’altres gens co-reguladors, MEF2C i MEF2D, en una série de pacients pediatrics amb

leucémia aguda diagnosticats i tractats en un sol centre.

Metodologia: analisi de I'expressié de 'mRNA de les HDAC1-11, SIRT1, SIRT7, MEF2C i
MEF2D mitjancant PCR quantitativa en 211 pacients pediatrics (0-18 anys),
diagnosticats de leucémia de novo des de I'any 2003 al 2017 en el nostre centre. Els
pacients es van tractar uniformement d’acord als protocols consecutius de la Sociedad
Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP). Es va emprar un pool de
pacients no-neoplasics com a calibrador i també es va analitzar I'expressio dels
diferents gens en cel-lules CD34+ normals de moll d’os i a cel-lules B CD19+ madures i

limfocits T madurs de sang periferica.
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Resultats: I'expressié de les HDACs va diferir en els diferents subtipus de cel-lules
hematopoetiques normals d’acord amb el grau de maduracié i el llinatge. En els
pacients amb leucemia es va observar, en general, una sobreexpressié de les HDACs,
amb perfils especifics que correlacionaven amb caracteristiques cliniques i bioldgiques
i, fins i tot en algunes ocasions, amb la supervivéncia dels pacients. Aixi, alguns perfils
d’expressié d’HDAC i el perfil de MEF2C semblaven reflectir, probablement, el llinatge i
la maduresa dels blasts, mentre que d’altres identificaven la via oncogénica activa en
les cel-lules leucémiques. Concretament, es va identificar un perfil d’expressié distintiu
pels pacients amb reordenament del gen KMT2A (MLL), amb nivells elevats d’"HDAC9 i
MEF2D, independentment de I'edat, el partner del gen de fusié i el llinatge. A més, es
va observar en els pacients amb LLA-B un pronostic advers de la sobreexpressié de

I’HDACY, independentment de I'estat del gen KMT2A.

Conclusions: en aquest treball s’"han observat diferents perfils d’expressié segons els
diferents subtipus de leucemia aguda pediatrica. Concretament, s’ha identificat un
perfil distintiu dels pacients amb reordenament del gen KMT2A, amb la sobreexpressid
de I" HDAC9 i MEF2D, independentment del llinatge, de I'edat i del partner del gen de

fusio.

Aquests resultats aporten una imatge global de I'expressid6 de les HDACs en els
pacients pediatrics amb leucémia aguda i recolzen el tractament dirigit amb HDACi
més especifics en seleccionats grups de pacients d’alt risc, com els pacients amb

reordenament del gen KMT2A.
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HEMATOPOESI

L’hematopoesi és un procés complex a partir del qual un reservori de progenitors
hematopoeétics (hematopoetic stem cells, HSCs) madura per donar lloc a les diferents

cél-lules madures de la sang (Figura 1).

L’hematopoesi s’inicia durant el desenvolupament embrionari i té lloc en diferents
organs i/o teixits al llarg dels primers mesos de vida embrionaria. Concretament,
comenca a produir-se en el sac vitel-li (hematopoesi primitiva) i es desplaca al fetge i la
melsa durant el segon trimestre. Posteriorment, s’instaura principalment en el moll de
I'os, que constituira I'organ responsable de I'hematopoesi durant la vida adulta de
I'individu (hematopoesi definitiva). En I'etapa infantil, predomina en el moll de 'os dels
ossos llargs, mentre que en l'adult passara a produir-se principalment en els ossos

plans, com el crani, la pelvis o I'estérnum.

La vida mitjana de les cél-lules que conformen el sistema hematopoetic és molt
variable, oscil-lant entre els 120 dies de vida que pot tenir un hematie fins a les 8 hores
de vida d’un granulocit. Per tant, per a un funcionament normal, és imprescindible que
el sistema hematopoeétic segueixi un procés continu d’auto-renovacio, proliferacio i

diferenciacié?.

® —
Multipotential hematopoietic
stem cell
(Hemocytoblast)
v v
Commeon myeloid progenitor Common lymphoid progenitor
y O < Smaﬁn hocyte
. Erythrocyte  Mast cell Natural killer cell e
Myeloblast (Large granular lymphocyte) / \
a l l 1 l T lymphocyte B lymphocyte
°
Megakaryocyte ‘ ‘) O @ @
Basophil 4 Eosinophil
Neutrophil Monocyte
AR 1 Plasma cell
Thrombocytes
Macrophage

Figura 1| Hematopoesi fisiologica. Adaptat de’.
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La capacitat d’auto-renovacié (self-renewal) és inherent als progenitors hematopoetics
més immadurs i es va perdent a mesura que la cel-lula madura i es diferencia. Aixi, a
partir d’'una cél-lula mare hematopoética pluripotent (long term progenitor HSCs, LT-
HSC) s’origina una cel-lula filla més madura (multipotent progenitor, MPP) i una cél-lula
idéntica, que manté la potencialitat i caracteristiques d’stem cell de la cél-lula mare tot
esdevenint un altre progenitor hematopoetic (Figura 2). Aquest procés permet
mantenir el reservori de progenitors hematopoetics al llarg de tota la vida. A partir
d’aqui s’inicia un procés jerarquic a partir del qual els diferents progenitors

hematopoétics van madurant i donant lloc als diferents Ilinatges cel-lulars3.

~ Lin"° c-kit" Sca-1" Thy1.1'"° Flk2-
Stem cells Ltisc @ :) y (
= Lin° CD34* CD38" CD90* (
l/ %
A @lQ 4| Lin c-kith' Sca-1" Thy1.1% Flk2* (mouse)
Multipotent = -
progenitors MPP l Lin° c-kit" Sca-1"' Thy1.1" FIk2* (mouse) |
. o / ~
Ollgolmiag: cve @ ®cr
progenitor
= SN oot £ N N

ver @ GMPQ\‘ ® ® T @ro@ros @

7 e N
e % o o
A R E|

Mature cells .‘. 3:‘%?3 . ‘/\g—/ * * . ‘ .

Erythrocytes  Platelets Granulocytes Macrophages Dendritic-cells T-cells NK-cells  B-cells

Figura 2| Progenitors i llinatges hematopoétics. L’hematopoesi constitueix un procés jerarquic de
maduracio a partir del qual els diferents progenitors hematopoétics es diferencien i van donant lloc als
diferents llinatges cel-lulars?.

Entre les vies de senyalitzacid que regulen I’lhematopoesi es troben la via de NOTCH,
WNT/beta-catenina, Hedgehog, HOX, FLT3, i els reguladors de la familia MEF2, entre
d’altres. Aquestes vies regulen la transcripcid de gens relacionats amb proliferacio,
diferenciacidé, capacitat d’auto-renovacid i supervivencia de les HSC, i es troben
interrelacionades entre elles. Aixi, no es d’estranyar que s’hagin relacionat amb el
procés de leucemogenesi i que diversos subtipus de leucémia presentin perfils

d’expressié que reflecteixen alteracions en aquestes vies*®.
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1. LEUCEMIA AGUDA PEDIATRICA

2.1. Concepte/Definicid

La leucemia aguda és una neoplasia hematologica clonal que es caracteritza per un
bloqueig prematur en la maduracié d’un precursor hematopoétic. Aquest bloqueig de
la diferenciacido s’acompanya d’una proliferacié aberrant d’aquesta cel-lula tumoral
(blast), donant lloc a la seva expansio clonal. Els blasts s’"acumulen en la medul-la ossia,
sang periférica i altres organs amb capacitat hematopoetica (fetge, melsa o ganglis
limfatics) i desplacen I’hematopoesi sana. Tot aquest procés condueix a una
insuficiencia medul-lar i a la disminucié de les cél-lules hematopoetiques normals,
produint citopénies, que sovint sén la manifestacié clinica de presentacié de les

leucemies agudes.

Depenent del progenitor transformat i del compromis d’aquesta cél-lula cap a un
llinatge determinat, podem distingir entre leucemia limfoblastica aguda (LLA) o
leucémia mieloide aguda (LMA) si el precursor hematopoetic estava compromes cap a
la linia limfoide o mieloide, respectivament. Tot i que amb molta menys freqiéncia (2-
5% dels casos), s’han descrit una serie de leucemies agudes que presenten un llinatge
ambigu (ambiguous lineage acute leukemia, ALAL), que inclouen: (1) leucémies
bifenotipiques, que comparteixen caracteristiques de linia limfoide i mieloide en els
mateixos blasts (mixed phenotype acute leukemia, MPAL); (2) bilineals, on coexisteixen
dos clons separats de diferents llinatges; (3) indiferenciades, en les que els blasts no
compleixen criteris concloents per cap de les linies limfoide o mieloide i (4) early
switch leukemia, leucémies en les que es produeix un canvi de llinatge durant les fases

inicials del tractament’.

2.2. Epidemiologia/Incidéncia

Les leucémies agudes son la forma més comu de cancer pediatric. Representen un terg
de les neoplasies en nens i la primera causa de mortalitat pediatrica relacionada amb

cancer. La incidencia anual en I'edat pediatrica de la LLA i la LMA és de 39,9 i 8,1 casos
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per milié d’habitants, respectivament®. A diferéncia del que succeeix en la poblacié
adulta, en nens la LLA és molt més freqlient que la LMA. A més, en les LLA existeix un
pic d’incidencia entre el 2-5 anys, mentre que la LMA és més freqlient per sota dels
dos anys i després es manté estable en I'edat pediatrica i augmenta progressivament
amb l'edat. En general, predomina en el sexe masculi i presenta una distribucio
desigual entre les diferents étnies®. Globalment, observem wuna tendéncia
lleugerament a I'al¢a en la incidencia de la leucéemia pediatrica, pero afortunadament

la taxa de mortalitat presenta una tendéencia inversa.

2.3. Etiologia

Donada la gran diversitat biologica que presenten les leucémies pediatriques, és molt
improbable que tots els casos tinguin una Unica etiologia. Resulta més plausible que el
desenvolupament de la malaltia sigui consequiiéncia d’'una combinacié de factors

genetics (predisposicid genética i susceptibilitat genética) i factors ambientals.

Pel que fa als factors geneétics trobem la predisposicid genetica heretada, que
relaciona l'increment de risc que té un individu de desenvolupar la malaltia amb
I'existéncia de variant genetiques germinals. Diferents estudis han permeés la
identificacio de variables genétiques o polimorfismes (single nucleotide polimorphisms,
SNPs) en gens implicats en la patogénia de la leucémia aguda, que augmentarien la
probabilitat de desenvolupar la malaltia, com per exemple en CDKN2A, IKZF1, ETVE,
GATA3, ARID5B, RUNX1 o CEBPA. Només una petita part dels casos de leucemia
s’associa directament a sindromes hereditaris, com el Sindrome de Down, el Sindrome
de Li Fraumeni i el sindrome de Nijmegen, entre d’altres!. Per contra, la predisposicio
genetica adquirida estableix una relacié directa entre el desenvolupament de la
malaltia i I'aparicié espontania d’alteracions oncogeniques (drivers) en el genoma de
I'individu!®. Aquestes alteracions poden donar lloc per si mateixes a la malaltia o

necessitar d’un segon esdeveniment per desenvolupar-la.

D’altra banda, s’han proposat molts factors ambientals com a possibles
desencadenants de la leucemia; no obstant aixd, només s’ha pogut demostrar la

relacié directa amb I'exposicid a radiacions ionitzants!2. En relacié a aquest punt

38



Introduccid |

d’exposicié a agents genotoxics és important destacar les leucemies secundaries al
tractament amb quimioterapics'3. L'ordre de naixement, la lactancia perllongada, el
sobrepes en el naixement, el consum de drogues i la dieta sén alguns dels factors
ambientals proposats. Finalment, les infeccions, sobretot en la LLA, s’han associat com
a possibles causants del desenvolupament de la malaltia. Concretament, s’han
proposat dues hipotesis al respecte: (1) La hipotesi de la “mescla de poblacions de Leo
Kinlen” i (2) la hipotesi de I'exposicié tardana de Mel Greaves®. La hipotesi de Kinlen
argumenta que el flux de poblacions portadores de virus cap a les regions amb
poblacions pediatriques poc exposades a aquestes infeccions desencadenaria una
resposta aberrant del sistema immunitari i I'aparicié de la malaltia'®. En la segona, Mel
Greaves proposa que el desenvolupament de LLA és degut, com a minim, a la
presencia de dues mutacions independents. La primera (first hit) tindria lloc in utero o
en una etapa molt precog¢ post-natal. Posteriorment, aquells nens que han crescut en
ambients molt aséptics, davant d’'una exposici6 tardana a wuna infeccid
desencadenarien una excessiva proliferacié limfocitaria que facilitaria I'aparicié de la
segona mutacié (second hit)*®. Tot i les diferéncies, ambdues teories coincideixen en
que la leucémia ocorre com a conseqliéncia d’una resposta immune anormal a

infeccions comunes?’.

2.4. Mecanismes de leucemogeénesi

Tot i que el nostre coneixement sobre |'etiologia de la leucemia és encara limitat, el
coneixement sobre la ceél-lula leucémica i els mecanismes de leucemogéenesi ha
avancat molt en les ultimes décades®®. En general, en el procés de leucemogénesi,
I'acumulacié de multiples anormalitats genétiques i epigenetiques en un progenitor
hematopoetic normal amb capacitat inherent d’auto-renovacié condueix a la formacié
d’una poblacié de cél-lules tumorals conegudes com leukemic stem cells (LSC).
Alternativament, els esdeveniments leucemogenics poden afectar a progenitors en
estadis més diferenciats, els quals adquireixen de forma aberrant la capacitat d’auto-
renovacio cel-lular. No obstant, tot i I'heterogeneitat fenotipica de les leucémies,

existeixen mecanismes i caracteristiques comuns en el procés leucemogeénic: es
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produeix un augment de la supervivencia cel-lular, I'increment de la capacitat de
proliferacio, I'augment o I'adquisicié de la capacitat d’auto-renovacio, la inestabilitat
genomica i el bloqueig de la diferenciacid; en definitiva, es produeix una pérdua de

control dels processos cel-lularst®20,

En el ultims anys, s’han pogut identificar les alteracions genétiques i moleculars
recurrents que participen en aquest procés clonal de leucemogenesi, i que alhora
sovint permeten definir els subtipus biologics de leucémia aguda amb importancia

pronostica i terapeutica. Podem classificar-les en:

2.4.1. Leucemogeénesi: suma d’alteracions primaries i secundaries

2.4.1.1. Alteracions primaries (founding, first hit)

Les translocacions es produeixen per la recombinacié anormal de gens normalment
situats en cromosomes diferents, potenciant aixi I’expressié d’oncogens (per exemple,
fusié d’'un oncogen amb el gen de la cadena pesada de les immunoglobulines) o
donant lloc a la construccié de proteines quimeériques aberrants (BCR-ABL1, ETV6-
RUNX1, RUNX1-RUNXI1T1...). Les translocacions en la leucémia aguda acostumen a ser
balancejades o reciproques i sovint defineixen subtipus de leucémia que presenten

caracteristiques bioldgiques propies amb patrons gendmics distintius?!.

Les aneuploidies involucren tot el set de cromosomes i impliquen el guany o perdua de
cromosomes individuals, donant lloc a cariotips amb un nombre cromosomic diferent
de 46. Destaquen la hiperdiploidia (>46 cromosomes), que inclou de forma especifica
el subgrup de leucemies amb alta hiperdiploidia (51-67 cromosomes) i I’hipodiploidia

(<46 cromosomes)??.

2.4.1.2. Alteracions secundaries (second hit)

Els esdeveniments secundaris sovint sdn necessaris per tal que es desenvolupi la
leucémia una vegada s’ha produit I'alteracié primaria. Aquestes alteracions no sén
exclusives d’un subtipus genetic de leucemia i tot i que poden associar-se amb més o

menys freqliéncia a una alteracié primaria, es presenten en diferents subgrups
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genetics. Entre aquestes alteracions trobem principalment les mutacions genetiques i
les alteracions en el nimero de copies géniques (copy number alteration, CNA). La
majoria d’aquestes alteracions en la LLA-B afecten gens implicats en la maduracié
limfoide (PAX5, IKZF1, EBF1, LEF1...), gens reguladors del cicle cel-lular i supressors de
tumors (CDKN2A/B, PTEN, RB1, P53...), gens de vies moleculars relacionades amb
proliferacié (JAK, FLT3, NRAS, KRAS...) i diversos factors de transcripcid (ETV6, ERG...)?
(Figura 3).

LESION GENERATION

INITIATION Aberrant RAG activity

Initiating lesion
(e.g. ETVE-RUNX1

TCF3-PBX1 DEVELOPMENTAL ARREST
MLL rearrangement) Alterations in B-cell
Confers self renewal transcription factor genes

PAXS, IKZF1, EBF1
l J- =

—_—
Lymphoid T pro-ipre-B Mature
progenitor ppEDISPOSITION cell B cell

inherited variants
e.q. IKZF1, CEBPE
ARIDSE, CDKN2A

COOPERATING EVENTS

« Cell cycle / tumar suppressors (COKN2A/B, TP53, RBT)

« Cytokine receptor / kinases (CRLF2, JAK1/2, ABL1, PDGFRE)
« Ras signaling (NRAS, KRAS, NF1, PTPN11)

* Lymphoid signaling (BTLA, TOX, CD200)

* Transcription factors, co-regulators, coactivators

« Mutations in epigenetic regulators (CREBBP, EP300)

Selective pressure
(chemotherapy)

' T
Genetic alterations that

ALL confer resistance to therapy ALL

(subclonal at diagnosis, or acquired)
DIAGNOSIS e.g. IKZF1, CREBBR, NT5C2, TP53 RELAPSE

Figura 3| Esquema de 'adquisicié d’alteracions genétiques en la patogénia de la LLA-B?.

2.4.2. Leucemogenesi: Evolucid clonal i laténcia

L’evolucié clonal i la seqliencia temporal (latencia) en la que s’adquireixen aquestes
alteracions encara s’esta estudiant; tot i aixi, s’han proposat diferents episodis

sequencials depenent de si es tracta d’'una LLA o d’'una LMA.
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2.4.2.1. Evolucio clonal i laténcia en les LLA

En la LLA, l'estudi de les cartes de Guthrie de bessons va demostrar que tot i que
ambdds compartien un clon pre-leucémic amb una alteracié primaria degut al traspas
transplacentari in utero, el bessd que adquiria noves lesions desenvolupava la
leucémia, mentre que l'altre germa podia no adquirir anomalies secundaries i per tant
aturar-se la trajectoria evolutiva del clon pre-leucémic?®. Aquests estudis van permetre
inferir la historia natural d’aquest subtipus de leucémia, de manera que el model més
acceptat suggereix que la primera alteracié ocorre en una cél-lula progenitora, bé amb
capacitat d’auto-renovacié o bé la propia alteracié la confereix a una cél-lula més
diferenciada. Aquest clon pre-leucémic es va mantenint fins que succeeix el segon

esdeveniment, el qual acaba de transformar la HSC en una LSC?%?7,

2.4.2.2. Evolucio clonal i laténcia en les LMA

Pel que fa a la LMA, tradicionalment s’havia suggerit que aquestes leucémies
s'originarien a partir d’almenys dos esdeveniments geneétics somatics: un d’ells
conferiria al progenitor hematopoétic un avantatge proliferatiu (mutacions tipus I),
mentre que I'altre donaria lloc a un bloqueig de la diferenciacié (mutacions tipus I1)%8.
Les mutacions tipus | inclouen mutacions activadores de vies de senyalitzacié on
participen FLT3, C-KIT, NRAS, KRAS i PTPN11, mentre que les mutacions tipus I
inclourien principalment translocacions cromosomiques (RUNX1-RUNX1T1, CBF-
MYH11, PML-RARalfa) o mutacions en RUNX1, CEBPA i NPM1%°. Tot i aixd, amb el
desenvolupament de la seqlienciacié massiva, s’ha vist que aquest procés és molt més

complex i fins a un 40% de les LMA no seguirien aquest patr6°.

1.4.3 Leucemogenesi: un procés no tan lineal (subclons)

Recentment, s’han revisat aquests conceptes de leucemogenesi i la linealitat de la seva
evolucid3l. Aixi, I'organitzacié jerarquica clonal a la que s’associa el desenvolupament

d’una leucemia a partir d’un Unic clon leucemic que va originant subclons a partir de
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noves alteracions genetiques, es va substituint per una evolucid d’arquitectura
ramificada. D’aquesta manera, al diagnostic de la leucémia ja existirien diversos

subclons de LSC amb diverses alteracions genotipiques (Figura 4).

Diagnosis
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8% - Same as diagnosis
clone

/]

&
N

34% - Clonal evolution
from diagnosis clone

Ancestral
clones

>52% - Clonal evolution
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clones

@\
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Figura 4| Relacié clonal entre el diagnostic i la recaiguda en mostres de pacients recaiguts amb LLA.
Les recaigudes poden relacionar-se amb el clon majoritari al diagnostic, amb evolucions clonals
d’aquests, amb subclons ja presents al diagnostic que s’han mantingut per selecci6 o amb clons
ancestrals presents abans del diagnostic32.

D’una manera darwiniana, els subclons amb caracteristiques favorables per la
supervivencia s’anirien seleccionant i evolucionant donant lloc a la leucémia i conferint
resisténcia als diferents tractaments333* (Figura 5). Aixi mateix, s’han pogut detectar
mutacions en gens com CREBBP i NT5C2, que donarien resistencia a glucocorticoides i
analegs de nucleodsids, respectivament®. Aixi doncs, els diferents subclons de LSC no
només son els responsables de I'inici i manteniment de la malaltia sind també de les
recaigudes, essent el seu estudi important en el seguiment i tractament dirigit contra

diferents dianes terapéutiques?332.
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Figura 5| Contribucié de la genética, epigenética i terapia a I’evolucié clonal de la leucéemia. Adaptada
de?,

2.5. Diagnostic

2.5.1. Clinic

La presentaciod clinica de la leucémia aguda pediatrica és variable i generalment els
simptomes i signes al diagnostic sén secundaris a la infiltracio de les cel-lules
leucémiques en el moll de I'os i altres organs secundaris. Normalment, la presentacié
és de caire agut, amb una historia de menys de tres mesos d’inici de la clinica fins que

es diagnostica.

Un dels signes més freqlients és I'aparicid de febre, que pot ser deguda a una infeccié
concomitant, pero sovint és causada per la propia leucemia. Normalment es resol en
24-72 hores després del tractament amb glucocorticoids i/o quimioterapia.

Entre els simptomes més freqlients de presentacié destaquen el malestar general,
I'asténia i les hemorragies per plaquetopénia. A més, en una tercera part dels casos, el
principal simptoma és el dolor ossi o articular, que pot ser migratori o localitzat en una
extremitat. En nens petits aquest dolor pot manifestar-se Unicament en forma de
coixesa. En alguns subtipus de leucémia amb carrega tumoral més elevada es poden
observar masses mediastiniques, acompanyades de dispnea i ortopnea, i hepato-
esplenomegalia. En I'exploracié fisica normalment s’observa pal-lidesa, equimosis,

petéquies i adenopaties i/o hepato-esplenomegalia. En els nens també pot detectar-se
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infiltracié en els testicles. En alguns casos també pot aparéeixer hipertensié endocranial
amb paralisi d’un parell cranial com a conseqiiencia de la infiltracié de sistema nervids
central (SNC). Tot i que és molt menys freqient, també podrien observar-se
manifestacions secundaries a la infiltracié extramedul-lar com hemorragia a la retina o
en el nervi Optic, noduls subcutanis, priapisme o compressié de la medul-la espinal,

aquestes uUltimes molt més freqiients en la LMA que en la LLA36-38,

2.5.2. Biologic

A més de l'estudi clinic del pacient, sén necessaries una serie de proves
complementaries d'imatge i laboratori per diagnosticar la malaltia. L’estudi del moll de
I'os és essencial, ja que en un 10% dels pacients amb leucémia aguda no es detecten

blasts en la sang periférica al diagnostic.
= Hemograma

La progressiva disfuncio de la medul-la 0ssia també es tradueix a I’lhemograma. Aixi, en
la majoria de casos de LLA es detecta anémia i/o leucocitosi i/o trombocitopénia, que
reflecteixen el grau en el que la medulla ha estat reemplacada per cel-lules
immadures. En un 10% dels casos I'hnemograma al diagnostic és normal o presenta

alteracions minimes.
= Morfologia

El diagnostic de la leucemia aguda es basa en I'observacié morfologica al microscopi
optic. Per visualitzar les cél-lules d’interés és necessari fer la tinci6 May-Grinwald-
Giemsa. La preséencia de 225% i 30% d’infiltracié de blasts confirma el diagnostic de
LLA i LMA, respectivament, en pacients pediatrics. Tot i que es pot fer el recompte en
una mostra de sang periférica, es recomana realitzar un aspirat de medul-la ossia o
biopsia.

La citocentrifugacid i posterior examen morfologic permet I'estudi del liquid

cefalorraquidi (LCR) per descartar la infiltracio del SNC.
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= Citometria de flux

La citometria de flux permet 'estudi de 'immunofenotip a través dels antigens de
membrana i intracel-lulars dels blasts. D’aquesta manera, la citometria permet establir
el llinatge de la leucémia i el punt de maduracié en el que es troben els blasts. Aixi, la
identificacio del fenotip aberrant dels blasts, el LAIP (leukemia-associated aberrant
immunophenotype), permet el seguiment de la malaltia residual minima/mesurable
(MRM o minimal/mesurable residual disease). D’altra banda, la citometria també
permet estimar la ploidia cel-lular mitjancant el calcul de I'index d’ADN dels blasts.
Aguest meétode suposa un complement en I'estudi de la ploidia i permet una millor
identificacido i distincié entre la hiperdiploidia real i els clons hiperdiploids que

emmascaren una quasi-haploidia.
= Citogeneética

La citogenética convencional permet I'obtencié del cariotip: una representacié del
patré cromosomic del pacient que permet la ordenacié i comparacié critica dels
cromosomes. L'estudi del cariotip permet la deteccié d’alteracions numeériques
(aneuploidies) i estructurals (translocacions, delecions...) en les cél-lules leucémiques.
Complementariament s’utilitza la técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization), la

qual permet la deteccid d’anomalies genétiques que no poden detectar-se per cariotip.
= Biologia molecular

Algunes lesions genétiques només poden ser detectades per técniques moleculars. La
tecnica molecular basica pel diagnostic de la leucémia és la reaccid quantitativa en
cadena de la polimerasa amb retrotranscriptasa inversa (reverse transcription
quantitative-polimerase chain reaction, RT-qPCR), que permet la deteccid de productes
del reordenament de diferents gens a causa de translocacions, tant en la LLA com en la
LMA. Aquesta técnica també permet I'estudi de la clonalitat mitjancant la deteccid dels
reordenaments especifics dels gens de les immunoglobulines o del receptor de
cél-lules T (IG/TR PCR). Aixi, aquesta tecnica permet la identificacié de subtipus

genétics amb implicacidé pronostica, aixi com el seguiment de la MRM.
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Cada vegada més, es recomana la implementacié de noves tecniques moleculars d’alt
rendiment (high throughput) d’analisi massiu del genoma en el diagnostic integrat dels
pacients amb leucemia per tal d’ampliar la informacio relacionada amb la biologia de la
leucémia, el seu pronostic i possibles dianes terapeutiques personalitzades. Entre elles
destaquen la seqiienciacid de gens amb técniques de seqlienciacié massiva (next
generation sequencing, NGS)* que permeten la deteccid d’SNPs o mutacions; la
multiplex-independent ligation probe amplification (MLPA, MRC-Holland), o els SNP
arrays (Single Nucleotide Polymorphism Arrays)*®°, per a la deteccié de canvis en el
numero de copies geniques (copy number variation, CNV). La introduccié d’aquestes
tecniques en l'estudi de les leucémies no només ha permes un millor diagnodstic
diferencial, sind un millor coneixement de la biologia d’aquestes leucémies. En les LLA,
els nous subtipus i aquells amb valor pronostic han estat identificats per la signatura
diferencial d’expressié génica, per I'estudi de CNVs o pel descobriment de noves
mutacions o reordenaments, mentre que en les LMA, les técniques de NGS han
permeés la identificacié de mutacions i fusions especifiques dels pacients pediatrics que

difereixen de les LMA de I'adult?®!.

Per tant, degut a la complexitat del diagnostic biologic del diferents subtipus de
leucémia aguda, és important seguir les guies estandarditzades dels diferents grups
cooperatius, que utilitzen algoritmes de diagnostic que combinen técniques classiques

i tecnologies més complexes*?43,

Actualment, doncs, les alteracions genetiques presents en la leucémia tenen grans
implicacions pronodstiques, ja que cada vegada més formen part dels criteris
d’estratificacid dels pacients en els diferents protocols de tractament adaptat al risc de
recaiguda. Aixi, una bona caracteritzacié de la leucémia és molt important durant el
procés de diagnostic de la malaltia. Les principals alteracions genétiques i moleculars

es troben detallades per llinatge en 'apartat 5.
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2.6. Classificacio

La classificacid oficial actual de les leucemies integra la morfologia, I'immunofenotip i
les alteracions genétiques i moleculars. Aixi, segons els criteris emprats per definir les

leucémies trobem diferents classificacions:

- Classificaci6 morfologica de les leucémies agudes segons els criteris del grup
cooperatiu FAB (French-American-British), basada fonamentalment en les troballes

morfologiques en els blasts*4,

- Classificacié de la WHO (World Health Organization; també Organitzaci6 Mundial de
la Salut, OMS) 2016 de les neoplasies de precursors hematopoétics, on s’integren les
dades morfologiques, fenotipiques, citogenétiques i moleculars®>4,

-Classificacio immunologica de la leucémia aguda segons el grup EGIL (European Group
of Immunologic classification of Leukemias), que es fonamenta en [Iestudi

immunofenotipic?’.
= Classificacid de les LLA

La classificaci6 morfologica de la FAB (Taula 1) no s'utilitza actualment en
I'estratificacié dels pacients amb LLA. Les més emprades i de major utilitat sén la

immunolodgica segons el grup EGILY i la de la WHO®.

Classificacio morfologica de la LLA segons el grup FAB

LLA-L1: blasts petits i homogenis, amb cromatina homogenia i nucli regular.

LLA-L2: blasts de mida heterogénia, amb cromatina heterogénia i nucli irregular.

LLA-L3: blasts de mida gran i homogenis, amb cromatina fina i preséncia de vacuoles.

Taula 1| Classificacié morfologica (FAB) de les LLA**.

En la classificacié EGIL (Taula 2) s’utilitza el grau de maduresa de la cel-lula leucémica
per sistematitzar la classificacid. En canvi, la classificacié de la WHO (Taula 3) integra
aspectes clinics, morfologics, immunofenotipics i genétics i reconeix com a entitats

diferents subgrups de LLA.
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Classificacié immunologica de la LLA segons grup EGIL

LLA de linia B: CD22+ i/o CD79a+ i/o CD19+

Pro-B (B-1): TdT+, CD10-, Ig citoplasma-, Ig membrana-, CD38+.

Comu (B-1l): TdT+, CD10+, Ig citoplasma-, I|g membrana-, CD38+

Pre-B (B-lll): TdT+, CD10+/-, Ig citoplasma +, I|g membrana-, CD38+/-

B madura (B-1V): CD20+, TdT-, CD10-, Ig citoplasma-, cadenes lleugeres de superficie o
citoplasmatiques +, CD38-

LLA de linia T: CD3 de citoplasma +

Pro-T (T-1): CD7+, CD2-, CD5-, CD8-, CD1a-

Pre-T (T-1l): CD2+ i/o CD5+ i/o CD8+, CD1a-, CD71+

T cortical: CD1a+, CD3 de superficie + o -, CD71-

T madura: CD3 de superficie+, CD1a-, CD2+, CD5+, CD4/8+

Taula 2| Classificacié immunologica (EGIL) de les LLAY.

Classificacio de la WHO de les neoplasies de precursors limfoides

Leucémia/limfoma limfoblastic B

Leucémia/limfoma limfoblastic B, no especificat

Leucémia/limfoma limfoblastic B amb alteracions genétiques recurrents:
Leucémia limfoblastica B amb t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
Leucémia limfoblastica B amb t(v;11923); reordenament del gen KMT2A (MLL)
Leucémia limfoblastica B amb t(12;21)(p13;922); ETV6-RUNX1 (TEL-AML1)
Leucémia limfoblastica B amb hiperdiploidia
Leucemia limfoblastica B amb hipodiploidia
Leucemia limfoblastica B amb t(5;14)(q31;932); IL3-IGH
Leucémia limfoblastica B amb t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Entitats provisionals:
Leucémia/limfoma limfoblastic B, BCR-ABL1 like
Leucémia/limfoma limfoblastic Bamb iAMP21

Leucémia/limfoma limfoblastic T

Entitats provisionals:
Leucémia limfoblastica Early T-cell precursor
Leucémia/limfoma limfoblastic Natural Killer (NK)

Taula 3| Classificacié de la WHO 2016 de les neoplasies precursores limfoides*.

= (Classificacio de les LMA
La classificacié classica de la FAB (Taula 4) esta sent substituida cada vegada més per la
de la WHO (Taula 5), que intenta incorporar també els aspectes genetics,

immunofenotipics i clinics. Aixi, la classificaci®6 FAB només es manté per aquells casos

gue no poden classificar-se segons la WHO.
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FAB Nom el Assoa:acié a‘al'teracions
citogenétiques

MO LMA amb poca diferenciacié 2-5

M1 LMA sense maduracio 10-15 t(8;21)(g22;922)

M2 LMA amb maduracié 25-30 t(15;17)q22;912)

M3 Leucémia promielocitica aguda 5-10

M4 Leucémia mielomonocitica aguda 15-25 inv(16)(p13;922)/t(16;16)(p13;922)

M4Eo M4 + eosinofilia al moll de I'os 10

M5 Leucémia monoblastica/monocitica 15-25 KMT2A (MLL) reordenat

M6 Leucemia eritroid 1-3

M7 Leucémia aguda megacarioblastica 5-10 t(1;22)(p13;913)

Taula 4| Classificacié de les LMA segons la classificacié FAB, freqiiéncia en LMA pediatrica i associacio
a alteracions citogenétiques recurrents.

Classificacio WHO de LMA i neoplasies relacionades

LMA amb alteracions genetiques recurrents:
LMA amb t(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA amb inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
LMA amb t(15;17)(q24;921); PML-RARA
LMA amb t(9;11)(p21.3;q23.3); KMT2A-MLLT3
LMA amb t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
LMA amb inv(3)(g21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;026.2); GATA2-MECOM (EVI1)
LMA (megacarioblastica) amb t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
LMA amb mutacié a NPM 1
LMA amb mutacié bial-lélica a CEBPA

Entitats provisionals:
LMA amb BCR-ABL1
LMA amb mutacié a RUNX1
LMA amb canvis en relacié a mielodisplasia
LMA en relacid a tractament
LMA no especifica (NOS):
LMA amb poca diferenciacio
LMA sense maduracio
LMA amb maduracié
Leucémia mielomonocitica aguda
Leucémia monoblastica/monocitica
Leucémia eritroid
Leucemia aguda megacarioblastica
Leucemia aguda basofilica
Panmielosi amb mielofibrosi aguda
Sarcoma mieloide
Proliferacié mieloide en relacié a la Sindrome de Down:
Mielopoesi anomala transitoria
Leucémia mieloide associada a la Sindrome de Down
Leucemies agudes de llinatge ambigu:
Leucémia aguda indiferenciada
Leucémia aguda de fenotip mixt (MPAL) amb t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
MPAL amb t(v;11923.3); reordenament de KMT2A (MLL)
MPAL, B/mieloide, NOS
MPAL, T/mieloide, NOS
Taula 5| Taula adaptada de la classificacié de la WHO 2016, NOS: not otherwise specified
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2.7. Subtipus citogenétics i moleculars

En els ultims anys, els avengos de les tecniques moleculars han permes identificar
noves alteracions genétiques que permeten una subclassificacié de les leucemies. Aixo
permet un refinament en |'estratificacié en grups de risc i la identificacié de dianes
terapéutiques. En definitiva, totes aquestes eines permeten identificar subtipus

biologics especifics amb una evolucié i comportament determinats.

2.7.1. Subtipus geneétics i moleculars en les LLA: LLA-B

La LLA precursora de linia B (LLA-B) representa un 85% de les LLA pediatriques i
presenta un pic d’incidéncia entre els 2 i 6 anys. Les diferents aberrancies
cromosomiques que defineixen els diferents subtipus constitueixen I'esdeveniment
primari en el procés de leucemogéenesi. Tot i que les estratéegies d’intensificacié del
tractament, la millor combinacié dels esquemes quimioterapics i el seguiment més
precis de la MRM han augmentat significativament la supervivencia dels pacients,

encara hi ha subtipus de LLA-B amb pronostic desfavorable®?.

2.7.1.1 Alteracions primaries recollides a la WHO 2016

a. Hiperdiploidia (51-67 cromosomes)

Els cariotips hiperdiploids presenten trisomies i tetrasomies en entre 5 i 19
cromosomes, donant lloc a cariotips entre 51 i 67 cromosomes. Els guanys
cromosomics no son a l'atzar, siné que els cromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 i 21 s6n
clarament els més recurrents®®. La LLA-B amb alta hiperdiploidia és el subtipus genétic
més comu en la LLA (30%) i el pronostic és molt favorable, amb una supervivencia

global del 80-90%°1>2,

Podem diferenciar entre I'alta hiperdiploidia, amb preséencia de més de 51 i menys de
68 cromosomes, amb un patré de guany de cromosomes recurrent: trisomia dels
cromosomes X, 4, 10 i 17, tetrasomia del 14, 18 i 21 i diploidia de I'1, 2 i 3 i un
pronostic favorable; i d’altra banda la baixa hiperdiploidia, de 47 a 50 cromosomes, i

pronostic desfavorable®3.
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b. Hipodiploidia

Podem distingir entre:

- Alta hipodiploidia: els pacients amb aquest subtipus citogenétic presenten cariotips
entre 40 i 44 cromosomes®?.

- Baixa hipodiploidia: es caracteritza per la preséncia d’entre 30 i 39 cromosomes.
Aquests pacients presenten un pronostic desfavorable i sovint presenten de forma
concomitants mutacions en la via de RAS, gens de la familia d’/KAROS i en un 90% dels
casos mutacions de TP53, amb freqiiéncia germinals (manifestacio del sindrome de Li-
Fraumeni)>>>7, Aquest cariotip s’observa en un 2-3% de les LLA pediatriques. Es
important destacar que en aquest subtipus citogenétic podem observar el fenomen
d’endoduplicacid cromosomica, de manera que alguns subclons hipodiploids
dupliquen el seu material cromosdomic, donant lloc a clons casi triploides (60-78
cromosomes). En aquests casos, és important no confondre’ls amb una alta-
hiperdiploidia, que s’associaria a un millor pronostic i comportaria una classificacid
erronia del pacient. Per distingir una hipodiploidia d’'una falsa hiperdiploidia pot
utilitzar-se el patré de guany de cromosomes: mentre que en |'alta hiperdiploidia
s’observa guany dels cromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 i 21 (esmentats en I'apartat
anterior), una hipodiploidia endoduplicada presenta disomia pels cromosomes 3, 7, 15,
16 17 i tetrasomia pels cromosomes 1, 6, 11 i 18°%>7,

- Casi haploidia: aquestes leucemies presenten cariotips amb menys de 30
cromosomes, tipicament entre 25 i 28, on la majoria de cromosomes es troben en
forma monosomica (una copia). La perdua cromosomica, de la mateixa manera que en
les hipodiploidies, no és atzarosa, i els cromosomes que acostumen a mantenir-se en
forma diploide sén els sexuals (X/Y) i els cromosomes 10, 14, 18 i 21. En aquest tipus
de leucémies també és freqlient trobar el fenomen d’endoduplicacié cromosomica
(50-58 cromosomes). Aixi doncs, és important no confondre aquests casos amb una
alta hiperdiploidia, doncs els pacients amb casi haploidia tenen un pronostic molt
advers®®. Aquest subtipus s’associa a delecions en IKZF3 i gens de la via RAS com FLT3,

NF1, N/KRAS i PTPN11°°.
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Aproximadament un 1% dels nens amb LLA-B presenten aquest cariotip. No obstant,
no hi ha evidencies reportades de la presencia d’aquest cariotip ni en lactants ni en

adults.

c. t(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 (TEL-AMLI)

La translocacié criptica t(12;21)(p13;922), que ddéna lloc al gen de fusié ETV6-RUNX1,
és la translocacié més freqiient en LLA pediatrica (25% de les LLA-B). El pronostic dels
pacients amb aquesta translocacié és molt favorable. Les alteracions secundaries que
s’associen amb més freqliéncia a aquesta alteracié sén delecions de gens com ETV6
(al'lel no translocat), IKZF1, CDKN2A/B, i PAX5, entre d’altres®l. Les alteracions

estructurals afegides no semblen empitjorar el pronostic.
d. t(1;19)(q23;p13.3)/TCF3-PBX1 (E2A-PBX1)

En la majoria dels casos, la translocacidé t(1;19)(q23;p13.3) ddna lloc al gen de fusid
TCF3-PBX1, pero en alguns casos només s’observa el der(19)t(1;19). Representen un 1-
5% de tots els casos i sovint s’associa a fenotip pre-B°8. Aquestes leucémies presenten
un perfil d’expressid caracteristic amb sobreexpressié de cinases com PRKCZ, EB-1,
WNT16, BLK i MERTK entre d’altres. Tot i que el pronostic historic era desfavorable, en
els protocols pediatrics actuals es considera una alteracié amb pronostic intermig-

favorable®.

La translocacio t(17;19)(q22;p13.3)/TCF3-HLF s’associa a hipercalcémia i a un pronostic
molt desfavorable. Es molt important la seva deteccié ja que els pacients sén tributaris

de tractaments experimentals.
e. t(9;22)(q34;q11.2)/BCR-ABL1

La translocacié t(9;22)(g34;q11.2), produeix el cromosoma Philadelphia (Ph) i el gen de
fusié BCR-ABL1. Depenent del punt de trencament en el gen BCR trobem diferents
isoformes (p190 o p210), sent la p190 la més freqlient en la LLA-B pediatrica.
Excepcionalment també poden presentar aquesta alteracié algunes LMA. El gen de
fusié provoca I'activacio constitutiva del gen ABL1, provocant 'activacié aberrant de

vies de proliferacid i una inhibicid de I'apoptosi controlades per proteines tirosina-
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cinasa, com PI3K, MYC, BTK, STAT, ERK1/2, entre d’altres. Mentre que en 'edat adulta
té una incidéncia del 25-30%, en 'edat pediatrica representa un 3-5% de les LLA®C.

Acostumen a associar-se a cariotips complexes i a monosomia del cromosoma 7.

Tot i que inicialment el pronostic de les LLA-B Ph era molt dolent, la introduccid dels
inhibidors tirosina-cinasa (Tyrosin kinase inhibidors, TKI) ha permes millorar
notablement les expectatives d’aquests pacients®%3, Actualment, s’esta avaluant la

incorporacié d’altres inhibidors d’altres vies, com els inhibidors de JAK/STAT®3.
f. t(v;11923); reordenaments de KMT2A (MLL)

Les translocacions que impliquen al gen KMT2A (MLL) defineixen un subgrup de
leucémies que presenten unes caracteristiques cliniques i biologiques especifiques.
S’han descrit més de 70 translocacions del gen KMT2A amb més de 50 gens diferents,
tot i que en el 80% dels casos es reordena amb AFF1 (AF4), t(4;11); MLLT3 (AF9),
t(9;11) i MLLT1 (ENL), t(11;19)%*. Aquestes translocacions fusionen I'extrem N-terminal
del gen KMT2A amb un gen diferent (partner) donant lloc a la pérdua del domini C-
terminal SET, i per tant de l'activitat metil-ladora i acetil-ladora d’histones. |, alhora,
s’adquireix una funcié aberrant que aporta el partner a la nova proteina quimérica. La
majoria d’aquests partners s’associen a diversos complexes multiproteics (DOTIL,
PMRT1, BRD4...) implicats en el control epigenétic dels gens diana de KMT2A, el que
condueix a I'expressio constitutiva aberrant d’aquests®. L’analisi d’expressid de gens
de la poblacié de LSC en leucémies KMT2A mostra 'augment de I'expressié de gens
presents en els progenitors hematopoétics més immadurs (self-renewal-associated
signature); aixo suggeriria I'adquisicido aberrant de caracteristiques de HSC, com la
capacitat d’auto-renovacié de les cél-lules transformades®®. A diferéncia de la resta de
subtipus, les leucémies amb reordenament del gen KMT2A acostumen a presentar
poques alteracions secundaries, suggerint que la desregulacié epigeneética seria
suficient per desenvolupar la leucémia®’:8,

La incidéncia d’aquestes leucemies es correlaciona amb I'edat, de manera que el 70-
80% dels lactants (< 1 any) presenten aquesta translocacio, mentre que la freqiéncia
en nens més grans cau fins un 3-5%. El pronostic d’aquestes leucemies és advers tant

en nens com en adults i empitjora en els lactants®.
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g. Translocacions del locus IGH

La preséncia d’aquestes alteracions provoca la desregulacié de I'oncogen fusionat de
forma anomala al gen de la immunoglobulina (IGH), el que es tradueix en una
sobreexpressié d’aquest oncogen. Els partners de la translocacié que més destaquen

son CRLF2, membres de la familia CEBP, ID4, miR-125b-1, EPOR i DUX4.

La translocacié t(5;14(931;q32)/IL3-IGH representa menys d’'un 1% de LLA, tant en
nens com en adults. Es presenta amb eosinofilia asimptomatica i poden no detectar-se

blasts en sang periférica.

Tot i que aquestes translocacions sén més tipiques de les leucémies de fenotip madur
o limfomes, recentment s’han descrit com un subtipus rellevant en el 5% de les LLA-
B0, Els estudis que hi ha sobre el pronostic que confereix aquesta alteracid

suggereixen una evolucié desfavorable per aquests pacients’®.

Els casos que no presenten cap de les anomalies més rellevants descrites anteriorment
s’agrupen en el grup anomenat “B-other”, que representa un ter¢ de les LLA-B7?>774

(Figura 6).

ABL1
B2 Corm

PDGFRB

Good Risk
DUX4*[ERG .
Ph-like
B-Other
BCP-ALL Poor Risk
o EPOR*
Other JAK
Intermediate l ‘
Unknown dic(9;20)

Risk paxs dic(%;12)
104 cesp PAXS (o
famiky 2™

Figura 6| Subtipus de leucémia identificats en el subgrup de les LLA B-other, segons el risc associat.
Dra. Christine Harrison, comunicacié personal.
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2.7.1.2 Entitats provisionals en la classificacio de la WHO 2016

a. Amplificacié intracromosomica del cromosoma 21 (iAMP21)

Aquest subtipus citogenétic es caracteritza per la preséncia d’'un cromosoma 21
anormal amb multiples inversions, delecions, duplicacions i amplificacions en el brag
llarg del cromosoma. No obstant, entre les posicions 21g22.11 i 21922.12 hi ha una
regid que es veu sempre duplicada i que inclou el gen RUNX1. Aixi doncs, aquest
cariotip es defineix per la preséncia de tres o més copies extra del gen RUNX1 (en total,
>5 copies de RUNX1). Com a alteracions secundaries associades a aquest subgrup
citogenétic trobem les delecions d’ETV6 i RB17>78,

Aproximadament un 3-5% dels pacients pediatrics amb LLA presenten amplificacio
intracromosomica del cromosoma 21 (iAMP21), amb una mediana de presentacio als
10 anys. Els pacients tractats amb protocols de risc intermig presentaven una
supervivencia lliure d’event (SLE) inferior al 10%, mentre que la supervivéncia ha

augmentat significativament en els pacients tractats amb protocols més intensius’’.

b. LLA-B Philadelphia-like (Ph-like)
Aquest subtipus de LLA-B es defineix per la presencia d’un perfil d’expressié similar al
de les leucemies amb reordenament BCR-ABL1 (leucemies Philadelphia positives o
Ph+), en abséncia del reordenament BCR-ABL1’8. En la majoria dels casos, les
alteracions genetiques que presenten aquests pacients resulten en ['activacié
constitutiva de receptors de citocines i cinases que indueixen la proliferacié cel-lular.
Les alteracions més frequlients sén: sobreexpressié del receptor CRLF2 (50% dels casos),
translocacions de gens amb activitat tirosin-cinasa com ABL1, ABL2, CSFR1, PDGFRA o
PDGFRB (12%), mutacions puntuals a la via JAK/STAT (JAK1/2/3, IL7R) (11%),
reordenaments de JAK2 (7%), reordenaments d’EPOR (3%), mutacions en la via RAS
(FLT3, K/NRAS, PTPN11, NF1) (6%) i mutacions d’altres cinases com BLNK, TYK2,
PTK2B7°8°, Aquestes alteracions sén concomitants a la preséncia de delecions d’altres

gens de diferenciacié limfoide (/KZF1, EBF1, PAX5, RAG1/2 i VPREB1), aixi com
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delecions de CDKN2A/B o BTG1. Tipicament, en la meitat dels casos, els pacients amb
reordenament de CRLF2 presenten mutacions puntuals a JAK28?.

La incidéncia de la LLA Ph-like varia en funcié de l'edat. Aixi, la seva incidéncia
augmenta a partir de I'’edat adolescent, amb una incidéncia d’un 12% en nens menors
de 18 anys i 28% en adults joves, i determina un pronostic desfavorable en aquests

pacients’3.

2.7.1.3 Alteracions primaries no recollides a la WHO amb utilitat diagnostica

a. Cariotip complex
En les LLA es considera cariotip complex aquells que tenen més de 3 o 5 alteracions,
sempre i quan no siguin alteracions cromosomiques que constitueixen un subtipus
citogenétic establert®?.
Es presenta aproximadament en un 5-10% dels casos Philadelphia negatius i hi ha

evidencies que suggereixen un augment d’incidéncia amb I'edat.

b. Sobreexpressié de CRLF2

La desregulacié de I'expressié de CRLF2 pot venir donada per diverses alteracions
genétiques: (1) translocacions criptiques de CRLF2 amb el gen IGH: (t(X;14)(p22;932) o
t(Y;14)(p11;932)); (2) delecions criptiques a la regié X/Y PAR1 que donen lloc a la fusié
P2RY8-CRLF2, i menys freqiientment (3) mutacions activadores a CRLF2 (F232C)%3. En la
majoria de pacients la sobreexpressio de CRLF2 ve donada per translocacions
cromosomiques. El perfil d’expressié genica d’aquest subtipus geneétic s’assembla a la
dels pacients amb translocacié BCR-ABL1, i acostumen a tenir mutacions a la via
JAK/STAT, sobretot a JAK2, aixi com delecions d’/KZF1, CDKN2A/B i PAX5. Aquesta
sobreexpressio també s’ha detectat en pacients amb LLA-T’%3*, Curiosament, aquestes
translocacions poden coexistir amb altres alteracions recurrents de la LLA-B%.

Les translocacions de CRLF2 s’observen en un 5-10% de LLA-B pediatriques, excepte en
els pacients amb LLA i Sindrome de Down, on s’observa en el 50-60% dels casos. La

proporcié en nens de P2RY8-CRLF2:IGH-CRLF2 és de 5:1, mentre que en adults és 1:2.
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El pronostic d’aquestes alteracions és controvertit, tot i que la majoria d’estudis
correlacionen la presencia de l'alteracio amb pronostic desfavorable, particularment

en els casos amb delecions concomitants d’IKZF1°1>>.

c. Alteracions de PAX5 (reordenaments de PAX5, PAX5”MP, PAX5 del/mut)
Les delecions de PAX5 sén freqlents en la LLA-B, perd també s’han descrit
amplificacions associades a factors d’alt risc i amb pronostic aparentment
desfavorable®. També s’han identificat diferents translocacions de PAX5, que resulten
en la pérdua del domini de transactivacié del propi gen, el que comporta una pérdua
de funcié del gen en la majoria dels casos®’. El gen PAX5 participa en la diferenciacié
del limfocit B, pero recentment s’ha descrit que també podria jugar un paper com a
gen supressor de tumors, de manera que la seva perdua de funcid provocaria un
bloqueig en la diferenciacié i alhora un augment de la inestabilitat genética de la
cel-lula. Algunes fusions descrites sén PAX5-CRLF2, PAX5-ETV6 i PAX5-JAK2, entre
d’altres®®. Aquestes translocacions ocorren en un 2-3% de les LLA-B, essent superior en
les leucémies amb fenotip més immadur (pre-B), i I'impacte pronostic esta per

determinar>.

d. Translocacions de MEF2D
Recentment s’han identificat translocacions que impliquen el gen MEF2D. La majoria
d’aquestes translocacions, criptiques a nivell citogenétic, fusionen el gen MEF2D amb
BCL9. Aquesta translocacié s’associa a fenotip pre-B i a la preséncia concomitant de
delecions d’IKZF1, mutacions en la via RAS, sobreexpressié de la histona deacetilasa 9
(HDAC9) i resisténcia a la quimioterapia.
La incidéncia d’aquests reordenaments és d'un 3-5% en les LLA-B pediatriques i

possiblement s’associin a mal pronostic®-°,

e. Translocacions de ZNF384
Les translocacions de ZNF384 resulten en gens de fusié amb activitat modificadora de
la cromatina o factors de transcripcid com EP300, CREBBP, TAF15, EWSR1, TCF3 i
ARID1B. Aquestes LLA es caracteritzen per presentar un fenotip pro-B CD10- amb

coexpressié d’antigens mieloides i mutacions concomitants a la via RAS.
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Representen un 3-4% de les LLA-B pediatriques i el pronostic podria variar en funcié
del partner del reordenament, ja que s’han obtingut resultats dispars entre diferents
estudis®>®2, Aixi, la translocacié EP300-ZNF384 es correlacionaria amb bon pronostic,
mentre que la preséncia del gen de fusid TCF3-ZNF384 s’ha associat amb pitjor

supervivencia.

f. Translocacions de DUX4
El gen DUX4 es reordena amb el gen de les IGH donant lloc a la sobreexpressié d’una
isoforma truncada del gen DUX4, perdent aixi |'activitat pro-apoptotica. Tot i que sén
menys frequlients, també s’han descrit reordenaments amb el gen ERG. La inserci6 de
DUX4 en el gen IGH provoca la sobreexpressiéo de DUX4, el que provocara la formacié
d’un gen ERG alterat (ERGalt). Aquest gen ERGalt és leucemogenic i, en un 60% de
casos, provoca la delecié de I'al-lel d’ERG normal’3°3, S’ha demostrat que els pacients
amb delecions intrageniques d’ERG s’associen a bon pronostic, independentment de la
preséncia de delecions d’IKZF194%. Aquestes leucémies representen el 4-7% dels casos
de LLA-B, i un 25% dels casos de LLA amb reordenaments no recollits per la WHO%3°6,
Per al seu diagnostic és necessari I'estudi del transcriptoma, perd molt recentment
s’ha apuntat a I'screening d’aquest subtipus mitjancant I'estudi de CD371 per

citometria de flux.

g. ETV6-RUNX1-like
Aquest subtipus esta present en un 1-3% dels pacients pediatrics amb LLA-B. La seva
identificacio s’ha dut a terme per la signatura d’expressié génica diferencial observada
per RNA-seq, similar a la dels casos ETV6-RUNX1, i la coexistencia d’anomalies en els
gens ETV6 i IKZF1, delecions en ARPP21 i fenotip tipic CD27+/CD44-. El pronostic

encara no esta definit®’.
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2.7.1.4 Alteracions secundaries

Sovint, pero, els esdeveniments primaris en la LLA sén insuficients per desenvolupar la
leucémia, i és necessaria I'addicié d’alteracions genetiques o epigenétiques cooperants
que indueixin la transformacié final leucémica. Les noves tecnologies com els arrays i
la seqlienciacié massiva han permes identificar un gran nombre d’aquestes alteracions
secundaries concomitants a les primaries, que afegeixen complexitat a la biologia de
les LLA-B i posen de manifest I'heterogeneitat de la malaltia. Aquestes alteracions
sovint afecten gens i vies importants en la diferenciacié limfoide, control cel-lular i
regulacié de I'apoptosi. Tot i que no son especifiques de cada subtipus, algunes

s’associen amb més frequiéncia a determinades alteracions primaries®® (Figura 7).

t(12;21)/ETV6-RUNX1T PAXS ETV6, BTG1, TBLXR1
high hyperdiploidy KRAS, NRAS CREBBP

® t(1;19)/TCF3-PBX] ® TCF3, PAXS ® CDKN2A/B

@ [GH translocations ® (KZF1 ® CDKN2A/B

@ B-other ALL ® PAXS, IKZF1 @ CDKN2A/B ©® KRAS, NRAS, CRLF2, JAK2

® t(9;22)/BCR-ABLT ® PAXS, IKZF1 ® CDKN2A/B

@ MLL translocations ® COKN2A/B ® KRAS, NRAS, FLT3

® iAMP21 ® RB) ® RAS, FLT3, CRLF2

® complex karyotype ® P53

® near haploidy ® CDKN2A/B ® KRAS, NRAS, NF1

@ low hyperdiploidy ® (KZF2 ® TP53 RBI

Leukemogenesis
Figura 7| Visi6 global dels esdeveniments cooperatius en el procés de leucemogeénesi en els diferents
subtipus de LLA-B segons els risc. Els punts indiquen el grup de risc: en verd clar, bon pronostic; en verd
fosc, risc intermig i en vermell, alt risc®.
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A continuacid, es mostra la taula 6, amb alguns dels gens més rellevants en la

atogenia de la -B segons la seva incidencia i I'interés pel seu possible valor
t de la LLA-B [ d I'int I bl [

Via senyalitzacié
afectada

Freqiiéncia

Implicacio clinica

pronostic:
Gen Tipus d’alteracié
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mutacions
IKZF1 DeIecpns i
mutacions
JAK1/2 Mutacions
Sobreexpressid
provocada per
CRLF2 reordenaments
com IGH-CRLF2 o
P2RY8-CRLF2
Reordenaments en
Alteracions  ABL1, ABL2, CSFIR,

en EPOR, JAK2,

lactivacio PDGFRB; mutacions
de cinases en/L7RiFLT3;
delecions de SH2B3
CREBBP DeIecpns i
mutacions
NT5C2 Mutacions
TP53 Mutacions

Perdua de funcid; gen
de diferenciacio
limfoide

Péerdua de funcio; gen
implicat en la
diferenciacié limfoide

Activacioé constitutiva
de la via JAK-STAT

Activacié constitutiva
de la via JAK/STAT

Activacié constitutiva
de vies de senyalitzacio
per cinases

Perdua d’acetilacio
d’histones i regulacio
transcripcional

Les mutacions
confereixen resistencia
als analegs de
nucleosids

Augmenten el risc de
desenvolupar
hipodiploidies i recaure

32% LLA-B

15% de les LLA-B
pediatriques

18-35% dels pacients
amb LLA i Sindrome
de Down. 11% dels

pacients d’alt risc Ph-

12% de les LLA-B
pediatriques

10% de les LLA-B
pediatriques;
s’associen a les Ph-
like

19% de les LLA
recaigudes;
s’associen a

hipodiploidies

Fins un 20% de les
LLA recaigudes

50% acostumen a ser
heretades

Important en el
procés de
leucemogeénesi,
pero no s’associa
clarament a
pronostic advers

Pronostic
desfavorable

Possible diana
terapéutica:
inhibidors de JAK

Possible diana
terapeutica:
inhibidors de JAK

S’associen a
caracteristiques de
mal pronostic i
augmenten el risc
de recaiguda

S’associen a
resisténcia a
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Mutacions
seleccionades en la
recaiguda
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recaiguda

Taula 6| Algunes de les alteracions genétiques secundaries recurrents en la LLA-B. Adaptada de>>.

L'impacte pronostic de les alteracions secundaries encara esta per definir en molts

casos, mentre que en d’altres, el seu impacte advers independentment de la MRM s’ha

demostrat en multiples estudis. No obstant, el seu Us en protocols clinics és

controvertit, ja que el I'impacte pronostic podria dependre dels protocols terapeutics o

de la cooperaciéo amb altres esdeveniments genétics. Cada vegada més, pero, aquestes
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alteracions o la combinacié entre elles estan guanyant pes en l'estratificacid dels
pacients®®. Tant és aixi, que recentment, s’ha descrit el subtipus IKZF1-plus, que
representa el 6% de les LLA-B i inclou aquells casos amb alteracions en I'lKZF1 i
almenys una de les seglients: delecié de PAX5, delecié de CDKN2A/B, delecid de la
regid PAR que inclou CRLF2; sense presentar delecié d’ERG. Tot i que els pacients sén
considerats d’alt risc de recaiguda, el pronodstic advers no és independent de la

MRM 100-102 .

2.7.2. LLA-T

Les LLA-T representen el 10-15% de els leucemies limfoblastiques en edat infantil. La
incidéncia d’aparicido augmenta amb I'edat, sent més freqiients en nens a partir de 9
anys. Tot i que cada vegada coneixem més la seva biologia, la falta de translacié clinica,
I'alevada probabilitat de recaiguda i la falta de tractaments de rescat fan d’aquest
subtipus de leucémia una entitat de pronostic desfavorable!®3,

La LLA-T constitueix un tipus de leucémia particularment heterogeni i complex amb
multiples combinacions de lesions genetiques que impliquen oncogens i gens

supressors de tumors, aixi com alteracions en la regulacid epigeneética.

2.7.2.1. Alteracions que defineixen subtipus genétics-moleculars

L'estudi del perfil d’expressié de les diferents LLA-T ha permés la identificacié dels
diferents subgrups de LLA-T, caracteritzats per un perfil transcripcional especific i per
I'expressid ectopica de determinats factors de transcripcid, normalment com a
conseqliencia d’un defecte cromosomic. Aquests perfils d’expressié reflecteixen el
punt de bloqueig de la diferenciacié del limfocit T i, per tant, el grau d’'immaduresa de
la leucemia. Aixi doncs, no és d’estranyar que hagi una certa correlaci6 amb

I'immunofenotip!® (Figura 8).
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Figura 8| Desenvolupament del limfocit T: estadis, marcadors de superficie i expressié de factors de
transcripciol®,

Actualment, es coneixen 4 mecanismes principals que causen |'expressié aberrant de
factors de transcripcié en les LLA-T: (1) translocacions cromosomiques que involucren
el gen del receptor de les cel-lules T (T cell receptor, TCR); (2) reordenaments
cromosomics amb altres sequéncies reguladores; (3) duplicacions/amplificacions de
factors de transcripcid; i (4) mutacions o petites insercions generant noves seqiiencies
reguladores que actuen com activadors de promotors!?®, Aproximadament el 50% dels
pacients amb LLA-T presenta translocacions cromosomiques que juxtaposen els gens
que codifiquen pels receptors de les cél-lules T (TCR alfa, TRA; delta, TRD; beta, TRB)
juntament amb factors de transcripcié oncogenics, el que propicia la seva expressid
aberrant en els progenitors T. Entre aquests factors sobreexpressats trobem gens de la
familia bHLH (basic helix-loop-helix) com TAL1 o LYL1, gens de la familia homeobox
com HOXA, TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2 i gens LMO (LIM only domain) com LMO2.
Normalment aquestes alteracions son excloents entre elles i defineixen subtipus

genétics-moleculars en la LLA-T% (Taula 7).
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TLX3 t(11;14)(p13;911) 5-20% Controvertit
Inv(7)(p15;934) 3%
HOXA Indeterminat
t(7;7)(p15;934) 3%
Gens de la HOXA (CALM-AF10) t(10;11)(p13;q14) 5-10% Desfavorable
familia HOXA (MLL-ENL) t(11;19)(g23;p13) 1% Indeterminat
Homeobox HOXA delecié 9934 Sense impacte
3%
(SET-NUP214) inv14(q11.2;q13) Indeterminat
5%
inv14(q11.2;q13) Indeterminat
NKK2.1 t(7;14)(q11;p11)
NKK2.2 t(14,;20)(p13;911) 1% Indeterminat
c-MYB t(6;7)(q23;q934) 3% Indeterminat
Proto-
MEF2C del(5q)(q14;q14) - Indeterminat
oncogens
SPI1 t(11;14)(p11;932) - Indeterminat

Frequiéncies globals en la LLA-T

Taula 7| Alteracions genétiques recurrents en la LLA-T, incidéncia i implicacié clinica. Adaptada

de105,106

2.7.2.2.

Altres alteracions recurrents

Diferents estudis confirmen que I'expressidé ectopica de factors de transcripcido son

esdeveniments iniciadors en el desenvolupament de les LLA-T, per0 és necessaria

I’addicié d’altres alteracions com mutacions i/o delecions per a una transformacio
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completa dels limfocits T normals a cel-lules leucemiques. Aquestes alteracions

recurrents es presenten en els diferents subtipus i alteren els mecanismes normals de

control del cicle cel-lular, proliferacid, supervivéncia i diferenciacié del limfocit durant

el seu desenvolupament (Taula 8 i Figura 8). Diferents estudis de seqiienciacié massiva

han permés la identificacié >100 gens que poden mutar-se en la LLA-T. Dos d’aquests

gens ja estan presents en >50% de les LLA-T: les mutacions de NOTCH1 i les delecions

de CDKN2A/B05107,

Cate‘g?na Gen Alteracié genética Freqgiiéncia® Pronostic
genetica
. . < [s)
NOTCHI Mu:;Z{c?Z\(:I jgt’ir\)/iz)ores >510/°;) CDoesfc::or:/i%:ifc
Via de NOTCH1 Favorable o sense
FBXW7 Mutacions inactivadores 14% impacte
CDKN2A/B Deleci6 9p21 61% Favorable
Defectes en el CCND2 t(7;12)'(<’:|34;p13) 1% Indeterminat
cicle cel-lular e A
RB1 Deleci6 13q14 4-12% Sense impacte
CDKN1B Delecid 12p13 2% Indeterminat
MYC t(8;14)(924;q11) 1% Indeterminat
Factors de WrT1 Mutacid o delecié inactivadora 10% Sense impacte
transcripcio/ LEF1 Mutacié o delecié inactivadora 10% Indeterminat
creixement ETV6 Mutacid o deleci6 inactivadora 8% Sense impacte
cel-lular i BCL11B Mutacié o delecié inactivadora 10% Sense impacte
sup::,s:::: de RUNX1 Mutacid o deleci6 inactivadora 8% S;z:;:ggabclze
GATA3 Mutacié o delecié inactivadora 5% Desfavorable
PTEN Mu?:llgclir;alc(t)lc\llggora 19% Desfavorable
Ng\};ﬁ‘l_ Amplificacié 9934 8% Desfavorable
EML1-ABL1 t(9;14)(934;932) <1% Indeterminat
ETV6-ABL1 t(9,12)(q34;p13) <1% Indeterminat
Transduccié de BCR-ABL1 t(9;2.2?(q3l.l;q11) <1% Desfavorable
senyals NRAS Mutac!o act!vadora 14% Desfavorable
KRAS Mutacid activadora 6% Desfavorable
NF1 Mutacié i delecié inactivadora 1% Sense impacte
JAK1 Mutacié activadora 5-18% Sense impacte
ETV6-JAK2 t(9;12)(p24;p13) <1% Indeterminat
JAK3 Mutacid activadora 8% Indeterminat
FLT3 Mutacio activadora 6% Sense impacte
IL7R Mutacio activadora 10% Sense impacte
EZH2 Mutacid o delacié inactivadora 12% Desfavorable
Remodelacié suzi2 Mutacié o delecié inactivadora 11% Sense impacte
de la cromatina EED Mutacié o delecié inactivadora 5% Sense impacte
PHF6 Mutacié o delecié inactivadora 19% Sense impacte

Freqiiéncia en LLA-T pediatrica'®

Taula 8| Altres alteracions genétiques recurrents en la LLA-T. Adaptada del%17
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La via de senyalitzaciéo de NOTCH1 és essencial per a la determinacié dels progenitors
hematopoetics cap al llinatge T i pel posterior desenvolupament dels timocits.
L’activacié constitutiva de la via de NOTCH per mutacions activadores en el gen
NOTCH1 constitueix un dels esdeveniments oncogenics primaris present en més de la
meitat de les LLA-T. La pérdua de funcié d’alguns reguladors de la via de NOTCH1, com
FBXW?7, és un mecanisme alternatiu que també condueix a I’activacié aberrant de la
via. Les mutacions inactivadores d’FBXW?7 estan presents en un 15% de les LLA-T, i
augmenten l'estabilitat de la proteina NOTCH1. El paper pronostic d’aquestes
mutacions ha estat motiu d’estudi en diferents protocols europeus, i actualment el
grup francés GRAAL utilitza les mutacions de NOTCH1/FBXW7/PTEN/K-RAS/N-RAS com
a estratificador oncogenétic per les LLA-T en pacients adults!®. El pronostic d’aquestes
mutacions en els pacients pediatrics encara és controvertit%%110,

D’altra banda, la LLA-T és un dels tumors pediatrics amb més incidéncia de lesions
epigenetiques; aixi, un 56% dels casos presenta mutacions en gens d’aquest tipus. El

gen PHF6 i gens del complex PRC2 com EZH2, SUZ12 i EED, formen part d’aquest grup.

TALA1 TLX1 TLX3  HOXA NKX LMO2/
2-1 LYl

JAKB/ILYR/STATSB
PRC2

NUP214-ABL1
PTPN2
BCL11B/PHF6
PTEN / PI3K

6q deletion WT1

Figura 9| Representacio grafica dels esdeveniments cooperatius en les LLA-T%,
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2.7.3. LMA
La LMA representa un 15-20% de les leucemies pediatriques. Tot i la intensificacié de la
guimioterapia en les ultimes decades, només un 60-70% dels nens amb LMA es curen.
L’heterogeneitat de les LMA s’observa en les diferéncies en la morfologia,
immunofenotip, aixi com en les aberrancies citogenétiques i moleculars, que cada

vegada sén més emprades per estratificar els pacients en grups de risc2%43,

2.7.3.1. Subtipus genétics i moleculars en la LMA

En els dltims anys, les técniques de seqlienciacié massiva han permes determinar un
espectre complert de les alteracions en la LMA. L’heterogeneitat citogenética i
molecular de les LMA es reflexa per la preséncia de diferents alteracions de tipus-l i
tipus-ll, tot i que, com s’ha esmentat anteriorment, un 40% dels casos presenten altres

alteracions (Figura 10).

Type-I| aberrations in pediatric AML _ “Type-l aberrations in pediatric AML
“FT3TKD 4 pi7a-
Other/Unknown 3% F1L"‘f31 7I11)

Other/Unknown
44%

36%

= MLL-rearrangements

WT1 & FLT3-ITD
4%

WT1
3%
= 1(8;21) WT1 & N-RAS
/ 13% 2%
! * N-RAS
ML1L;/PT , 14-15%
o
NPM1
& = z = = Inv(16)
S ceapadm i T 5 10% . il K-;/i\s
3% "(6:9) =712 ;
(6:9) =1(7:12) 6% 8-9% 2%

1% 1%

Figura 10| Distribucio de les diferents aberrancies genétiques de tipus-1 i tipus-Il en la LMA pediatrica.
No obstant, en un elevat percentatge de casos |"alteracid genética encara esta per identificar®.

Amb l'analisi integrat d’aquestes alteracions s’ha observat que l'associacié entre
aquestes no és aleatoria i afecta la seva rellevancia clinica®®. De la mateixa manera que
en les LLA, per algunes d’aquestes alteracions hi ha un impacte pronostic ben
establert, mentre que per altres, el valor pronostic és incert o esta per definir. La
incidéncia d’aquestes alteracions també varia en funcié de I'edat. Aixi, en els lactants
predominen les alteracions del gen KMT2A (el 50% lactants amb LMA presenten
aquesta alteracid); s’observen de forma especifica algunes translocacions com la
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t(1;22)(p13;q13)/OTT-MAL, la t(11;15)(p15;G35)/NUP98-JARIDIA o la inv(16)(p13.3-
q24.3)/CBFA2T3-GLIS2, associades a leucémia megacarioblastica; o les translocacions
criptiques t(7;12)(q36;p13)/ETV6-HLXBY i t(5;11)(q35;p15)/NUP98-NSD1. En nens, les
alteracions desfavorables sdn menys freqlients que en adults; per contra, les
translocacions de bon pronostic que afecten al core binding factor (CBF), com la
t(8;21)(922;922)/RUNX1-RUNX1T1 o la inv(16)(p13.1;q22)/ CBFB-MYH11, son més

freqlients en la poblacié pediatrica®®!'%112 (Figura 11).

Cytogenetics

3 40 1 Normal
g W Other
§ 30 1 inv(16)
g W (8;21)
g 20 1 W ETS
- » B NUP
S 10 W GLIS2
@ W KMT2A
w 0 4

& S

N Q\\\ \ &

Figura 11| Representacié de les principals alteracions citogenétiques en LMA en funcié de
I'edat*’.

Les alteracions en els gens RAS, KIT i FLT3, incloent les mutacions pediatriques
especifiques en FLT3 (FLT3.N), son les més freqlients en nens. La taxa de mutacions
augmenta amb |'edat, mentre que els nens més grans presenten relativament menys
alteracions citogenétiques recurrents. Per alguns gens com CBL, GATA2, WT1, MYC i
FLT3, la freqUiéncia i la localitzacié de les mutacions també difereix entre nens i adults.
Les alteracions en la via de RAS (en KRAS, NRAS, PTPN11 o NF1) s’associen
freqlientment a reordenaments del gen KMT2A. A més, algunes mutacions, com les
gue es donen en el gen WTI1, s’observen amb més freqiiéncia en el clon original,

mentre que d’altres sén més frequients en subclons**.
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La taula 9 resumeix les principals alteracions genetiques amb implicacié pronostica en

la LMA pediatrica.

Implicacié
Gen Alteracié Freqiiéncia p’ ]
clinica
RUNX1-
S 1(8;21)(g22;922) 15% Favorable
inv(16)(p13.1;922) Favorable
CBFB-MYH11 10%
t(16;16)(p13.1;922)
PML-RARA 1(15;17)(922;921) 6-10% Favorable
Intermig-
MLLT3-MLL t(9;11)(p22;023) 7% &
favorable
MLLT10-MLL 1(10;11)(p12;923) 3% Desfavorable
DEK-NUP214 1(6;9)(p23;934) <2% Desfavorable
inv(3)(q21926.2
RPN1-EVI1 (3)(a21426.2) <1% Desfavorable
t(3;3)(q21;926.2)
Desconegut -7 1% Desfavorable
Desfavorable;
Reordenaments .
11923 20% depeéen del
KMT2A (MLL)
partner
RBM15-MKL1 t(1;22)(p13;q13) Intermig
NPM1 LMA amb mutacié a NPM1 5-10% Favorable
LMA amb mutacid bial-lélica a
CEBPA CEBPA 5% Favorable
Depenent del
FLT3 FLT3-ITD 10% context
mutacional
MXX1/ETV6 t(7;12)(936;p13)/t(7;12)(q32;p13) Lactants Desfavorable
NUP98/NSD1 t(5;11)(935;p15.5) Desfavorable
CBFA2T3-GLIS2 inv(16)(p13.3q24.3) Desfavorable
NUP98/KDM5A 1(11;12)(p15;p13) Desfavorable

Taula 9] Altres alteracions genétiques recurrents en la LMA. Adaptada de

2.8. Pronostic

2.8.1. Factors pronaostic

41,43

Actualment, el pronostic de la leuceémia pediatrica ha millorat de forma significativa en

les ultimes decades. Aquesta millora ve donada per una millor estratificacié dels

pacients en grups, en funcié del risc de recaiguda de cada pacient. Aixo permet aplicar

estrategies terapeutiques adaptades al risc diferents per a cada pacient, de manera
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que s’intensificara el tractament en aquells pacients d’alt risc i es reduira en els de baix
risc de recaiguda.

Per determinar el grup de cada pacient és necessari tenir en compte els factors
pronostic, que venen determinats per les caracteristiques del pacient, de la malaltia i
del tractament per se. D’altra banda, cal tenir en compte que els diferents factors de
risc biologics o clinics no es reprodueixen de la mateixa manera en tots els protocols

de tractament, posant de manifest la importancia del tractament en si mateix.

2.8.1.1 Factors pronostic propis del pacient

* Edat
L'edat és el principal factor prondstic. En general, la leucémia pediatrica presenta
millors taxes de supervivéncia que la leucémia en l'edat adulta. Dins dels casos
pediatrics, els nens entre 1 i 9 anys presenten millor pronostic respecte el lactants i els
adolescents. Aquests dos ultims grups tenen un risc de recaiguda més elevat,
presenten els subtipus genétics amb pitjor pronostic i el maneig clinic resulta més

dificil en ambdds casos!!3.

2.8.1.2 Factors pronostic propis de la malaltia

= Xifra de leucocits al diagnostic
La xifra de leucocits al diagnostic confereix millor pronostic si és inferior a 50x10°%/L, i
encara millor si és per sota de 20x10°/L. En alguns protocols s’utilitza una classificacié
que agrupa l'edat i la xifra de leucocits, i que resulta util per a la comparacié de
resultats entre diferents protocols de tractaments. Aquesta classificacié del US NCI
(United States National Cancer Institute) distingeix un grup de baix risc definit per edat

entre 1i9 anys i leucocits al diagnostic per sota de 50x10°/L4,
= |Immunofenotip de la cél-lula leucémica

L'immunofenotip de la cel-lula defineix el llinatge i el grau de maduresa dels blasts

leuceémics; en general, un fenotip més immadur s’associaria a un pronostic més
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desfavorable. Aixi, la determinacié immunofenotipica permet detectar fenotips d’alt

risc com el pro-B i l'early-T.

= (Citogenética
Les alteracions cromosomiques, com ja hem comentat anteriorment, soén
esdeveniments primaris iniciadors del procés de leucemogenesi que sovint ocorren en
un estat prenatal, perd per se son insuficients per desenvolupar una leucémia''>*16,
Normalment, els reordenaments cromosomics es mantenen en totes les cel-lules
leucémiques i perduren en la recaiguda?®*®®'’, La freqiiéncia de les alteracions
citogenétiques varien significativament en funcié de I'edat®! (Figura 12). La preséncia
de cariotips i alteracions de mal pronostic és significativament superior en el subgrups
de major edat. En la LLA, el reordenament del gen KMT2A, per exemple, és més
freglient en lactants, mentre que la preséncia de la translocacio t(9;22) augmenta amb
I’edat. Per contra, els cariotips de bon pronodstic, com I'alta hiperdiploidia i la
translocacio t(12;21), s’associen significativament a I’edat pediatrica de bon pronostic,
entre 1 i 9 anys. Encara no es coneixen els motius d’aquesta distribucié desigual;
nogensmenys, juguen un paper decisiu en la diferéncia de pronostic entre els pacients

de diferents edats.

100% +—— —_—

0% T Other

80% +— —— W Low hypadiplaidy /
Mear Triploicy
IAMP21
70% 1 ot = '
W CALF2 deregulation
60% - .
W IGH & translocation
50%
W 1{9;22)/BCR-ABL1
40% {118y TCF3-PEX1
m Other MLL
30% translocation
W41 VMLL-AF
20%
 High hyperdigiaidy
@
10% W{12;21VETVE-
AUNX1
0% r T T
1-4 59

10-14 1549  20.24 2533  40-50
Age groups (years)

Estimated Prevalence

<=1

Figura 12| Freqiiéncies de les alteracions genétiques en funcié de I'edat en les LLA,
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En la taula 10 podem observar les alteracions genetiques en la LLA-B pediatrica i el

pronostic que confereixen segons el protocol actual de tractament:

Pronostic Alteracié cromosomica Especificacions Freqliencia  Ref.
2/3 presenten perdua de I’ al-lel
normal del gen ETV6 25 % 118,119
t(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 20-25% trisomia 21 0
FAVORABLE 15-20% duplicacio der(21)
. sy Trisomies X, 4, 6, 10, 17, 18/
éliaatggzglglglr:igﬁ;) Tetrasomies 14 i 21 25-30% ST
index de DNA 1,11-1,48
50% desequilibrada 121122
t(1;1 23;p13)/TCF3-PBX1 2-69 ’
(1;19)(q23;p13)/TCF3 der(19)t(119) o
t(11;19)(q23;p13.3) / KMT2A-
MLLT1
t11923/KMT2A reordenat 123-
Excloent la t(4,;11), que és de Altres partners: 6q27 9%
mal r;né;t(i]c (MLLT4/AF6), 9p21 ’ e
p (MLLT3/AF9),10p12
INTERMIG (MLLT10/AF10),1p32(EPS15)
AMP21 Ampl|f|ca2c1|22d2e1221q22.11- 9-5% 77,126
Cariotip normal Minim 20 metafases analitzades 15% 2
Alteracions estructurals, 45 52
Altres .
cromosomes, no creixement, etc.
Alta
hipodiploidia o 51
40-44 L%
cromosomes
. Baixa Monosomies cr. 3,7,15,16,17 /
Al Ll hipodiploidia Disomies cr. 1,6,11i 18
S 30-39cr./ solen doblar la dotacié 3-5% 51
.'cr;m(:jsog]s; quasi cromosomica fins gairebé ?
ndex de . S
DESEAVORABLE e triploidia 60 triploidia
¢ 78 cr.
Casi
g < 30 cromosomes
haploidia
<30 Es retenen els cr X/Y, 10, 14, 18, 1% 50
21 solen doblar-se fins 54 cr ?
cromosomes
t(4;11)(921;23) / KMT2A-AFF1 . 126
(AF4) °
t(17;19)(q22;p13)/ TCF3-HLF <1% 2

Taula 10| Alteracions genétiques en la LLA pediatrica i pronostic associat segons el protocol actual

SEHOP-PETHEMA 2013. Gentilesa de la Dra. Ortega i Dra. Camds.
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= [Infiltracié del sistema nervids central (SNC)
Els blasts leucémics poden infiltrar el liquid cefalorraquidi, fet que s’associa
classicament a mal pronostic en totes les edats. Actualment s’ha reduit molt I'impacte
negatiu de la infiltracié del SNC gracies al tractament intratecal i a la quimioterapia a
altes dosis de farmacs com el metrotexat, capa¢ de travessar la barrera

hematoencefalical?®129,

2.8.1.3 Factors pronostic que depenen del tractament

= Resposta al tractament

Un dels factors pronostic més importants en la leucémia aguda pediatrica és
I’avaluacié de la resposta al tractament. En la LLA, aquesta resposta es pot avaluar de
forma preco¢ mitjancant el recompte del nimero absolut de blasts en I'estudi
morfologic en sang periférica després d’una setmana de tractament amb prednisona
(dia +8) o als 15 dies del tractament quimioterapic en moll d’os3%13%,

Més enlla de I'avaluacié morfologica, que té una sensibilitat limitada, es pot avaluar la
resposta al tractament i fer un seguiment de I'evolucié de la malaltia a través dels
nivells de Malaltia Residual Minima o mesurable (MRM). La MRM suposa el factor
pronostic evolutiu més important, ja que permet avaluar la sensibilitat de les cel-lules
leuceémiques al tractament. Aixi, a banda del seu valor pronostic, la MRM ha permes
dirigir la intensitat del tractament i augmentar la taxa de curacié dels pacients!3133,
Actualment, la determinacid de la MRM s’utilitza en la majoria de protocols de
tractament per a I'estratificacio dels pacients.

Existeixen multiple técniques per mesurar els nivells de MRM en els diferents subtipus
de leucémia, amb diferent sensibilitat i especificitat. Aixi, es disposa de técniques com
la citometria de flux i técniques genétiques i moleculars, tant per la LLA'3? com per la
LMA?®34, La citometria de flux analitza el perfil proteic d’antigens dels blasts i permet
seguir la MRM en funcié dels perfils aberrants en cada cas i les diferéncies fenotipiques
respecte les cél-lules normals. El nivell de sensibilitat de la citometria de flux és molt
elevat, per0 a vegades les aberrancies fenotipiques sén minimes, parcials o poden

modular-se i canviar durant el tractament, el que dificulta el seu seguiment, sobretot
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en la LMA?>, D’altra banda, I'estudi de la clonalitat dels limfocits B/T mitjancant
I’analisi de les immunoglobulines o el receptor de cel-lules T (IG/TCR PCR) esta molt

estandarditzat i és la técnica gold standard en la majoria de protocols internacionals
per mesurar la MRM, perd Unicament serveix per leucémies de linia limfoide!36-138,
L’analisi dels transcrits dels gens de fusié per RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) permet
I'obtencié de sensibilitats elevades; no obstant, en ser un métode basat en RNA, el
numero de transcrits no reflexa de forma exacta el nimero de blasts residuals.
Finalment, I'estudi dels reordenaments a nivell de DNA genomic permetria la
guantificacié de forma exacta de la MRM en els pacients amb gens de fusid, pero
requereix la identificacid de la seqliéncia especifica en cada cas i aix0 pot resultar
complex técnicament. En aquest aspecte, les noves tecniques de seqiienciacido massiva

juguen un paper important en la implementacié d’aquests nous métodes®3°,

= Farmacogenomica
La resposta al tractament ve determinada per (1) la farmacocinética dels farmacs
citostatics, és a dir, com s’absorbeixen, distribueixen, metabolitzen i excreten; i (2) la
farmacodinamia, que és l'efecte farmacologic en funcid de la farmacocineética.
Aquestes variables presenten una gran variabilitat interpersonal, determinada per la
farmacogeneética. La farmacogeneética és el conjunt de factors constitutius de I'individu
qgue expliqguen les variacions en la farmacocinetica i farmacodinamia durant el
tractament del pacient. Dins la farmacogenética trobem els polimorfismes o mutacions

d’enzims que participen en el metabolisme dels farmacs4°.

2.9. Supervivéncia

2.9.1. Supervivéncia en la LLA

La supervivencia global (SG) i la SLE de la LLA és superior en nens respecte els adults
(SG als 5 anys del 85-90% vs. 40-50%, respectivament). En els ultims anys és on més ha
augmentat la supervivencia degut a una millora en I'estratificacié dels pacients en
grups de risc i 'adaptacié del tractament a cada pacient tenint en compte la resposta i

els nivells de MRM (Figura 13).

74



Introduccid |

D’altra banda, la creacidé de grans grups cooperatius ha permes la millora i I'aplicacid
de nous protocols de tractament en el context d’assaigs clinics!*l. A Espanya,
I"aplicacié de protocols terapeutics consecutius dins el context de la Sociedad Espanola
de Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP) s’ha traduit en un increment

progressiu de la supervivencia dels pacients.

10 1
SHOP-2005: 0,85 0,02 (n=595)
87 SHOP-99: 0,75 0,02 (n=522)
6 | SHOP-94: 0,68 + 0,02 (n=416)
SHOP-89: 0,57 + 0,03 (n=249)
4 7
o
[]
2 27
2
]
°
T 00

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Supervivencia libre de evento (meses)

Figura 13| Supervivencia lliure d’event dels pacients pediatrics amb LLA en protocols consecutius de la
SEHOP. SLE de pacients pediatrics amb LLA segons |'any de tractament en protocols SHOP consecutius.
Gentilesa de la Dra. Badell i Dra. Rives, en representacié del grup de leucémies de la SEHOP.

2.9.2. Supervivencia en la LMA

Tot i que els resultats es troben lluny dels aconseguits en la LLA pediatrica, la
supervivencia dels nens amb LMA ha millorat notablement en els ultims anys. Aquesta
millora ha estat possible gracies a una millor estratificacié dels pacients en grups de
risc, I'increment de la intensitat en el tractament quimioterapic, la implementacié de
mesures de suport més eficaces i una millora notable en la seleccié de donants per la
realitzacio del transplantament al-logénic de progenitors hematopoétics (al-lo-TPH).
Tot i aixi, fins un 30-40% dels pacients recauen, i la recaiguda continua sent la principal

causa de mort en aquests pacients'4>143,
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Tot i els avencos en les ultimes décades, que han conduit a una millora considerable de
la supervivéncia, encara hi ha alguns subgrups de pacients pediatrics amb leucemia
aguda amb pronostic molt desfavorable, com les LLA-T, les leucemies amb

reordenament del gen KMT2A o els lactants.

2.10. Tractament

La tendencia actual és realitzar un tractament adaptat al risc de cada pacient basat en

els factors pronostic esmentats anteriorment.

A Espanya, els pacients amb LLA pediatrica es tracten actualment segons la guia
terapeutica SEHOP-PETHEMA 2013, iniciada després de la fusié dels grups cooperatius
SEHOP i PETHEMA (Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia), que es basa
en I'esquema |-BFM (Berlin-Frankfurt-Minster), mentre que els pacients amb LMA
pediatrica reben el protocol NOPHO-DBH-AML-2012 del grup NOPHO (Nordic Society

of Paediatric Haematology and Oncology).

2.10.1 Tractament de la LLA

El tractament de la LLA pediatrica segueix un esquema general que inclou la induccié a
la remissid, seguit de tractament de consolidacié o intensificacié per eliminar la
leucémia residual, la prevencié de la leuceémia a nivell del SNC i el tractament de
manteniment per assegurar la persistencia de la remissio.

Abans pero, de comencgar I'esquema de tractament especific segons el grup de risc, pot
haver-hi una pre-fase de tractament amb glucocorticoides, com la prednisona. El grau
de resposta a la pre-fase és un reflex de la quimiosensibilitat de la leucémia i
constitueix, com ja hem comentat anteriorment, un factor predictiu de resposta al

tractament®30,

Induccid: 'objectiu d’aquest tractament és induir una remissié completa (RC) en un
periode de 4-5 setmanes mitjancant I'eradicacié de més del 99% de la poblacid inicial
de cel-lules leucemiques, conduint aixi a la restauracié de I’hematopoesi normal. Aixi,

la RC post-induccié es confirma per la presencia de <5% de blasts a la medul-la ossia,
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que actualment s’assoleix en el 97-99% dels casos. Els pacients que no assoleixen una
RC o presenten una MRM alta (>1%) post-induccié sén candidats a tractaments més
intensius, com el al-lo-TPH4,

Les pautes d’induccié estan constituides per glucocorticoides (prednisona,
prednisolona o dexametasona), vincristina, asparaginasa i un antraciclinic (normalment
daunorubicina). Alguns protocols per pacients d’alt risc afegeixen ciclofosfamida,
metotrexat, arabinosid de citosina (Ara-C) o etoposid. Per a la profilaxi del SNC
s’afegeixen dosis intratecals de metotrexat, sol o combinat amb Ara-C i prednisona.

La mortalitat en induccié és relativament baixa (1%, aproximadament) i es deu
principalment a infeccions.

Consolidacié o intensificacié: I'objectiu de la consolidacié és eliminar la malaltia
residual, mentre que la intensificacié busca la RC en aquells pacients que no I’han
assolit durant la induccié. La intensitat i durada del tractament estan ajustades en
funcié del risc de recaiguda del pacient segons el protocol assistencial i s’administren
farmacs com el metotrexat, la mercaptopurina, I’Ara-C i I'asparaginasa.

En aquest punt és clau I'avaluacié de la MRM, ja que determina des d’un canvi de grup
de risc del pacient fins a la seleccié dels pacients candidats a rebre un al-lo-TPH un cop
finalitzada la consolidacié.

Reinduccié: aquesta fase s’inicia dues setmanes després de la consolidacid. Inclou I'Us
de vincristina, doxorrubicina, asparaginasa, entre d’altres, aixi com la disminucié
progressiva de I'Us de dexametasona.

Manteniment: aquesta fase comenca després de recuperar I’hematopoesi i amb el
pacient amb bon estat general, aproximadament dues setmanes després d’acabar
I'dltima dosi de tractament quimioterapic intensiu. Durant el manteniment
s’administren dosis orals diaries de 6-mercaptopurina juntament amb dosis setmanals
de metotrexat. Aquest tractament té una durada llarga, fins a completar 2 anys
després del diagnostic, i en cas d’interrupcions de tractament, s’han de recuperar el

mateix numero de setmanes que s’ha interromput el tractament.
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2.10.2 Tractament de la LMA

De la mateixa manera que en la LLA, el tractament de la LMA inclou en la majoria de
protocols un o dos cicles d’induccio seguits de dos a tres cicles de consolidacié o post-
remissio. A diferéncia de la LLA, la majoria de grups han abandonat el tractament de
manteniment, exceptuant el subgrup de la leucémia promielocitica (LPA)*.

Induccio: 'esquema general “3+7”, que inclou daunorubicina durant 3 dies i citarabina
durant 7 dies, ja des de 1980, va demostrar un augment en la taxa de remissio,
actualment assolida aproximadament en un 90% dels pacients pediatrics amb LMA.
Post-remissio: diferents estudis de grups cooperatius com el Children Oncology Group
(COG) i el International I-BFM Study Group (I-BFM SG) van demostrar el benefici de
I"administracié d’altes dosis de citarabina com a tractament post-remissié en nens amb

LMA146_148.

2.10.3 Pacients amb abordatge diferencial

Hi ha alguns subgrups de pacients que requereixen un abordatge diferent, com els
lactants, els pacients Ph+ o els pacients amb Sindrome de Down, que segueixen
protocols adaptats.

A més a més, el grup de pacients en recaiguda segueixen també un protocol diferent,
gue té en compte la localitzacié de la recaiguda, I'immunofenotip i la preséncia o no de
determinades alteracions genétiques establertes com a factors pronostic en aquest
subgrup de pacients.

La majoria de nens amb LLA recaiguda pot assolir una segona RC; no obstant, en molts
d’aquests pacients la quimioterapia convencional no és suficient per mantenir aquesta
remissid. Per tant, tant el al-lo-TPH com les noves aproximacions terapéutiques sén

actualment oportunitats per rescatar aquests pacients.
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A continuacié es descriuen dos d’aquests subgrups de pacients que requereixen
aproximacions terapeutiques diferencials: els lactants i els pacients amb reordenament
KMT2A.
a. Lactants

Tot i que la leucémia és el cancer més freqlient en la infancia, la freqliéncia és encara
més infreqlient en nens menors d’un any d’edat (0,5-1/100.000 habitants/any). En els
lactants, a diferéncia de nens més grans, la freqliencia de la LMA és similar a la de la
LLA, i dins d’aquesta gairebé totes son de llinatge B. La leucémia del lactant es
presenta freqlientment de forma explosiva i amb una important carrega tumoral:
hiperleucocitosi, grans visceromegalies i extensié extra-hematologica, especialment en

el SNCi la pell.

Independentement del llinatge, la cél-lula leucémica és sovint molt immadura
citologicament i immunoldgicament i presenta unes caracteristiques genetiques
distintives de la leucémia del nen més gran. Aixi, un 80% dels lactants amb LLA i un
50% dels casos de LMA presenta com esdeveniment geneétic el reordenament del gen
KMT2A. A nivell transcripcional també presenten una signatura particular, de manera
qgue hi ha diferencies entre els lactants de menys i de més de 3 mesos d’edat,
independentment de les diferéncies per la preséncia del reordenament del gen

KMT2A9,

Aquests pacients tenen pitjor pronostic, amb taxes de curacié entre el 50 i 60% en el
cas de les LMA, perd un pronostic péssim, per sota del 20%, en cas dels lactants
menors de 3 mesos amb LLA i reordenament del gen KMT2A*°, En gran mesura, el mal

pronostic d’aquests nens es deu a la preséncia del reordenament del gen KMT2A.

Els aspectes farmacogeneétics i farmacodinamics de la quimioterapia que s’administra a
aquest grup d’edat sén molt més desconeguts que en nens més grans, i poden influir
de forma significativa en I'eficacia o la toxicitat aguda o cronica en aquests pacients.
L'edat inferior a sis mesos, la mala resposta a la prednisona, la hiperleucocitosi
superior a 300x10°%/L, la preséncia del reordenament del gen KMT2A i la MRM elevada

150—

sén factors pronostic adversos®®1°2, Des del punt de vista de tractament, aquests

pacients presenten bona sensibilitat als analegs de nucledsids, com la citarabina, i una
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resisténcia in vitro als corticoides i I'asparaginasa. L'al-lo-TPH pot indicar-se en el
subgrup de pacients amb reordenament del gen KMT2A que, a més, tenen altres
factors de risc'*°. La immaduresa immunologica propia del lactant, sumada als efectes
immunosupressors del tractament, fan d’aquest grup de pacients un grup vulnerable a
les infeccions, amb una elevada morbiditat infecciosa, que impacta de forma negativa
en la supervivéncia global. Per tant, poder disposar de tractaments més dirigits en
front a dianes moleculars podria disminuir la toxicitat i augmentar I'eficacia dels

tractaments convencionals i, per tant, augmentar-ne la supervivencia.

b. Pacients amb reordenament del gen KMT2A

El subgrup de pacients amb reordenament del gen KMT2A (MLL, LA-MLL+) representa
el 10% de tots els casos de leucémia aguda i pot presentar-se a qualsevol edat, bé de
novo o bé de forma secundaria al tractament amb inhibidors de la topoisomerasa-Il. En
I’edat pediatrica s’observa en un 6-10% de les LLA i en un 15-25% de les LMA, tot i que
representa més del 80% de casos de leucemia en lactants menors de 12 mesos

d’edat®.

Tot i els avengos en quant a la biologia d’aquesta entitat (revisats en I'apartat 2.7.1.1.f i
2.7.3.1), aquests no s’han traslladat en una millora en la supervivéncia. En les Ultimes
decades, s’han desenvolupat diversos farmacs amb potencial terapéutic per aquest
subtipus de pacients. Entre aquests s’inclouen bloquejadors de les proteines ENL i AF9,
de taspasa 1, oligonucleotids antisentit, inhibidors de DOT1L, BET, SET i
MEN1/LEDGF®, Moltes d’aquestes aproximacions, com els inhibidors de DOT1L, que
semblaven els més prometedors segons la literatura, han fracassat per |'aparicié de
resisténcia a la terapia. Per contra, encara no hi ha prou dades a partir d’assajos clinics
respecte els inhibidors de MEN1 o del domini SET, pero sembla previsible que puguin
apareixer el mateix tipus de problemes®. Una de les possible explicacions d’aquest
fracas és que tots aquests inhibidors tenen com a diana algun domini critic per la
funcié del gen KMT2A, no només el domini de la proteina oncogenica de fusio, sind
també la forma wild-type. Per tant, és necessari el desenvolupament d’estratégies

terapeutiques més selectives que mantinguin la funcionalitat del gen KMT2A i
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desplacin, tant mecanisticament com funcionalment, la proteina de fusid aberrant.
D’altra banda, totes les estructures associades a la proteina representen dianes
moleculars importants en 'origen i manteniment de la malaltia; d’acord a les dades
obtingudes en diferents estudis, el programa epigenétic juga un paper important en les
leucémies KMT2A®8. Aixi, la cerca de noves estratégies terapéutiques per aquests
subtipus de pacients d’alt risc roman com un dels principals objectius de la leucemia

pediatrica aguda.

2.12 Efectes secundaris, seqiieles i segones neoplasies

Degut a que les taxes de supervivéncia son cada vegada millors en els pacients amb
leucemia aguda, els efectes secundaris i la qualitat de vida en els supervivents de la
malaltia sén aspectes que estan guanyant importancia en els Ultims anys. Els efectes
secundaris poden apareixer mesos o fins i tot anys després d’acabar el
tractaments!>314,

Entre els efectes secundaris més comuns en els pacients de leucéemia pediatrica

destaquen:

- Cardiotoxicitat: donada per I’Us d’antraciclinics durant el tractament. A llarg
termini pot augmentar el risc de mortalitat . Tot i la limitacié de I'Us d’altes
dosis d’antraciclinics, també baixes dosis acumulades s’associen a canvis en
I’electrocardiograma.

- Neurotoxicitat: el tractament intratecal afecta directament el SNC, de manera
gue poden apareixer deficits neurocognitius com alteracions en la mobilitat, la
parla o I'atencid, aixi com un augment a llarg termini de dolors neurologics
focals, disminucio de la sensibilitat i alteracions en |'oida o la vista.

- Desregulacié endocrina: |'alteracio hormonal més freqlient en nens és la de
I’'hormona de creixement com a conseqiiéncia de I'afectacié de I'hipotalem i |a
glandula pituitaria. Aquest desordre és freqlient en els pacients que han rebut

irradiacio cranial.
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- Obesitat: bé per I'Gs prolongat de corticoides com per la irradiacié sobre la
hipofisi.

- Reproductius i desenvolupament sexual: tant la quimioterapia com la
irradiacié sobre les gonades pot donar lloc a problemes de desenvolupament
durant la pubertat, aixi com problemes d’infertilitat.

- Aspectes psico-socials i emocionals: inclou dificultats cognitives en processos
d’aprenentatge i memoria, angoixa, depressié, por, etc.,, que poden
comprometre la interaccié del nen amb I’'entorn.

- Segones neoplasies: és un dels efectes secundaris més rellevants al tractament
amb quimioterapia i radioterapia. La irradiacid, especialment cranial, s’ha

associat amb un augment de I'aparicié de segones neoplasies.

2.13 Altres terapies i nous tractaments

Com ja s’ha comentat anteriorment, I’"heterogeneitat clonal esta relacionada amb la
resisténcia al tractament i amb l'aparicié de recaigudes, de manera que com més
heterogeneitat clonal existeixi al diagnostic, més probabilitats de tenir un clon
resistent’. Aixi, la identificacié d’alteracions genétiques i epigenétiques en el
diagnostic responsables de la progressié de la malaltia ha permeés el disseny de noves

estrategies terapeutiques.

= Transplantament de progenitors hematopoeétics

El al-lo-TPH consisteix en la substitucié dels progenitors del moll de I'os per uns
progenitors sans, després d’una ablacid dels progenitors aberrants. El transplant pot
ser al-logenic (d’un donant) o bé autoleg (del propi pacient), i poden obtenir-se

progenitors de medul-la 0ssia, cordd umbilical o sang periferica.

L’Us del TPH és un tema en constant revisié. Les indicacions d’al-lo-TPH en pacients en
primera RC en LMA sén controvertides, i en general els grups nord-americans
recomanen aquesta indicacié més sovint que els grups europeus®®. Els grups europeus
es basen en estudis que conclouen que l'eventual benefici de reduir el risc de

recaiguda en els pacients que reben TPH en primera RC és inferior al potencial risc de
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mortalitat relacionada amb el tractament (Treatment Related Mortality, TRM), greus
complicacions a llarg termini (malaltia d’empelt contra I'hoste (EICH), infertilitat,
alteracions en el creixement, etc.) i reduides taxes de rescat en recaiguda post-TPH. No
obstant, les millores en el TPH estan disminuint notablement aquests inconvenientsii la

majoria de pacients en segona RC sén candidats a TPH7/1%8,
* |mmunoterapia basada en anticossos

L'Gs d’anticossos ha comencat a proporcionar resultats interessants en la LLA. Aquest
tractament consisteix en el disseny d’anticossos monoclonals dirigits contra antigens
propis de la diferenciacié limfoide (sobretot de linia B) conjugats amb immunotoxines

o quimioterapics, com el rituximab (CD20) i I'inotuzumab (CD22).

D’altra banda, trobem els anticossos biespecifics, els quals estan formats per dues
molecules d’immunoglobulina que permeten el reconeixement de dos antigens
diferents: I'un de la cél-lula leucemica i I'altre dels limfocits T. Aixi es fa possible la unio
i el reconeixement directe per part de la cel-lula citotoxica de la cél-lula tumoral. El
blinatumomab n’és un bon exemple, el qual reconeix d’una banda I’antigen CD3 dels

limfocits T i per I'altra I'antigen CD19 dels blasts de linia B**°.

= CARTs

Els CAR (Chimeric Antigen Receptor) son constructes sintetiques formats per un domini
extracel-lular dirigit contra un antigen determinat, una regié bisagra, un domini
transmembrana i un domini de senyalitzacié intracel-lular. El principi d’aquesta
immunoterapia radica en |'enginyeria genética que es duu a terme in vitro en les
cél-lules T del pacient, de manera que s’indueix I'expressié d’un CART (CAR T-cell)
dirigit contra les cél-lules tumorals, en aquest cas CD19. Aixi, s’extreuen els limfocits T
del pacient i es cultiven in vitro per tal d’integrar en el genoma mitjancant lentivirus o

retrovirus la sequiéncia geneética que codifica pel receptor CAR'®%-162 (Figura 14).
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Figura 14| Procediment d’immunoterapia amb CART. Els limfocits T del pacient es recullen pel
mitjancant una leucaféresi i una posterior seleccié amb boles magnetiques. Seguidament, els limfocits T
s’activen i ex vivo es reprogramen geneticament mitjangant la transduccié d’un constructe sintétic que
codifica pel CAR. Posteriorment els limfocits T amb CAR s’expandeixen in vitro. Finalment, quan el
producte de CAR-T ha passat els controls de qualitat, el pacient rep una quimioterapia limfodepletora i
s’infon el CAR-T16°,

El disseny dels CARTs ha evolucionat molt en els ultims anys, i tot i que el CART anti-
CD19 és el més evolucionat i emprat, diferents estudis han demostrat la seva potent
activitat antileucemica en pacients amb LLA-B. Concretament, durant aquest any 2018,
s’han publicat els resultats del primer assaig clinic pediatric europeu amb CART-19,
(ClinicalTrials.gov number NCT02435849), el qual ha permeés amb una Unica infusié de
CART la remissido complerta i perllongada en pacients amb LLA-B recaiguts o refractaris,
amb efectes secundaris greus pero transitoris, com el sindrome d’alliberacié de

citocines, la neurotoxicitat i la hipogammaglobulinémia®3.

= Inhibidors moleculars

La incorporacié en el tractament de primera linia d’inhibidors de rutes metaboliques
essencials per les cel-lules neoplasiques ha permés l'inici de la medicina
personalitzada. En general, els inhibidors moleculars son més especifics, ja que van

dirigits contra una diana concreta.
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Els primers en apareixer i revolucionar el tractament de les LLA Ph+ van ser els
inhibidors tirosina-cinases (tyrosin kinase inhibitors, TKIl), concretament I'imatinib, el
que va permetre una millora significativa en la supervivéncia d’aquests pacients®%62,
Actualment s’estan desenvolupant altres TKI dirigits contra altres molécules rellevants
per la supervivencia de les cel-lules neoplasiques, com FLT3 (ex. quizartinib,
midostaurin, sorafenib), PI3K, RAS, etc. També estan augmentant el nombre d’assajos
clinics que inclouen inhibidors serina/treonina cinases que tenen per objectiu inhibir
vies com JAK/STAT (ex. ruxolitinib) o mTOR (ex. rapamicina). Els inhibidors del
proteasoma (ex. bortezomib) també estan en vies de desenvolupament. Aquests
inhibidors inhibeixen el creixement tumoral a través de diferents mecanismes i
finalment inactiven el factor NF-kB, el qual representa un factor clau en la
supervivencia de les cél-lules malignes degut a les seves funcions anti-apoptotiques.
Finalment, entre els nous tractaments es troben les dianes epigenétiques. Les
modificacions epigenéetiques en promotors génics juguen un paper important en
I'expressié dels gens, de manera que poden donar lloc al silenciament transcripcional
de gens supressors de tumors, conduint a la transformacié maligna de les cel-lules.
Aquestes modificacions poden tractar-se amb inhibidors de DNA metiltransferases
(DNMT) o d’histones deacetilases (HDAC), aixi com inhibidors especifics de molécules

amb funcions epigenétiques com DOT1L>°.

Degut al baix nombre de hits o alteracions acumulades necessaries per a la
transformacié maligna de la leucemia pediatrica, resulta necessari continuar amb la
cerca i la implementacid de nous agents terapéutics dirigits contra dianes
terapéutiques especifiques. Aixi, un dels objectius del tractament de la leucémia aguda
és proporcionar una terapia dirigida i personalitzada contra aberrancies propies de la
leucémia que permetin una millora en la supervivéncia alhora que una reduccié de la
guimioterapia convencional, la disminucié de la toxicitat associada i finalment de

I"aparicié d’efectes secundaris.
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3. HISTONES DEACETILASES

3.1. Epigenética

En els organismes eucariotes, la compactaci6 de I'ADN és essencial tant per
I'organitzacié de grans genomes com pel control de I'expressié génica. Aixi, I’ADN
s’organitza en nucleosomes: un complex multiproteic format per un octamer de
proteines histones (H2A, H2B, H3 i H4) que permet enrotllar 146 parells de bases.
Progressivament I’ADN es va enrotllant sobre si mateix en els nucleosomes donant lloc

a I'estructura compacta que coneixem com a cromatina'®.

En aquesta estructura, les cues N-terminals de les histones i les C-terminals de les H2A
gueden exposades a l'exterior del nucleosoma, permetent l'accés a enzims que
modifiquen de forma covalent i reversible els residus de les cues de les histones

(Figura 15).

Figura 15| Figura esquematica de I'estructura de les histones en els nucleosomes i dels residus en les

seves cues'’®,

Podem classificar els enzims modificadors postraduccionals en:
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- Writers o escriptors: afegeixen les modificacions postraduccionals a I’ADN.
Inclouen enzims com KMT2A (MLL), DOT1L, PRMT1, p300, KAT6A (MYST3,
MOZ), PCAF, EZH2 i DNMTS3.

- Readers o lectors: reconeixen les modificacions postraduccionals i interpreten
aquest “codi d’histones” per tal de mediar una resposta cel-lular adequada a
través de molecules efectores. Inclou proteines amb dominis Bromo, Chromo,
PHD o repeticions WDA40.

- Erasers o esborradors: eliminen les modificacions en les cues d’histones, ja que
com hem comentat abans aquest procés és reversible. En aquest grup trobem

enzims com HDAC, KDM1A (LSD1), KDM5A (JARID1A), TET i AID.

Aixi, amb aquestes modificacions de la cromatina es permet canviar d’'un estat basal
compacte i tancat de la cromatina i per tant de repressié génica a un estat obert que
permet I'acoblament de la maquinaria de transcripcid i factors de transcripcio, donant
lloc a la transcripcidé génica dels gens diana. Aquests canvis que es produeixen en
I'expressid dels gens sense alterar la seqliencia de I'ADN és el que es coneix com

epigenética'®® (Figura 16).
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Figura 16| Compactacié de I’ADN i modificacions epigenétiques. L’ADN es compacta en I'estructura de
la cromatina i interacciona amb enzims que modifiquen covalentment les cues d’histones. La figura
mostra els diferents tipus d’enzims modificadors de les cues d’histones. Adaptada de'®?.
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Tradicionalment, el cancer s’ha considerat una malaltia genética per la presencia de
mutacions i delecions aixi com anomalies cromosomiques que resulten en pérdua de
funcié de gens supressors de tumors o bé guany de funcié o hiperactivacié d’oncogens.
No obstant, cada vegada hi ha més evidencies de qué I'expressié genica mediada pels

canvis epigenetics també juga un paper important en l'inici i progressié del cancer.

3.2. Histones deacetilasa (HDAC)

Les modificacions d’histones per acetilacié (HAT, histone acetyl-transferase) i
deacetilacio (HDAC, histone deacetyl-tranferase) juguen un paper crucial en la
regulacié de I'expressié génica modificant I'estructura de la cromatina i modulant aixi

I'accessibilitat dels factors de transcripcio a les regions de I’ADN diana.

L’acetilacid és un procés dinamic i reversible que consisteix en I'addicié de grups acetil
a les lisines de les cues d’histones, dut a terme per les HAT. Aquest grup acetil
neutralitza la carrega positiva de les lisines i propicia una cromatina oberta que permet
I'accessibilitat i reclutament de factors de transcripcid, promovent la transcripcid
genica. Per contra, la funcié deacetiladora de les HDACs, elimina el grup acetil i
restaura la carrega positiva de la lisina, tot provocant la interaccié entre la cua
d’histona (carrega positiva) i I’ADN (carrega negativa). Aquesta deacetilacié condueix a
un estat tancat de la cromatina i per tant a la repressio de la transcripcié®4. Aixi doncs,
en general, I'acetilacio de proteines s’associa a I|'activacié genica, mentre que la

deacetilacid a repressié de la transcripcié (Figura 17).
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Figura 17| Procés d’acetilacié i deacetilacié d’histones, estructura de la cromatina i expressié
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Aquest procés d’acetilacié i deacetilaci6 no només es ddna en histones, sind que
també ocorre en proteines no-histones. La modulacié entre I'estat acetilat i no acetilat
de proteines no-histones modifica molts processos cel-lulars com I'splicing de mRNA,
transport i integritat, localitzacio cel-lular, estabilitat i interaccié de proteines. Algunes
de les proteines que es veuen modulades per les HDACs sén p53, RUNX3, STAT3, MYC,
GATA i NF-kB, entre d’altres166:167,

A més a més, la majoria d’HDACs classiques formen grans complexes multiproteics
amb diferents repressors transcripcionals com Sin3, NuRD, NcoR, CoREST i SMRT, entre
d’altres, amb funcions remodeladores de la cromatina (Figura 18). Aquests complexes

poden actuar o bé interaccionant directament sobre la cromatina o actuant sobre

168

proteines repressores
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Figura 18| HDACs i els complexes proteics als que s’associen’®s.

3.2.1 Familia d’HDACs

La familia d’"HDACs és molt heterogénia en quant a fisiologia i patologia. En mamifers,
s’han identificat un total de 18 HDACs i classificat en quatre classes segons I’'homologia
en llevat (Figura 19 i Taula 11). Les HDACs de classe | es localitzen en el nucli i s’hi
inclouen les HDAC1, 2, 3 i 8. Les HDAC4, 5, 7 i 9 pertanyen a la classe Ila, mentre que
I'HDACG6 i HDAC10 formen la classe llb, i es troben tant en nucli com en citoplasma.
Finalment 'HDAC11 representa la classe IV. Mentre que l'activitat enzimatica de les
HDACs classiques (classe I, Il i IV) és depenent de Zinc?*, les HDACs de classe lll, les

sirtuines (SIRT1-7), realitzen la seva funcid catalitica a expenses de NAD*62,

89



Protein domains

Clss! rorc (B — <=2
HDAC2 4 488

HDAC 428

Class lla MEF? 14-3-3 14-3-3 14-3-3
HDAC4 —{] o i

HDACS — ] 5 122
HDACT  —{5fig £ I
HDAC? —] 1069

Class llb HDACKE —] H b—{ ZoF 121
HDACIO 4 H Leucine rich }- &4
Class IV Hoacn {7

Figura 19| Estructura de les HDACs classiques 7°.

3.2.1.1Classe |

Les HDACs de classe | es caracteritzen per tenir una estructura molt conservada, son
les més abundants, s’expressen en tots els teixits i es localitzen principalment en el
nucli, exercint la seva activitat catalitica sobre les histones.

L’'HDAC1 i HDAC2 sén semblants en quant a funcid i estructura i estan involucrades en
molts processos cel-lulars importants, com la proliferacid, el cicle cel-lular i I'apoptosi.
L’'HDACS3 participa en processos de cicle cel-lular i resposta a dany de I’ADN, i finalment
I'HDAC8 es localitza principalment en el citosol i s’expressa en cél-lules amb
diferenciacié de muscul llis. Les HDACs de classe | també es troben formant part de
complexes multiproteics que sén reclutats pels gens diana per tal de mediar la
repressio transcripcional. Aixi, ’'HDAC1 i I’'HDAC2 sén les subunitats catalitiques dels
complexes Sin3, Mi-2/NurD i CoREST, mentre 'HDAC3 és reclutat principalment pel
complex N-CoR/SMRT (Figura 18). Actualment no s’ha descrit cap complex multiproteix

que recluti HDAC816%:170,
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3.2.1.2 Classe lla
Les HDAC4, 5, 7 i 9 pertanyen a aquesta classe de la familia d’"HDACs i a diferéncia de
les HDACs de classe |, la seva expressid és teixit-depenent, i poden trobar-se tant en el
nucli com en el citoplasma. L'HDACS5 i I'HDAC9 es troben altament expressades en
teixit muscular, cor i cervell; 'HDAC4 s’expressa sobretot en esquelet i I'HDAC?7
s’expressa principalment en cél-lules endotelials i en cel-lules T precursores derivades
del timus. Sobretot estan involucrades en processos de diferenciacid i

desenvolupament.

Es caracteritzen per presentar llargues extensions N-terminals conservades com a llocs
d’unié per factors de transcripcio de la familia MEF2 (myocyte enhancer factor 2) i a la
xaperona 14-3-3. A més, en aquesta regié també es troben residus serina susceptibles
de fosforil-lar-se. La fosforil-lacié i la unié a la proteina 14-3-3 permeten el canvi de
localitzacio d’aquestes HDACs entre el nucli i el citoplasma. D’altra banda, la
dissociacié de les HDACs dels llocs d’unié de MEF2 permeten I'associacié de HATs com
p300 a aquests factors de transcripcid, transformant la seva activitat repressora en
activadora. Aixi doncs, sembla que I'activitat repressora d’aquestes HDACs no resideix
Unicament en la seva activitat enzimatica deacetiladora, sind que sén co-repressors en
funcié de la senyalitzacio cel-lular. A més, s’ha descrit que els dominis reguladors de les
HDACs de classe lla poden reclutar HDACs de classe |, de manera que part de la seva
activitat catalitica vindria donada per aquestes. De fet, recentment s’ha pogut definir
la base bioquimica de I’activitat catalitica de les HDAC de classe | i lla. Aixi, les HDAC de
classe | presenten en el domini catalitic una tirosina altament conservada que actua
d’estabilitzador durant la reaccié de deacetilacid, mentre que les HDACs de classe lla
presenten una histidina. Aquest canvi redueix a 1000 vegades menys lactivitat
catalitica de les HDACs de classe lla. No obstant, aquests estudis s’han realitzat in vitro
i la rellevancia d’aquesta troballa in vivo és incerta ja que, com s’ha comentat
anteriorment, la major part d’activitat repressora de les HDACs de classe lla es duu a

terme a través de la interacciéd amb factors de transcripcio®-171,

3.2.1.3Classe llb
L'HDAC6 i I'HDAC10 formen aquesta classe. L'HDAC6 és la principal HDAC que es

localitza en el citoplasma i es diferencia de la resta en la preséncia de dos dominis
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catalitics en la seva estructura. Els gens diana d’aquesta histona deacetilasa sén
proteines del citoesquelet i proteines transmembrana, com I'alfa-tubulina i les
xaperones. Pel que fa a ’'HDAC10, té una estructura i propietats similar a I’'HDAC6. A
diferéncia de la primera, pero, el segon domini catalitic no és funcional. En el nucli
s’uneix especificament a ’'HDAC2, HDAC3 i SMRT i més recentment s’ha descrit la seva

unié a metaloproteinases (MPP)'72,

3.2.1.4 Classe Il
La classe Ill d’"HDACs esta formada per les sirtuines. Aquestes HDACs tenen funcid
deacetilasa, pero a diferencia de la resta d’isoformes, tenen activitat catalitica
depenent de NAD+ i, per tant, estan relacionades amb consum energetic cel-lular. Es
per aix0 que en aquest sentit s’associen a regulacié de processos en condicions

d’estrés oxidatiu, homeostasi, inflamacio, envelliment i cancer!’3.

En mamifers, hi ha 7 sirtuines (SIRT1-SIRT7) que conserven un domini catalitic que duu

a terme funcions de deacetilacié i ADP-ribosilacio (Figura 20).

NAD*-dependent—
catalytic domain

SIRT1 | | | |747 aa
SIRT2 [ ] 1 | 389 aa

SIRT3 | l [ ]399 aa

SIRT4 L] | |314aa

SIRTS L] | |310aa

SIRT6 ] | | 355 aa

SIRT7 \ | | | 400 aa

Figura 20| Estructura de les sirtuines'’*.

De la mateixa manera que les HDACs classiques, les sirtuines participen en diferents
processos biologics, amb especial implicacié en la resposta cel-lular a inestabilitat
genomica a través de la regulacié del cicle cel-lular, la reparacio de I’ADN i processos

de supervivéncia i apoptosil’>.

La SIRT1 es localitza principalment en el nucli, de manera que té com a substrats
factors de transcripcid, proteines de reparaci6 de dany a I’ADN i enzims de

metabolisme cel-lular. La SIRT2 es troba majoritariament en el citoplasma, tot i que
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durant la mitosi accedeix al nucli per regular diferents punts de control del procés. Les
SIRT3, SIRT4 i SIRT5 sén sirtuines mitocondrials i regulen principalment enzims que
participen en processos com |'oxidacié d’acids grassos, el cicle de Krebs o de l'ureai la
produccié d’especies reactives a I'oxigen (reactive oxigen species, ROS). Finalment, les
sirtuines SIRT6 i SIRT7 soén proteines unides a la cromatina, pel que es localitzen en el

nucli, i regulen processos de senescéncia, entre d’altres’4,

3.2.1.5Classe IV
L’'HDAC11 és I"tnic component d’aquesta classe. La seva expressid esta enriquida en
cervell, cor, teixit muscular i testes, perd no es coneix gaire la seva funcié. L'estructura,

pero, conserva semblances amb les HDAC de classe | i I, amb un domini catalitic i

petits

extrems

N-

C-terminals.

L'HDAC11 participa

principalment en la

immunosupressio, la replicacié de ’ADN i el desenvolupament neuronal®7®.

e g Localitzacio Localitzacio Substrats no-histona
Classificacio HDAC . L. .
citogenetica subcel-lular (parcialment coneguts)
. RB1, SHP, p53. MyoD, E2F1,
HDACL 1p35.1 el STAT3, NF-kB, CtIP, AMPK
Classe | HDAC2 6021 nucli GCCR, BCL6, STAT3, YY1
. SHP, YY1, GATAL, p65, STAT3,
HDAC3 5031.3 nucli MEF2D
HDACS8 Xq13.1 nucli SMC3, actina
HDAC4 2q37.3 nucli/citoplasma  GATA1, HP1
Classe lla HDACS5 17921.31 nucli/citoplasma  SMAD7, HP1
HDAC7 12g13.11 nucli/citoplasma  PLAG1, PLAG2
HDAC9 7p21.1 nucli/citoplasma -
HDAC6 Xp11.23 majoritariament —  \\ \bulina, HSP90, SHP, SMAD
Classe Ilb citoplasma
HDAC10 22913.31-q13.33 nucli/citoplasma -
p53, B-catenina, Ku70, E2F1, Rb,
SIRT1 10g21.3 nucli/citoplasma  NF-Kb, PGC1a, PPARy, MyoD,
PCAF, FOX03, HIFla
SIRT2 19g13.2 Citoplasma a-tubulina, FOX01
IDH2, SDH, CypD, p53, FOXO3A,
Classe Il SIRT3 11p15.5 nucli/citoplasma MRPL10, GDH, LCAD, Ku70,
LKB1, NDUFA9
SIRT4 12924.31 mitocondris IDE, ANT2/3, GDH
SIRT5 6p23 mitocondris CPS1, Cytochrome C
SIRT6 19p13.3 nudli NF-kB, CtBP, DNA, PK, PARP1,
HIF1la
SIRT7 17925.2 nucli p53
Classe IV HDAC11 3p25.2 nucli/citoplasma -

Taula 11| Classificacié de les diferents HDACs segons la seva posicid6 cromosomica, la localitzacié
subcel-lular i els seus substractes no histona coneguts. Adaptada del”’.
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3.2.2 Funcié de les HDACs

Tradicionalment, les HDACs s’han considerat repressors transcripcionals, en tant que
d’'una banda estabilitzen la cromatina en una estructura tancada, fent-la menys
accessible als factors de transcripcid, i de l'altra, com a components de grans
complexes repressors. A més, també regulen |'expressié génica indirectament,
modulant I'activitat de diferents factors de transcripcid. Aixi doncs, no és d’estranyar
que les HDACs participin en diferents processos cel-lulars com I'apoptosi, mecanismes
de reparacio de I’ADN, control del cicle cel-lular, autofagia, metabolisme i senescéncia,

funcions de les xaperones i angiogénesi, entre d’altres!””.

3.2.2.1 Deacetilacié d’histones
Les modificacions d’histones poden afectar a la cromatina en diferents sentits. Com ja
hem comentat anteriorment, la deacetilacié de les lisines de les cues d’histones
condueix a la interaccid electrostatica de la carrega positiva de la lisina i la carrega

negativa de ’ADN, provocant el tancament de la cromatina (veure figura 14).

En concret, I'THDAC1 deacetila la H3K9, I'HDAC2 deacetila la H3K56 i 'HDAC3 I'H4KS5 i
I’'H4K12%7°, Pel que fa a les HDACs de classe lla, només mostren activitat histona
deacetilasa quan interaccionen amb I’"HDAC3, i ’'HDACG és el principal deacetilador de
proteines no-histona en el citoplasma. Entre les sirtuines, només la SIRT1, SIRT2 i SIRT6
tenen funcié deacetiladora, concretament la SIRT1 i SIRT2 deacetilen H3K56, una
marca recurrent en diferents tipus de cancer. Finalment, I'HDAC11 deacetila

especificament la H3K9/K141,

Aixi, una de les principals funcions de les HDACs és la regulacié de la transcripcid.

3.2.2.2 Deacetilacié de proteines no-histona
Diferents estudis genealogics demostren que la deacetilacié de proteines no-histones
és una funcié primaria de les HDACs. En aquest context, trobem diferents substrats per
aquesta funcid, com factors de transcripcio i co-reguladors, com p53 i STAT3, NF-kB i

també proteines citoplasmatiques, com I’alfa-tubulina i PTEN®,
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Un dels principals substrats no-histona és p53, que esdevé modificat per diferents
HDACs, especialment per la SIRT1'8, [’acetilacié de la K685 d’STAT3 és critica per la
seva fosforil-lacio, dimeritzacié i transactivacié. La deacetilacié d’aquesta lisina per
I’HDACS3 i la SIRT1 resulten en la inhibicié dels gens diana d’STAT3. PTEN és una altra de
les proteines no-histones modulada per HDACs, de manera que l'acetilacié de PTEN
per la HAT p300/CBP reprimeix la seva activitat, mentre que la deacetilacié per
I’'HDAC1 i la SIRT1 I‘estimulen. Altres proteines reguladores de cicle oxidatiu com
GSK3b, GDH i TCA, aixi com factors de transcripcio com GATA-1 i NF-kB son modulades
per HDACs'#0,

3.2.3 Fisiologia de les HDACs
Havent vist que les HDACs presenten diferents mecanismes d’accié i interaccionen
amb multiples complexes, no és d’estranyar que siguin moltes i molt variades les
funcions fisiologiques cel-lulars en les que participen, i alhora alternatives en funcié del

context.

A part doncs, de la regulacié de la transcripcié i remodelacié de la cromatina (veure a
dalt), les HDACs regulen I’apoptosi a través de diferents complexes. Per exemple, la
sobreexpressiéo de 'HDAC1 augmenta l'activitat proapototica de TGF-bl, mentre que
I"THDAC2 actua com un regulador negatiu!’’. En el moment en que hi ha un dany a
I’ADN, s’activen diferents mecanismes que inclouen HDACs. Per exemple, I’'HDAC1 i
I"THDAC2 soén reclutades rapidament per tal de promoure |'hipoacetilacié de la H3K56 i
I’'HDAC4 es recluta conjuntament amb la proteina 53BP1. A més, s’ha demostrat que la
inhibicié de 'HDAC6 promou la mort cel-lular a través de la induccié de dany a I’ADN.
Durant el cicle cel-lular el material genétic es duplica i la cromatina necessita
reconstruir-se, de manera que les HDACs son efectors important d’aquesta maquinaria
interactuant també amb els seus reguladors, com ciclines i factors de transcripcid. En
quant al metabolisme cel-lular, el paper de les sirtuines esta molt ben caracteritzat, tot
i que les HDACs classiques també hi estan implicades, com per exemple I'HDAC1, el
qual regula 'AMPK, un sensor i regulador critic del metabolisme. Les HDACs també
modulen |'activitat de les xaperones, que faciliten la maduracié estructural de les
proteines, un exemple n’és I'HDAC6, que regula I’'HSP90. D’altra banda, la

sobreexpressi6 d’HDAC1 estimula I'angiogénesi i I'HDAC4, I'HDAC6 i I'HDAC7
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interaccionen directament amb HIF-lalfa, un potent factor estimulador de
I’'angiogenesi en condicions d’hipoxia. L'estrés oxidatiu, la regulacié de les proteines
del citoesquelet, la migracié cel-lular i la resposta immune soén altres funcions

fisioldogiques que es veuen modulades per les HDACs’? (Figura 21).

Biological effects
Gene expression
rHoact (WL |- M AR, E2F1, ERa, MyoD, ps3, SHP | f
oy — >[5
T I R —— (ROt R Apoptosis
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ronce > [sves X\
Cell cycle arrest G2 o)
o (| GATA12 NP2
' 7 | RUNK3
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HDACT | _ I 4w | PLAG 1, PLAGL2 Angiogenesis
_toace [ = |
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Class IV HOAC [

Figura 21| Dianes moleculars de les diferents HDACs i els seus efectes biologics'®2.

Aixi, I'expressié ubiqua, I'activitat deacetilasa sobre els mateixos substrats i 'elevada
homologia entre les HDACs, suggereixen funcions redundants in vivo entre les
diferents HDACs. No obstant, diferents estudis demostren com la delecié de les HDACs
de classe | en ratolins resulten letals per 'embrié, mentre que la delecié d’una Unica
HDAC provoca consequeéencies diferents en el desenvolupament i maduracié cel-lular,
demostrant un Unic rol per cada HDAC i un control especific per part de cada una

d’elles dels diferents programes d’expressié génica en funcid del context.
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3.3. HDACs en ’hematopoesi

El desenvolupament i diferent maduracié dels limfocits B i T es basa en un control
estricte de I'expressié genica en diferents estadis, que finalment donara lloc a la
diversitat cel-lular. Aquests estadis maduratius estan estretament regulats per factors
de transcripcié i altres factors que coordinen l'accessibilitat a I’ADN. D’aquesta
manera, les HATs i les HDACs juguen un paper important en el desenvolupament
normal dels limfocits B i T, tot interaccionant amb reguladors hematopoétics i factors
de transcripcid, alhora que modifiquen I'estructura de la cromatina en zones

importants durant aquests processos.

La majoria d’informacié que tenim sobre el paper de les HATs i les HDACs en el
desenvolupament dels limfocits B i T s’ha obtingut d’estudis knockout (KO) en ratolins
de diferents HATs o HDACs en teixits especifics. En general, els KO en HATs com CBP o
p300 provoquen defectes en el manteniment i la diferenciacié dels progenitors
hematopoetics (hematopoietic stem cells, HSCs). En quant a les HDACs, la delecié de
I’'HDAC1 o de I'HDAC2 provoca fenotips moderats, mentre que la delecié simultania
d’ambdues provoca la pérdua total de progenitors hematopoetics, suggerint un rol
important i sinergic d’aquestes HDACs en el manteniment i homeostasi de

I’hematopoesi precog a través del complex repressor SIN3A/HDAC1-2183,

Pel que fa al desenvolupament dels limfocits B, un dels factors de transcripcid
importants és BCL6, el qual és reclutat en un gran complex repressor que inclou
I’"THDAC4, 'HDACS i ’'HDAC7 i localitza en el nucli per tal de regular els gens diana'®
(Figura 22). A més, durant I'activacio del receptor de cél-lules B (B-cell receptor, BCR)
també hi participen diferents HDAC, com I'HDACS5 i 'HDAC7, que sén fosforil-lades

durant I'activacio del BCR per proteines cinasa D per ser exportades del nucli.
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Aquesta observacié suggereix una relacié entre la funcié del BCR i la regulacid

epigenética de la cromatina®>.
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Figura 22| Esquema del desenvolupament del limfocit B. Els successius estadis de la diferenciacio i
maduracio del limfocit B amb els principals factors de transcripcié i reguladors epigenétiques (en lila) de
cada etapa®®®.

En el desenvolupament dels limfocits T, I’equilibri entre les HATs i HDACs és important.
Per exemple, el KO en cél-lules T de I'HDAC1 i I'HDAC2 provoca el bloqueig del

desenvolupament del limfocits T.

Durant la diferenciacio de les cel-lules T efectores, 'HDAC1 inhibeix la produccié de
citoquines (IL-4, IL-5 i IL-19) en les cél-lules activades i I'HDAC6 s’ha associat a la
migracio dels limfocits T. En els limfocits T en desenvolupament, la interaccié de les
HDACs de classe Il amb el factor de transcripci6 MEF2D és crucial en el procés de
seleccid negativa d’aquells receptors de cél-lula T (TCR) que tenen auto-reactivitat. A

més, I’'HDAC7 regula I'expressid de gens implicats en la seleccid positiva en el timus.

Donat I'ampli espectre d’activitats de les HDACs durant |I’hematopoesi, no és
sorprenent que la desregulacié d’aquests processos s’observi en diferents tipus de

neoplasies hematologiques.
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3.4. HDACs en cancer

La desregulacié de I'activitat de les HATs i HDACs s’ha associat a diferents tipus de
cancer, entre ells les neoplasies hematologiques. Degut al pleiotropisme funcional de
les HDACs, no es coneix especificament quin paper juguen en cada context determinat,
pero si que s’han descrit alguns mecanismes generals a través dels quals les diferents
HDACs poden regular I'expressio i I'activitat de diferents proteines implicades tant en

la iniciacié com la progressié del cancer:

- Reclutament aberrant en promotors: el reclutament aberrant d’'HDACs en
promotors transcripcionals condueix a una conformacié tancada de la
cromatina, inaccessible per la maquinaria de transcripci6 o mediadors,
resultant en una repressié aberrant de la transcripcid, per exemple, de gens
supressors de tumors. En aquest sentit, s’Than detectat canvis en el patré
d’acetilacié d’histones en el desenvolupament del cancer. Concretament, la
perdua global de la monoacetilacié de la lisina 16 i la trimetilacié de la lisina 20

de la histona H4 (H4K16ac i H4K20me3) sén hallmarks de cancer.

- Expressio aberrant: s’ha descrit expressié aberrant d’"HDACs en diferents tipus
de cancer. D’una banda, la sobreexpressi6 d’HDACs en concret s’associat

significativament a mal pronostic'8’-188,

A més, la sobreexpressié també s’ha correlacionat amb agressivitat, invasié i
migracio de les cél-lules tumorals, de manera que en algunes malalties
constitueix un indicador de pronostic independent. No obstant, la implicacié
pronostica de la sobreexpressid de les HDACs és controvertida, ja que en
algunes malalties s’ha associat a pronostic favorable. D’altra banda, la

sobreexpressié també constitueix un marcador biologic en algunes neoplasies.

- Inactivacié o guany de funcié per mutacions: a diferéncia de les HATSs, les
HDACs no presenten una taxa de mutacié elevada. No obstant aixo, les HDACs

de classe Il presenten mutacions amb més freqiiencia. Tot i que s’han descrit
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mutacions al llarg de tot el gen, només aquelles que afecten la regié catalitica
poden alterar potencialment la funcid enzimatica de les HDACs. La preséncia de
mutacions en HDACs s’ha associat al procés de tumorigénesi en alguns contexts

o0 a la resposta al tractament?8°,

Aixi doncs, el paper de la desregulacié de les HDACs en cancer és complex i context

depenent, ja que la seva alteracié pot venir donada a través de diversos mecanismes.

3.5. HDACs en leucémia

Les leucemies agudes es caracteritzen per aberrancies genetiques, com les
translocacions cromosdomiques i mutacions, que sén crucials en el desenvolupament
de la patogenesi de la leucémia. En els ultims anys, pero, s’ha descrit com les
modificacions i/o aberrancies epigenétiques també contribueixen al fenotip de les
cél-lules leucémiques. En aquesta linia, diverses translocacions cromosomiques,
principalment en LMA, resulten en la generacié de proteines de fusid quiméeriques que
funcionen com a repressors transcripcionals reclutant complexes co-repressors que
inclouen HDACs. Es el cas de les translocacions RUNXI-RUNX1T1 (AMLI1-ETO), CBFB-
MYH11 o PML-RARA, que recluten NCOR1, NCOR2 i SIN3A i reprimeixen I'expressié de

gens!® (Figura 23).

Transcriptional
activators

Wild-type protein: Leukemia fusion protein:
AMLI, CBFB and RARA AMLI-ETO, CBFB-MYHII
Transformation and PML-RARA
Active HIKA . Ac /-\ Silenced
chromatin chromatin
Unmethylated
_ H3K27 H3K27

Methylated
CpG

H3K9
H3K9

H3K27
H3K27

H3K9 H3K9

H3K4  Ac Epigenetic therapy

Figura 23| Proteines de fusi6 leucemogeéniques i la desregulacié epigenética que provoquen®°,
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Concretament, la proteina de fusio RUNX1-RUNX1T1 es troba en els pacients amb LMA
i translocacio t(8;21) i recluta ’'HDAC1, 'HDAC2 i ’'HDAC3 per reprimir els gens diana
d’RUNX1, tot provocant el bloqueig de la diferenciacio mieloide i la transformacié
leucémica. Pel que fa a la proteina de fusi6 PML-RARA, el reclutament d’"HDACs silencia

els gens diana de RARA! (Figura 24).

Repression of cell
cycle inhibitors and
differentiation genes

Repression of
differentiation genes

Figura 24| Diferents proteines de fusié associades a leucémia recluten HDACs*%,

La sobreexpressié de diferents HDACs s’ha associat a diferents tipus de cancer,
incloent les leucémies agudes®®2. Tot i que son pocs els estudis que estudien I'estat
global de les HDACs en leucemia aguda, en general, s’observa sobreexpressié de les
diferents HDACs, sobretot de classe |, en pacients amb leucémia aguda comparat amb
controls sans88192193 En |'estudi de Gruhn et al., s'observa una sobreexpressio de les
HDACs de classe | en detriment de l'acetilacié d’histones. A més, nivells elevats
d’HDAC1 i d’"HDAC2 s’associen a factors pronostic d’alt risc, com xifra elevada de
leucocits al diagnostic, adolescents i fenotip T*°. A més, els pacients amb LLA-T i
elevada expressié d’HDAC4 sén identificats com els responedors lents al tractament
amb prednisona. Moreno et al., descriuen nivells elevats d’HDAC2, HDAC3, HDACS,
HDAC6 i HDAC7 en les mostres neoplasiques, elevada expressié d’"HDAC1 i HDAC4 en

pacients amb LLA-T i d’HDAC5 en pacients amb LLA-B. A més, |'expressio elevada
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d’HDAC3, HDAC7 i HDAC9 s’associa en el seu estudi amb pitjor pronostic i

supervivéncial®,

La identificacio dels complexes repressors reclutats i un millor coneixement de la
biologia i desregulacié de I'expressid de les HDACs, i estudis d’inhibicié de les HDACs
aporten evidencies que confirmen un paper important de les HDACs en la patogénesi

de la leucémia aguda.

3.5. Inhibidors d’histona deacetilasa

Els inhibidors d’histona deacetilasa (HDACi) sén compostos dissenyats amb I'objectiu
de bloquejar les activitats de les HDACs i, per tant, promoure |'acetilacié de proteines

histones i no-histones, revertint la repressié génica provocada per les HDACs.

Degut al pleiotropisme funcional i a la participacié en molts processos essencials per la
cel-lula, inicialment les HDACs no es van considerar dianes terapeutiques atractives pel
disseny de noves terapies. No obstant, de seguida van obtenir-se resultats en els que

es demostrava una important activitat antitumoral.

Aixi, I'any 2006 el SAHA (Vorinostat) va ser el primer HDACi aprovat per la FDA (Food
Drug Administration) per al tractament avancat o en recaiguda del limfoma T cutani
(cutaneous T cell lymphoma, CTCL). A partir d’aqui s’han desenvolupat un gran nombre

de nous HDACi per malalties neoplasiques hematologiques.

Tot i el potent efecte antitumoral per se dels HDACI, diferents estudis i assajos clinics
recolzen I'efecte sinéergic d’aquests en combinacid6 amb altres quimioterapies
convencionals!®, D’una banda, els HDACi no només modulen I'expressid génica, sind
que el procés d’acetilacié promou una conformacid de la cromatina oberta, el que la fa
més accessible per altres agents d’accié sobre I’ADN, com els demetilants, que podrien
beneficiar-se d’'una administracidé conjunta. D’altra banda, la resisténcia als HDACi
podria estar associada al tractament quimioterapic previ, el qual podria modificar
I'expressid de les HDACs, aixi com mecanismes de transport de farmacs'®>. D’aquesta

manera, els HDACi actuarien sensibilitzant les cel-lules tumorals.

102



Introduccid |

La resistencia de les céel-lules tumorals esdevé una limitaciéd pel desenvolupament
exitdos de nous tractaments amb HDACIi. En aquest sentit, I'elevada expressié de
proteines del cicle cel-lular i p21, el control dels nivells de les ROS que modulen la
resposta a dany de I’ADN, I’activacio constitutiva de NF-kB a través de I'acetilacié de
p65 i I'expressié elevada de proteines de senyalitzacié com MAPK, PI3K o STAT3, s’han

suggerit com a mecanismes que contribueixen a la resisténcia als HDACi*%.

3.6.1 Mecanisme d’accio i efectes biologics dels HDACi

Els HDACi presenten efectes biologics pleiotropics que inclouen diferenciacid i migracié
cel-lular, control del cicle cel-lular i apoptosi, és per aix0 que el seu desenvolupament
s’ha centrat en aplicacions antitumorals. A més, alguns estudis suggereixen que també
podrien promoure la resposta immune!®®. De fet, resulta impossible pensar que els
efectes biologics i terapeutics del HDACi puguin dependre d’un Unic mecanisme, alhora
que les lesiones genetiques de les cel-lules neoplasiques també hi jugaran un paper
important. A continuacié es presenten els principals mecanismes d’accié dels HDACi'%°,

que es troben resumits en la figura 24:

= Efectes en el cicle cel-lular: els HDACi provoquen l'arrest del cicle cel-lular per
induccié de l'expressié de CDKNI1A, p21, ciclina D i ciclina A. Aquests events
condueixen a la fosforil-laci6 i detriment de [lactivitat de la proteina
Retinoblastoma (Rb). Una altra causa d’aturada de cicle cel-lular és I'acetilacié que
es produeix de la cromatina pericentromeérica que causa defectes durant la

mitosi2®.

»  Produccié d’espécies reactives a I’oxigen (ROS): la produccié de ROS, seguida de la
generacid de ceramida, comporta dany mitocondrial, activacié de caspases i
finalment apoptosi.

= Acetilacié de proteines no-histones: en general, I'acetilacio de la proteina Hsp90
provoca la disrupcié de la interaccié entre les xaperones i les proteines diana,

moltes de les quals estan implicades en el manteniment del fenotip aberrant, com
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EGFR2 o BCR-ABL1. També, l'acetilacié de proteines com p53 després del
tractament amb HDACi provoca una disminucié de la degradacido proteosomal

d’aquesta i s'indueix I'expressié de p21.

Inhibicié de processos de reparacié de dany a I’ADN: aquests processos son
inhibits mitjancant I'acetilacié de proteines com Ku70, Ku86, BRCA1l i RAD51.

Aquest efecte és la base de la terapia combinada amb quimioterapia o radiacié.

Induccié de I'apoptosi: es pot produir tant per la via extrinseca (mediada pel
receptor de mort cel-lular) o la via intrinseca (via mitocondrial). Molts HDACi
augmenten I'expressidé de gens de la via extrinseca com TRAIL, DR-5, DR-4, Fas i
Fas-L, mentre que per altra banda augmenten [l'activitat de proteines anti-
apoptotiques de la via intrinseca com Bcl-2, Mcl-1 i Bcl-X, i disminueixen I'activitat

de proteines apoptotiques com Bim, Bax, Puma i Noxa.

Efecte antiangiogénic: els HDACi inhibeixen I'expressid de gens implicats en

I’'angiogenesi com VEGF i eNOS.

Disrupcio de la formacié d’agregats del proteosoma: la formaciéo d’agregats
proteics i eliminacié a través del proteosoma és un dels sistemes emprats per les
cel-lules malignes per tal d’eliminar les proteines amb conformacié andomala
deguda a l'aberrant i elevada taxa de recanvi. La formacid d’aquests agregats
depen de l'acetilacid de l'a-tubulina mediada per I'HDAC6. Aixi, els HDACiI
provoquen I'acumulacid intracel-lular de proteines anomales i com a conseqiiéncia

I’activacié de mecanismes pro-apoptotics2t.
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Figura 25| Molécules diana de les HDACs, les vies moleculars que modulen i les conseqiiéncies que
se’n deriven?®®,

3.6.2 Estructura dels HDACi
Els inhibidors actuals es classifiquen en quatre families segons la seva estructura

quimica (Figura 26):

» Acids alifatics: aquests compostos inhibeixen especificament les HDACs de
classe | i lla. Es requereixen concentracions de I'ordre de milimolar per exercir
el seu efecte i s’estan estudiant en combinacié amb altres farmacs. Pertanyen a
aquest grup el butirat sodic, el fenilbutirat i I'acid valproic (VPA).

» Acids hidroxamics: en general, aquests inhibidors tenen activitat no-selectiva
respecte les HDACs, de manera que afecten a totes les classes. No obstant,
I'activitat envers cada HDAC pot variar en funcié de la concentracié del
compost. El Tricostatin A (TSA), Vorinostat, Panobinostat i Belinostat son alguns
dels farmacs que s’inclouen en aquest grup.

= Tetrapeptids ciclics: en aquest grup s’inclou el Romidepsin.

= Benzamides: aquests compostos inhibeixen selectivament les HDACs de classe
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Figura 26| Estructures quimiques dels quatre grups principals d’inhibidors d’HDAC (HDACI) i alguns
dels compostos més avaluats en diferents assajos clinics'®2.

3.6.3 Farmacs registrats i estudis clinics

Actualment, la investigacio en el disseny de nous HDACi és for¢a intensa com a terapia
dirigida en cancer. Desenes de diferents estructures d’HDACi s’estan avaluant en

assajos clinics i pre-clinics, especialment en neoplasies hematologiques (Taula 12).

La FDA ha aprovat diferents HDACi en les ultimes decades per al tractament de
diverses neoplasies hematologiques. L'any 2006 es va aprovar el SAHA (Vorinostat,
Zolinza™, Merck & Co, Inc., USA) per al tractament del CTCL?*? i posteriorment, I'any
2009 es va aprobar el FK228 (Romidepsin, Istodax™, Celgene Corp., USA) pel
tractament d’aquells pacients amb CTCL que ja havien rebut com a minim un cicle de
quimioterapia sistémica?®®. Més recentment, I'any 2014 el belinostat (PXD101,
BELEODAQ™, Spectrum Pharmaceuticals, Inc.) va ser aprovat per al tractament del
limfoma de cél-lules T periféric (peripheral T cell lymphoma, PTCL)?%* i el panobinostat
(Farydak, LB-589, Novartis Pharmaceuticals) I'lany 2016 per al tractament del mieloma

multiple (MM)?%,

106



Introduccid |

Estructura Especificitat
Nom Fase d’estudi
quimica HDAC
Trichostatin A (TSA) pan preclinica
Vorinostat (SAHA) pan Aprovat per limfoma T cutani
Belinostat (PXD101) pan Aprovat per limfoma T cutani
Panobinostat
N pan Aprovat per mieloma multiple
Acid (LBH589)
hidroxamic Fase Il — leucémia recaiguda i
Givinostat (ITF2357) pan
mieloma multiple
Quisinostat pan Fase | — mieloma multiple
Rocilinostat classe Il Fase | — mieloma multiple

Practinostat

classe I, Il'i IV

Fase Il — cancer de prostata

Aprovat per epilepsia, desordres

Acid valproic classe |, lla bipolars i migranya i en fase Il per
Acids alifatics diferents patologies
Acid butiric classe |, Il Fase Il — diferents patologies
Acid fenilbutiric classe I, Il Fase | — diferents patologies
Fase Il — cancer de mama, limfoma
Entinostat (MS-275) classe |
Hodgkin
Benzamides
Mocetinostat
classe |, IV Fase Il — limfoma de Hodgkin
(MGCD103)
Tetrapéptids Romidepsin
classe | Aprovat per limfoma T cutani
ciclics (Depsipeptide/FK228)
Nicotinamida classe lll Fase lll — cancer de laringe
Inhibidors de
Sirtinol SIRT1i2 Estudis preclinics
sirtuines
Cambinol SIRT1i2 Estudis preclinics

Taula 12| HDACi segons la seva estructura, especificitat i preséncia en assaigs clinics. Adaptada de

177
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L'ds de la terapia combinada d’HDACi amb altres agents antitumorals sembla
I'estratégia més adient per aconseguir el potencial terapéutic esperat dels HDACi
(Taula 13). Aixi, ens els ultims anys s’han iniciat un seguit d’assaigs clinics que
combinen HDACi i una varietat de compostos quimics amb funcions molt diverses, com
I’ADN, inhibidors de

modificadors dels processos de reparaci6 a dany de

topoisomerasa, quimioterapies amb plati, terapies hormonals, inhibidors de tirosina-

cinasa, radioterapia i immunoterapia'®.

Fase
HDACi Combinacié Neoplasia hematologica assaig
clinic
Vorinostat Olaprarib, gemcitabina, busulfan Limfoma Hodgkin i no- /1
(SAHA) i melfalan Hodgkin
Doxorubicina pegilada liposomal Limfoma recaigut/refractari I/1l
Doxorubicina hidrocloridrica Mieloma multiple recaigut/ I
liposomal i bortezomib refractari
Rituximab Limfoma/leucémia Il
Acid valproic Decitabina Leucémia /1
Panobinostat Carfilzomib Mieloma multiple recaigut/ /1
(LBH589) refractari
Bortezomib Limfoma de cel-lules T (TCL) Il
recaigut/refractari
Everolimus Mieloma multiple, limfoma 1/1
Hodgkin i no-Hodgkin
Romidepsin Carfilzomib PTCL recaigut/refractari /1
(FK288)
Gemcitabina, dexametasona i PTCL i limfoma difus de [
cisplati cel-lules B
5-azacitidina Neoplasies limfoides 1/
recaigudes/refractaries
Fenilbutirat Azacitidina LMA i sindrome I
sodic (4-PBA) mielodisplasic (SMD)
Mocetinostat Brentuximab vedotin (SGN-35) Limfoma Hodgkin /1
(MGCD0103) recaigut/refractari
Azaxitidina SMD d’alt risc i LMA /1
AR42 Decitabina LMA I

Pomalidomida

Mieloma multiple recaigut

Taula 13| HDACi en combinacié amb altres agents antitumorals actualment en assaig clinic (fase
1/11/11). Adaptada de®®.
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3.6.4 Selectivitat dels HDACi

Actualment, la majoria dels HDACi disponibles sén pan-inhibidors. Els pan-inhibidors
inhibeixen multiples isoformes d’HDACs de classe |, Il i IV, en diferents graus. Les
HDACs de classe lll, les sirtuines, sén estructuralment diferents i no s’inhibeixen pels

inhibidors d’unié a Zn?* (pel que no es consideraran d’ara en endavant).

La majoria dels pan-inhibidors sén hidroxamats, com el SAHA, panobinostat i el
belinostat, els quals sdn eficients quelants del Zn?*, de manera que interfereixen en el
mecanisme d’accio de les HDAC classiques. Possiblement la seva estructura
relativament petita i lineal no permet la generacié de suficients contactes secundaris
que permetin distingir les variacions estructurals de les diferents isoformes d’"HDAC?°®,
Aquests compostos inhibeixen les HDACs amb una poténcia de I'orde de nanomols,
exceptuant I’'HDACS, el qual no s’inhibeix amb la mateixa potencia, fet que suggereix la
presencia d’alguna peculiaritat estructural en el domini actiu. Degut a la pleiotropicitat
i I'amplia preséncia de les HDACs en processos fisiologics, I'administracié d’aquests
farmacs no només provoca canvis desitjables en vies moleculars que estan afavorint la
progressio de les cél-lules malignes, sind que pertorben activitats fisiologiques. De fet,
en la literatura, diferents experiments de transcriptoma reporten canvis en I'expressié
génica entre un 4-20% després de I'administracié de pan-inhibidors i, de la mateixa
manera, el nombre de proteines acetilades es troba en un rang entre 10 i centenars?°®,
No obstant, s’ha suggerit que les cel-lules normals sén aparentment més resistents als
efectes apoptotics dels HDACI, el que podria explicar I'Us d’alguns pan-inhibidors en la
practica clinica'®. Aixi doncs, la principal limitacié en I'Gs dels HDACi en la clinica és
I'aparicié d’efectes secundaris degut a la toxicitat que exerceixen sobre les cél-lules
normals de I'hoste. Els efectes secundaris més comuns sén trombocitopénia, nausees,
vomits, anoréxia i cansament, entre d’altres. Cal destacar la toxicitat cardiaca
observada en forma d’ aritmies ventriculars'®4. Aquesta toxicitat posa de manifest la

necessitat de desenvolupar HDACi isoforma-selectius en funcié del context cel-lular.

Aqguests inhibidors permetrien mantenir la funcionalitat d’aquelles isoformes
essencials i fisiologiques per la cél-lula mentre que inhibirien aquella isoforma d’"HDAC

amb activitat aberrant, permetent un tractament individualitzat. Els inhibidors
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isoforma-selectius pretenen limitar les seves accions a una classe i/o isoforma d’"HDAC
determinats amb els objectius de: (1) evitar I'aparicié de toxicitats provocades per I'Us
de pan-inhibidors; (2) aplicar d’una terapia personalitzada probablement més efectiva,
i (3) millorar el coneixement de la biologia de les diferents isoformes d’"HDACs. El
disseny d’aquests inhibidors es duu a terme en funcid de la interaccié entre I'inhibidor
i la HDAC d’interes, tot i que les diferéncies estructurals del domini catalitic entre les
diferents isoformes sén subtils. Es per aixd que només algunes isoformes d’HDACs
determinades disposen d’un HDACi especific, el qual pot unir-se a residus externs

determinats que permeten aquesta selectivitat®,

En l'actualitat, el que coneixem com HDACi isoforma-especific, estrictament sén
inhibidors selectius de classe I. En aquest grup s’inclouen el romidepsin, I'entinostat i el
mocetinostat (MGCD0103), entre d’altres. De fet, s’ha demostrat que aquests
inhibidors de classe | augmenten considerablement I'acetilacié de la histona H3,
mentre que no la de 'a-tubulina, el substrat de I"'HDAC6%%. La quiestid és: aquests
inhibidors selectius es toleren millor comparats amb els pan-inhibidors a dosis
terapeutiques? Fins al moment, amb els resultats de diferents assajos clinics, s’ha
pogut observar que les toxicitats a dosis terapéutiques en pacients amb neoplasies
hematologiques dels inhibidors de classe I, com el romidepsin i el mocetinostat, sén
manejables (grau 3 o 4), amb excepcié de la cardiaca. Aquests resultats recolzen la
recerca en aquesta via. Pel que fa a la toxicitat cardiaca, s’Tha comprovat com els
inhibidors amb estructura hidroxamica i les benzamides disminueixen I'aparicié de QT
prolongats, i que els compostos que no inhibeixen I'HDAC3, 5 i 9 sén els més

desitjables des del punt de vist de seguretat cardiaca°®.

En un escenari ideal, un millor coneixement de la biologia de les diferents isoformes
d’HDAC i la identificacid de biomarcadors clinics i biologics del seu estat permetria la
seleccio dels pacients candidats al tractament amb HDACi isoforma-selectius i ajudaria
a predir la resposta a aquests, limitant I'aparicié d’efectes adversos i limitant I'Gs a
aquells que puguin beneficiar-se de la terapia. En aquest sentit s’han publicat diferents
estudis que correlacionen els nivells d'HDAC amb la sensitivitat al tractament amb

HDACi®4,
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Donat que:

- Malgrat I'augment en la supervivéncia dels pacients pediatrics amb leucémia
aguda, encara hi ha alguns subtipus de pacients de molt alt risc, com els
lactants, els pacients amb reordenament del gen KMT2A i els pacients amb LLA-
T, per als quals és necessari el desenvolupament de noves terapies dirigides i
personalitzades, per tal de millorar la supervivéncia i disminuir els possibles

efectes secundaris de la quimioterapia.

- Els inhibidors d’"HDAC han emergit en els ultims anys como una prometedora
diana terapeutica en diferents tipus de cancer, i ja estan aprovats per algunes
neoplasies hematologiques, tot i que el seu Us a la practica clinica esta limitat

per la seva inespecificitat i toxicitat.

- L’expressio de les HDACs en els pacients pediatrics amb leucémia aguda no ha

estat estudiada fins al moment en profunditat.

En aquest context, I'estudi global del perfil transcripcional de les HDACs en pacients
pediatrics amb leucémia aguda i la identificacié de signatures d’HDACs especifiques

podria aportar dades Utils per a valorar I'Us de les HDACs com a biomarcadors i aixi:

- definir el seu impacte pronostic en pacients pediatrics amb leucémia aguda i
- definir la seva utilitat com a dianes terapéutiques i identificar els millors

candidats a rebre tractament dirigit amb HDACi.
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OBJECTIU GENERAL:

L'objectiu d’aquest treball és estudiar de forma global I'expressié de les diferents
isoformes d’HDACs en pacients pediatrics amb diferents subtipus de leucemia aguda,

per tal d’identificar possibles biomarcadors pronostics i/o dianes terapéutiques.

OBJECTIUS ESPECIFICS:

1. Determinar el perfil d’expressiod dels pacients pediatrics amb leucémia aguda

de les HDAC1-11, SIRT1, SIRT7 i d’altres gens co-reguladors, MEF2C i MEF2D.

2. Correlacionar les dades obtingudes amb variables cliniques i biologiques al
diagnostic i durant el seguiment de la malaltia i analitzar el seu valor pronostic

mitjancant analisi de supervivéncia.
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MATERIAL | METODES
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1. MATERIAL

1.1 Pacients

Es tracta d’un estudi retrospectiu en el que s’han analitzat tots els pacients pediatrics
(0-18 anys) dels que es disposava mostra, diagnosticats d’una leucemia de-novo entre

I’any 2003 i 2017 a I'Hospital Sant Joan de Déu.

L’estudi inclou un total de 211 pacients, incloent 134 diagnosticats de LLA-B, 33 de LLA-
Ti44 LMA, amb els principals subtipus citogeneétics representats. Les caracteristiques

clinico-biologiques al diagnostic es presenten a la Taula 14.

Els pacients es van tractar uniformement segons els protocols de la Sociedad Espanola
de Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP): SHOP-LAL-1999, SHOP-LAL-2005 i
SEHOP-PETHEMA 2013 per les LLA i SHOP-LAM-96, SHOP-LAM-2001 i SHOP-LAM-2007
per les LMA. Els pacients amb leucémia promielocitica aguda (LPA) van ser tractats
amb el protocol PETHEMA LPA 2005 i els lactants amb LLA es van tractar segons els
protocols SHOP-LAL INFANTS 2001 i INTERFANT-06.

El grup de risc dels pacients va assignar-se en funcié de cada protocol, basant-se en les
variables clinico-biologiques al diagnostic i posteriorment segons el nivell de malaltia
residual minima (MRM). En els pacients amb LLA, seguint les guies dels protocols, els
nivells de MRM van determinar-se per citometria de flux multiparametrica (4 i 8
colors) en tots els casos i també per PCR quantitativa (RQ-PCR) en aquells pacients
amb preséncia del gen de fusié BCR-ABL1'%’. En les LMA, el seguiment també es va dur
a terme a través de citometria de flux i per RQ-PCR en les leucémies core-binding

factor i els pacients amb el gen de fusié PML-RARa.
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Total no. (%)

Pacients 211
Sexe
Masculi 121 (57)
Femeni 90 (43)
Edat, anys
Mediana (extrems) 5,8 (0-17,1)
<1lany 15(7)
1-9 anys 147 (70)
>10 anys 49 (23)
Leucocits, x10%/L, mediana (extrems) 52,8 (0,6-741,0)
Blasts, mediana (extrems)
Moll de I'os 84,9 (13-100)
Sang periferica 47,5 (0-100)
SNC (n=209)
SNC-1 165 (78)
SNC-2 27 (12)
SNC-3 16 (8)
LLinatge i Immunofenotip
LLA-B (n=134)
Comu CD10+ 125
Pro-B CD10- 9
LLA-T (n=33)
Pro-T 1
Pre-T 4
Early T-cell Precursor 4
Cortical 21
Madura 3
LMA (n=44)
Citogenética
LLA-B (n=134)
Alta hiperdiploidia 47
(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 25
t(1;19)(q23;p13)/TCF3-PBX1 6
(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1 7
KMT2A-reordenat? 11
B-other 38
LLA-T (n=33)
Normal 16
Anormal 8
No metafases 4
LMA (n=44)
Leucémia aguda promielocitica 3
CBF-AMLP 6
KMT2A-reordenat® 12
Altres? 23
Protocol
LLA-B
INTERFANT-06 4
SHOP-INFANT 2001 1
SHOP-1999 13
SHOP-2005 62
SEHOP-PETHEMA 2013 54
LLA-T
SHOP-2005 17
SEHOP-PETHEMA 2013 16
AML
SHOP-LAM-1996 1
SHOP-LAM-2001 11
SHOP-LAM-2007 28
PETHEMA LPA 2005 3
LAM DOWN 2006 1
Mediana de seguiment, anys (extrems) 4,84 (0,01-16,0)
Supervivencia global als 5 anys, estimacio * SE, %
LLA-B 96+2%
LLA-T 82+7%
LMA 66+8%
Supervivéncia lliure d’event als 5 anys, estimacio * SE, %
LLA-B 84,3+4%
LLA-T 82,1+7%
LMA 50,3+8%

Taula 14| Pacients i principals caracteristiques clinico-biologiques al diagnostic. SNC: Sistema Nervios Central. CBF:
core-binding factor. SE: Standard Error.2KMT2A reordenat en LLA-B: t(4;11)(q21;923), n=3; t(11;19)(g23;p13), n=1;
1(9;11)(p22;923), n=1; t(7;11)(p22;923), n=1; altres reordenaments del gen KMT2A amb partner desconegut (FISH
positiu), n=5. PCBF-LMA: t(8;21)(q22;922), n=3; inv(16)(p13;q22)/t(16;16)(p13;022), n=3. *KMT2A reordenat en
LMA: t(9;11)(p22;923), n=4; t(11;19)(g23;p13), n=3; £(10;11)(q11.2;923), n=2; altres reordenaments del gen KMT2A
amb partner desconegut (FISH positiu), n=3. Altres LMA: cariotip complex i altres reordenaments.
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1.2 Controls: Pacients no-neoplasics i calibradors

Com a calibrador i contrapartida normal de les leucémies, va emprar-se una cohort
d’11 pacients no-neoplasics, diagnosticats de purpura trombocitopénica idiopatica
(PTI).

Per contra, trobar una contrapartida normal dels blasts és dificil, en tant que el moll de
I’os sa no representa la composicid de cél-lules d’'una leucémia ni la seva immaduresa.
Aixi doncs, per a tenir una referéncia amb la que comparar cada subtipus de leucémia
en funcié del llinatge, van emprar-se cel-lules comercials normals: cel-lules CD34+ de
moll d’os com a contrapartida d’immaduresa, cél-lules B madures CD19+ de sang
periférica com a contrapartida de les LLA-B, i cél-lules Pan-T madures de sang periférica

per les LLA-T (STEMCELL Technologies, Canada).

2. METODES

2.1 Descongelacio cel-lules criopreservades

Per a la descongelacio de les cel-lules comercials criopreservades van emprar-se 10 mL
de la solucié de descongelacio (9 mL RPMI i ImL de sérum fetal préviament inactivat al
bany Maria a 65°C 30 minuts). Les cél-lules es van descongelar poc a poc al bany Maria

a 37°Cidesprés d’'una centrifugacié i rentat, es van resuspendre en RPMI.

2.2 Extraccio d’acids nucleics i transcripcio reversa

Pel diagnostic molecular i posteriors estudis van emprar-se mostres de moll d’os i sang

periférica obtingudes al diagnostic.

La separacio de les cél-lules mononuclears va fer-se mitjancant un gradient de densitat
amb Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis MO, USA). L’extraccié de I’ADN genomic es va dur
a terme mitjancant els productes comercials Qiaquick i Gentragene DNA (Qiagen,
Hilden, Alemanya). Per I'extraccié de I’ARN va seguir-se el procediment habitual amb
TriPure (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) i la sintesi de cDNA es va fer a partir de
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50-100 ng totals d’ARN mitjancant el Qiagen QuantiTect Whole Transcriptome cDNA

kit (Qiagen, Hilden, Alemanya), seguint les instruccions del proveidor.

2.3 Identificacio de les alteracions genétiques recurrents

El diagnostic dels pacients es va dur a terme segons I'estudi de la citomorfologia dels
blasts, immunofenotip i les alteracions citogenetiques i moleculars, seguint els criteris
préviament descrits*>13¢, La determinacié de l'alteracié en el nimero de copies
géniques (CNA) es va realitzar per MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification, MRC, Holanda) mitjangant els kits SALSA P-335 i SALSA P-383, per les
LLA-B i LLA-T respectivament. L'estudi de la presencia de mutacions en els gens
NOTCH1 i FBXW?7 es va dur a terme en ADN mitjangant PCR i seqilienciacié Sanger,
segons la bibliografial®®. Les duplicacions internes en tandem del gen FLT3 (FLT3-ITD) i
les mutacions en NPM1 es van analitzar per PCR fluorescent!®® i les mutacions en

CEBPA per PCR i seqiienciacié Sanger®’®,

2.4 Analisi mutacional d’HDAC9

L'estudi de l’estat mutacional d’HDAC9 va dur-se a terme mitjancant PCR i
sequlenciacio Sanger. Es van dissenyar oligonucleotids per estudiar les regions hot-spot
del domini catalitic del gen, localitzades en I'exé 13 (F: 5'-tcttgtcctgtatttcccttgte-3’; R:
5’- cccaaatgaatactggcctct-3’), exé 19 (F: 5’-cgtctgttttcatttccctgta-3’; R: 5'-
aacaccagcaaaggacaagaa-3’) i exé 20 (F: 5’-agagctcccatgtgcttgtt-3’; R: 5'-

tccaatttgccactttcaga-3’).

2.5 Analisi d’expressioé a nivell d’ARN
La quantificacid dels nivells d’expressié d’ARN missatger (ARNm) dels gens d’interes

s’ha realitzat per PCR quantitativa a partir de transcripcié reversa (RT-qPCR) en un

termociclador ABI7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Els gens estudiats en aquest treball sén HDAC1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10 i 11, SIRT1,
SIRT7, MEF2C i MEF2D, utilitzant els assaigs d’expressié comercials TagMan® Gene
Expression Assays HDAC1 (Hs02621185 s1), HDAC2 (Hs00231032_m1), HDAC3
(Hs00187320_m1), HDAC4 (Hs00195814_m1l), HDAC5 (Hs00608366_m1), HDAC6
(Hs00195869_m1), HDAC7 (Hs00248789 _m1), HDAC8 (Hs00218503_m1), HDAC9
(Hs00206843_m1), HDAC10 (Hs00368899 m1), HDACI11 (Hs00227335 m1), SIRT1
(Hs01009006_m1), SIRT7 (Hs01034735_m1), MEF2C (Hs_00231149_m1) and MEF2D
(Hs_00954735_m1).

La quantificacid relativa s’ha calculat amb el métode 2722¢t tilitzant el gen B-
glucuronidase (GUS) com a control endogen, i com a calibrador un poo/ de mostres
d’11 pacients no-neoplasics. A més, també es va dur a terme la quantificacié de
I'expressié geénica dels diferents gens en la contrapartida de cél-lules normals
equivalents als diferents subtipus de leucémies: cel-lules de moll d’os CD34+, cel-lules
madures B CD19+ i cel-lules T madures de sang periférica (STEMCELL Technologies,

Canada).

2.6 Analisi estadistic

L’analisi dels resultats s’ha dut a terme mitjancant el programes SPSS 24.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA), R software versid 3.4.2 (www.R-project.org)!’! i el programa
GraphPad Prism versid 7.00 (GraphPad Software, California, USA).

S’han emprat els valors normalitzats amb el log, per una millor representacié grafica i
s’han considerat significatius els valors de p inferior a 0.05.

L’associacié entre les diferents variables categoriques s’ha evaluat mitjancant els tests
¥2 o l'exacte de Fisher, depenent de I'aplicabilitat del métode en funcié de les
condicions de la prova. Per les variables quantitatives s’Than emprat el test T Student i
el test U de Mann—-Whitney per proves no parameétriques. A més, per comparar els
nivells d’expressid genica entre diferents variables categoriques s’ha emprat el test de
Kruskal-Wallis. Finalment, per determinar I'associacié entre variables quantitatives

s’ha calculat el coeficient de correlacié d’Spearman.
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En I'analisi d’expressid de les nostres mostres, hem volgut tenir en compte aquells
pacients que no presenten gens d’expressié d’alguns gens, en comptes de descartar-
los i tractar la mostra com a no-valorable. Es per aixd que es van tractar els nivells
d’expressié com (1) variable quantitativa, incloent Unicament aquells pacients amb
nivells d’expressié quantificables; i (2) variable qualitativa, considerant dos grups de
pacients: els que expressen un determinat gen i els que no expressen, és a dir, Ct >40.

172§ es

La supervivéncia s’ha determinat mitjancant I'estimador Kaplan-Meier
diferéncies en la supervivencia entre diferents grups s’han determinat mitjancant el
test log-rank!’2.

La supervivéncia global (SG) s’ha calculat com el temps que transcorre des del
diagnostic fins la mort o I'dltima data de seguiment. D’altra banda, la supervivencia
lliure d’event (SLE) s’ha considerat com el temps que transcorre des del diagnostic fins
el primer event (refractarietat, recaiguda, mort o uUltima data de seguiment, censurant
en el moment del transplantament al-logénic de progenitors hematopoetics (alo-TPH),
per tal d’evitar I'efecte d’altres events competitius post-TPH). Els analisis, pero, s’han

repetit també sense censorar en el moment del transplantament, sense haver-hi

canvis significatius en els resultats.

En I'analisi univariat s’han inclos els principals factors pronostics clinico-biologics al
diagnostic com I'edat, el recompte leucocitari, la infiltracido del SNC, la preséncia del
reordenament del gen KMT2A, la MRM post-induccié i els diferents punts de tall pels
nivells d’expressio de les HDACs. Aquells factors significatius en I’analisi univariat s’han
inclos en I'analisi multivariat, el qual s’"ha dut a terme mitjangant el model proporcional
de Cox, incloent els hazard ratios i el corresponent interval de confianga derivats del

modell’3.

Finalment, s’ha realitzat una estimacio del punt de tall que millor discrimina en grups
de pacients segons els nivells d’expressié d’'un determinat gen i la seva supervivéncia.
Aixi, aquesta estimacid permet dividir-los segons si presenten una alta o baixa
expressio i determinar si aquesta defineix el pronostic dels diferents grups de pacients.

Per estimar el punt de tall s’ha emprat el métode Contal i O’Quigley'’*.
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2.7 Aspectes étics

Aquest estudi ha seguit els estandards étics i la Declaracié de Helsinki segons les
recomanacions de les guies nacionals i internacionals; a més, I'estudi ha rebut
I'aprovacié del Comité d’Etica de la nostra institucié. Totes les mostres s’han
emmagatzemat degudament en el Biobanc de I'hospital després de I"aprovacié del

consentiment informat per part dels pacients, pares o tutors legals.
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Expressio global de les HDACs en les cél-lules hematopoétiques normals

Primer, per tal de tenir una referéncia del que podriem considerar la contrapartida
normal dels diferents subtipus de leucémies, vam analitzar el perfil d’expressié de les
HDACs, SIRT1, SIRT7, MEF2D i MEF2C en diferents cél-lules hematopoetiques normals:
les CD34+ de moll d’os, les cel-lules B madures CD19+ i les cél-lules pan-T de sang

periférica, utilitzant el pacients no-neoplasics com a calibrador (Figura 27).
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Figura 27| Perfil d’expressié de les HDACs, MEF2C i MEF2D en ceél-lules hematopoétiques normals. La
mitjana dels pacients no-neoplasics s’ha emprat com a calibrador (eix X) i les linies discontinues
representen la mediana dels valors de les cél-lules normals. Es mostren en gris la mitjana per les CD34+,
en verd per les CD19+ i en vermell per les cél-lules pan-T. Les mostres sense expressié d’'un determinat
gen estan representades fora dels limits de I'eix Y (abaix del grafic, sense escala).

En general, el perfil d’expressié de les CD34+ va ser el més semblant als calibradors

(pacients no-neoplasics), presentant expressio de tots els gens analitzats.
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Les cel-lules B madures CD19+ van presentar, en general, els nivells d’expressié més
alts per les diferents HDACs, concretament per les HDACs de classe | (HDACI1-3,
HDAC8), HDAC4 i HDACY, tot i que també per la SIRT1, SIRT7, MEF2C i MEF2D. D’altra
banda, no es va observar expressié de I’'HDACS. Pel que fa a les cel-lules T, no es va
observar expressié de la majoria d’HDACs de classe || (HDAC4-HDAC9) ni tampoc de
MEF2C.

Expressio global de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els pacients amb leucémia aguda

En els 211 pacients amb leucémia es va observar una sobreexpressid global de les
HDACs, MEF2C i MEF2D, excepte per I'HDAC1, HDAC3, HDAC10 i SIRT7, que
presentaven una mediana al voltant o inferior als valors del calibrador (veure figura

28).

Les HDACs de classe | van presentar una expressi® homogénia en els diferents
pacients, a diferéencia de les altres isoformes d’HDACs, que van presentar una expressio
més heterogénia entre els diferents subtipus de leucémia. De la mateixa manera, tots
els pacients van presentar expressié de I’HDAC1, ’HDAC2 i 'HDAC3, mentre que alguns
pacients no van expressar algunes de les altres isoformes. També les HDACs de classe
lIl, SIRT1 i SIRT7, van expressar-se en gairebé tots els pacients. D’altra banda, els nivells
d’expressié dels gens MEF2C i MEF2D van ser elevats, essent MEF2C el gen amb la
mediana d’expressido més alta en els pacients amb leucémia, comparat amb les

mostres no-neoplasiques.

132



Resultats|

50

2531 " . . . . n=211
20+ . BCP-ALL
- T-ALL
. AML

mMRNA expression log, 2-44¢t

10 . 3 : . .

15

201

. . Aigy im Py .
H g g At L, e W s . % foun "t
- segyriem LA e *a Pyt ] o LLod . Cams
. == S : ,. N : .

.

HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC4 HDACS HDAC6 HDAC7 HDAC8 HDACY9 HDAC10 HDAC11 SIRT1 SIRT7 MEF2C MEF2D

Figura 28| Perfil d’expressié6 de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els 211 pacients pediatrics amb
leucémia aguda. La mitjana dels pacients no-neoplasics s’"ha emprat com a calibrador (eix X) i les linies
discontinues representen la mediana dels pacients amb expressid. Es mostren en verd les LLA-B, en
vermell les LLA-T i en blau les LMA. Les mostres sense expressid d’un determinat gen estan
representades fora dels limits de I'eix Y (abaix del grafic, sense escala).

Correlacio dels nivells d’expressio entre les HDACs, MEF2C i MEF2D

En general, per tota la cohort de pacients en conjunt, es va observar una correlacio
positiva d’Spearman entre els diferents gens, denotant una certa relacié directa entre
ells (Figura 29). Concretament, les HDACs de classe | HDAC1 i HDAC3 presentaven la
correlacié més potent (r=0,57). També es va observar una correlacié directa entre els
membres de les HDACs de classe Il, concretament entre ’lHDAC4 i I’HDACS, i entre les
HDACs de classe lla i llb (HDAC4, HDAC5 i HDAC7 correlacionen amb HDAC6 i HDAC10).
Alhora, els gens de la familia MEF2, MEF2C i MEF2D, mostraren una forta correlacio

directa entre ells.
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Figura 29| Matriu de correlacions entre les HDACs, MEF2C i MEF2D en els 211 pacients pediatrics amb
leucémia aguda. S’"han emprat només aquells pacients amb expressié del gen i s’ha calculat mitjangant
el metode d’Spearman.

D’acord amb el llinatge de la leucémia, es mantenia el mateix resultat que en la cohort
global, tot i que amb algunes diferencies a destacar (Figura 30). En les LLA-B i les LMA,
I"HDACS correlacionava directament amb SIRT1, MEF2C i MEF2D, mentre que no va ser
aixi per les LLA-T. D’altra banda, en les LLA-T, tot i que el nombre de mostres amb
dades per I'expressio dels gens MEF2 era baix, es va observar una correlacié inversa

entre aquests gens i algunes HDACs.
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Pel que fa a les HDACs de classe lll, SIRT1 i SIRT7, i la de classe IV, 'HDAC11, es van

observar perfils de correlacid més heterogenis i diferents en funcié del llinatge.
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Figura 30| Matriu de correlacions entre les HDACs, MEF2C i MEF2D en els 211 pacients pediatrics amb
leucémia aguda segons llinatge. S’han emprat només aquells pacients amb expressié del gen i s’ha
calculat mitjangant el métode d’Spearman. a) LLA-B, b) LLA-T i ¢) LMA.
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Correlaciéo de I'expressio de les HDACs, MEF2C i MEF2D i variables cliniques i

biologiques

En I'estudi de correlacions amb variables cliniques i biologiques al diagnostic, es va
poder observar menor expressié de ’lHDAC3 en nens respecte les nenes (p=0,015). Pel
que fa a I'edat, es van observar tendéncies: els nivells més alts de MEF2D s’associaven
a nens més petits (p=0,056), i nivells elevats d’"HDAC9 s’associaven amb lactants i
pacients >10 anys, comparat amb pacients d’entre 1-9 anys (p=0,057). La
hiperleucocitosi per sobre de 50x10°/L al diagnostic va correlacionar-se amb nivells
baixos d’HDAC1 i HDAC3 (p=0,017 i p=0,029, respectivament), mentre que els pacients
amb infiltracié del SNC (SNC-3) van presentar els nivells més baixos d’HDAC2, tot i que

no significativament (p=0,052).

Perfil d’expressio de les HDACs, MEF2C i MEF2D segons el llinatge: LLA-B

En general, en quasi tots els pacients amb LLA-B es va observar expressio de les HDACs
de classe I, exceptuant I'HDACS8, aixi com de SIRT1, SIRT7, MEF2C i MEF2D. En
comparacio amb la resta de llinatges (LLA-T i LMA), els pacients amb LLA-B van
presentar més expressio de ’HDAC6 i MEF2C (p=0,005 i p<0,001, respectivament). En
general, el perfil d’expressio de les HDACs de classe |, 11'i IV s’assemblava més al perfil

d’expressid de les CD34+ normals que a les cél-lules madures CD19+ (Figura 31).

En aquest analisi, es va observar la falta d’expressid d’alguns gens en un nombre elevat
de pacients, pel que les leucémies LLA-B no van reproduir exactament el patré de les
cél-lules B madures CD19+. Aixi, mentre en les cél-lules CD19+ només hi mancava
I'expressié de I’'HDACS, el 70% de les LLA-B no expressaven HDAC11, i 'HDAC4 i
I’HDAC5 eren absents en aproximadament la meitat dels pacients. En un percentatge
més baix, entre el 5-20% dels pacients amb LLA-B, tampoc s’expressaven "HDAC7,
HDAC8, HDAC9 i HDAC10. A més, la manca d’expressié de diferents HDACs era
simultania en un mateix pacient, de manera que un mateix pacient va presentar
abséncia de més d’un HDAC, tant de la mateixa classe o bé de classes diferents. Una de
les combinacions més freqiients va ser la no expressio simultania de ’lHDAC4, HDACS,

HDACG6 i HDAC11 en cinc pacients.
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Figura 31| Perfil d’expressi6 de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els 134 pacients pediatrics amb LLA-B i
en les cél-lules B madures CD19+. La mitjana dels pacients no-neoplasics s’ha emprat com a calibrador
(eix X) i les linies discontinues representen la mediana dels pacients amb expressid. Es mostren en verd
fluix les LLA-B i en verd fosc les cél-lules CD19+ madures normals. Les mostres sense expressio d’un
determinat gen estan representades fora dels limits de I’eix Y (abaix del grafic, sense escala).

Aixi doncs, vam analitzar si I'abséncia o preséncia d’alguns gens podia correlacionar
amb variables cliniques o biologiques al diagnostic. Pel que fa a I'abséencia, la falta
d’HDAC8 en les LLA-B va correlacionar amb nivells alts de MRM al dia +15 del
tractament d’inducci6 (MRM>10%, p=0,03). D’altra banda, I'elevada expressio
d’HDAC5 va correlacionar amb sexe masculi (p=0,021); els nivells alts d’HDACSY,
HDAC11, SIRT1 i MEF2D van correlacions amb hiperleucocitosi (p=0,031; p=0,024;

p=0,014 i p=0,005, respectivament).

Pel que fa al fenotip, els pacients amb fenotip pro-B (n=9) van presentar
significativament menor edat (lactants, p<0,001), hiperleucocitosi (p=0,002) i
s’associaven a la preséncia de reordenaments del gen KMT2A (p<0,001), perd no vam
observar cap associacié entre el fenotip i un perfil d’expressid especific d’HDACs. Si

gue es van observar, pero, diferents perfils d’expressid en funcié del subtipus
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citogeneétic (Figura 32). Els pacients amb reordenament del gen KMT2A i els pacients
amb translocacié t(1;19)/TCF3-PBX1 presentaven expressio de practicament tots els
gens, mentre que en els pacients inclosos en altres categories moleculars s’observava
absencia d’algunes HDACs de classe Il i IV. L'abséencia d’HDAC11 va ser particularment
frequient, amb abséncia en més d’'un 80% dels pacients pacients amb t(9;22)/BCR-ABL1
i en pacients amb t(12;21)/ETV6-RUNX1. A més, vam identificar un perfil d’expressio
especific dels pacients amb reordenament del gen KMT2A: tots, exceptuant un cas, van
presentar expressié d’HDAC4 (p=0,009), i una expressio significativament més elevada
d’HDAC9, SIRT7 i MEF2D (p=0,033, p=0,039 i p=0,016, respectivament), comparada

amb la resta de subtipus citogeneétics .
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Figura 32| Perfil d’expressié de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els 134 pacients pediatrics amb LLA-B
segons els subtipus genétics. La mitjana dels pacients no-neoplasics s’ha emprat com a calibrador (eix X)
i les linies discontinues representen la mediana dels pacients amb expressi6. Les mostres sense

expressié d’un determinat gen estan representades fora dels limits de I'eix Y (abaix del grafic, sense
escala).

El grup de pacients B-other, és a dir, sense cap de les alteracions genétiques principals,
va presentar una expressido heterogenia de les HDACs. Dins aquest subgrup, vam

observar que un pacient presentava caracteristiques similiars a les descrites a la
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literatura per als pacients amb reordenaments de MEF2D: adolescent, fenotip pro-B i
elevada expressio d’HDAC9. A més, presentava marcadors mieloides. Els estudis de
FISH i PCR, pero, realitzats pels Dr. Oskar Haas i Dra. Karin Nebral del St. Anna
Kinderspital de Viena, van descartar els reordenaments de MEF2D i finalment es va

poder identificar en reordenament EP300-ZNF384 en la nostra pacient.

Perfil d’expressio de les HDACs, MEF2C i MEF2D segons el llinatge: LLA-T

En la mateixa linia que per les LLA-B, quasi tots els pacients amb LLA-T van expressar
I’HDAC1, 'HDAC2, 'HDAC3, SIRT1, SIRT7, MEF2C i MEF2D. En comparacié amb la resta
de llinatges, LLA-B i LMA, els pacients amb LLA-T van presentar els nivells més alts de
SIRT1 (p=0,036). En la comparativa amb la contrapartida normal, es va observar que la
majoria dels pacients presentaven expressié de les HDAC4-HDACY i el gen MEF2C a

diferents nivells, a diferéencia de les cél-lules pan-T.

Pel que fa a I'associaci6 amb variables cliniques i biologiques al diagnostic, els nens
presentaven nivell més alts d’HDAC10 que les nenes (p=0,053). Cal destacar que vam
observar també una associacid entre nivells elevats d’HDAC4 i mala resposta a la
prednisona el dia +8 del tractament d’induccid, tot i que el resultat no va ser

estadisticament significatiu (p=0,053).

Segons I'estat mutacional dels gens NOTCH1 i FBXW?7, es van observar diferéncies en el
perfil d’expressié dels pacients (Figura 33). Aixi, de la mateixa manera que la seva
contrapartida normal, I'abséncia d’expressié de les HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDACSY,
HDAC11 i MEF2C es presentava majoritariament en els pacients amb mutacions en
NOTCH1/FBXW?7 (n=14). Tots els pacients amb manca d’expressié de MEF2C tenien
mutacions en NOTCH1/FBXW?7, mentre que tots els pacients, excepte un, amb
expressio de MEF2C no tenien aquests gens mutats. No obstant, el baix nombre de
casos no va permetre I'obtencid de resultats significatius. Curiosament, I'Gnic pacient
amb expressid6 de MEF2C i preséncia de mutacions en NOTCH1/FBXW?7 tenia un

fenotip immadur pre-T.
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Figura 33| Perfil d’expressié de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els 33 pacients pediatrics amb LLA-T
segons I'estat mutacional de NOTCH1/FBXW?7. La mitjana dels pacients no-neoplasics s’"ha emprat com
a calibrador (eix X) i les linies discontinues representen la mediana dels pacients amb expressié. Les
mostres sense expressido d’un determinat gen estan representades fora dels limits de I'eix Y (abaix del
grafic, sense escala). En granat els pacients mutats per NOTCH1/FBXW?7 i en vermell els wild-type per
aquests gens.

Perfil d’expressio de les HDACs, MEF2C i MEF2D segons el llinatge: LMA

En els pacients amb LMA, igual que en les altres leucémies, les HDACs de classe 1 i lll,
MEF2C i MEF2D s’expressaven practicament en totes les mostres. Cal destacar que els
nivells d’expressio de ’lHDAC1, 'HDAC3, 'HDAC8 i ’HDAC7 eren significativament més
baixos en aquests pacients comparat amb les leucémies limfoides (p=<0,001; p=0,008;

p=0.001 i p=0,001; respectivament) (veure Figura 34).

També vam observar que la baixa expressié de ’HDACI, SIRT1 o 'abséncia d’expressio
d’HDAC10 i HDAC?7 correlacionen amb hiperleucocitosi >50x10°/L (p=0,028; p=0,008;
p<0,001 i p=0,034; respectivament). A més, nivells baixos de SIRT1 van correlacionar
amb infiltracié al SNC (SNC-3) (p=0,048). De forma interessant i de la mateixa manera
qgue en les LLA-B, vam observar que nivells elevats d’HDAC9 i MEF2D s’associaven a la

preséncia del reordenament del gen KMT2A (p=0,034 i p=0,042; respectivament).
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Figura 34|. Perfil d’expressié de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els pacients pediatrics amb leucémia
aguda segons el llinatge (LLA-B, LLA-T i LMA). La mitjana dels pacients no-neoplasics s’ha emprat com a
calibrador (eix X) i les linies discontinues representen la mediana dels pacients amb expressié. Les
mostres sense expressié d’un determinat gen estan representades fora dels limits de I'eix Y (abaix del
grafic, sense escala). En verd les LLA-B, en vermell les LLA-T i en blau les LMA.

Els pacients amb reordenament del gen KMT2A sobreexpressen ’THDAC9 i MEF2D,

independentment de I’edat i llinatge

Haviem observat com en la cohort general de pacients, la sobreexpressié d’HDACY i
MEF2D s’associava significativament a la preséncia de reordenaments del gen KMT2A
(p=0,005 i p=0,034; respectivament). Com que la preséncia del reordenament del gen
KMT2A va ser significativament més freqlient en lactants (edat <1 any) (p<0,001), vam
analitzar I'expressio dels diferents gens, HDACs, MEF2C i MEF2D, en diferents grups en
funcié de l'edat (lactants vs. pediatrics) i en funcié de la preséncia o no de

reordenaments del gen KMT2A (Figura 35).
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Figura 35| Perfil d’expressié de les HDACs, MEF2C i MEF2D en els pacients pediatrics amb leucémia
aguda en funcié de I'edat i de la preséncia del reordenament del gen KMT2A. La mitjana dels pacients
no-neoplasics s’ha emprat com a calibrador (eix X) i les linies discontinues representen la mediana dels
pacients amb expressid. Les mostres sense expressié d’un determinat gen estan representades fora dels
limits de I'eix Y (abaix del grafic, sense escala). En gris els lactants i en taronja els pacient pediatrics; el
color més fort indica reordenament del gen KMT2A. A dalt, perfil global d’expressiéo de les HDACs,
MEF2C i MEF2D; abaix expressio pels gens HDAC9 i MEF2D.

En aquest analisi vam poder observar com els pacients, tant lactants com pediatrics,
amb reordenament del gen KMT2A, presentaven sobreexpressié de ’HDAC9 i MEF2D,
comparat amb els pacients amb el gen KMT2A no-reordenat (p=0,005 i p=0,034;

respectivament).

142



Resultats|

Per tant, vam veure que els pacients amb reordenament del gen KMT2A presentaven
una firma d’expressid diferent del pacients wild-type, independentment de l'edat,
llinatge o partner, caracteritzada per la sobreexpressid dels gens HDAC9 i MEF2D. Per
la resta de gens analitzats, no es van observar diferencies significatives en funcié de

I’edat i/o la presencia del reordenament del gen KMT2A.

Estudis de mecanismes de sobreexpressio d’HDAC9:

1) Analisi de mutacions d’HDAC9

En aquest punt, vam voler analitzar la preséncia de mutacions en el gen HDAC9 com un
dels possibles mecanismes de sobreexpressié. Entre els pacients estudiats (aquells
amb els nivells més elevats d’HDAC9, amb expressid per sobre del cut-off 3.62,
significativament pitjor supervivéncia i mostra disponible, n=31), no es van identificar
mutacions en les regions hot-spot del domini catalitic. Només es va identificar un
polimorfisme en un pacient a I'ex6 19 d’HDACY, que consistia en una variant sinonima

préviament descrita: rs370099772; ¢.2472A>T; p.Gly783=.

2) HDAC9 amplificacié genica

Degut a que I"'amplificacié genica podria ser una de les causes de sobreexpressio de
I’HDACY, es van revisar els cariotips dels pacients amb nivells més alts d’"HDAC9 de la
nostra série. Quatre dels 8 casos amb els nivells més elevats tenien hiperdiploidia, pero
no es va observar cap trisomia o grans anomalies cromosomiques en les regions
7p21.1 o 1p22, on es localitzen els gens HDAC9 i MEF2D, respectivament (Taula 15).
No obstant, per tal de descartar I'amplificacié genica com un possible mecanisme de
sobreexpressié de I’HDAC9 en els pacients amb leucemia aguda caldria confirmar

aquests resultats amb metodologies més sensibles.
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Log2 expressio

Pacient HDAC9 Citogenetica

1 7,675 B-other. Reordenament EP300-ZNF384

2 7,959 46,XY[15]/hiperdiploidia,51+[10]

3 9942 61,XXY,der(1),+5,+6,+8,+9,+10,+14,+15+16+17+18,
’ +19+20+21+22 [20]

4 9,899 45/46,XY,del(5)(q),del(7)(q),-5?,-7? [18]

5 6.776 54,XX,+X,dup(1)(921;932)?,+4,+6,+10,+14,+17,+18,
! +21[20]/46,XX[7]

6 6,705 46,XX [20]

7 6,520 44, XX,-4 der(9), t(9;13)(p13;q12),-13

8 6,619 51,XY,+X,+10,+18,+21,+mar[9]/46,XY[11]

Taula 15| Cariotip dels pacients amb els nivells d’expressié d’HDAC9 més elevats.

Impacte de I'expressio de les HDACs en la supervivéncia dels pacients pediatrics amb

leucémia aguda

Després d’una mediana de seguiment global de 4,8 anys (extrems 0,1-16 anys), 25 dels
211 pacients havien mort. Tant la SG com la SLE va ser significativament diferent en

funcié del llinatge, tal i com s’esperava.

En el subgrup de les LLA-B (n=134), vam analitzar mitjancant log-rank tests I’evolucid

dels pacients. Vam observar com la infiltracié al SNC (SNC-3) predia pitjor SG (p=0,019)
i que els pacients entre 0 i 9 anys tenien millor SG que els lactants i adolescents
(p=0,046). Entre els gens analitzats, només nivells baixos 'HDAC2 i nivells elevats
d’HDAC9 van predir la supervivéncia. Aixi, els pacients amb expressid baixa d’HDAC2
(per sota del cut-off 3,29 al voltant de la mediana o percentil 50, p50); els pacients
amb elevada expressio d’HDAC9 (per sobre del cut-off 3,62, que correspon al voltant
del percentil 65); i els pacients amb nivells alts de SIRT1 (per sobre del cut-off 4,08, per
sobre del percentil 70), van presentar pitjor SG (p=0,008; p=0,007 i p=0,027;
respectivament). Entre els diferents factors clinics i biologics analitzats, alguns van ser
predictius per la SLE: I'edat (tant categoritzada com a lactants versus pediatric, com
categoritzada en 3 grups: lactants, entre 1-9 anys i >10 anys), la infiltracié del SNC, el

subgrup citogenetic, la preséncia del reordenament del gen KMT2A i la MRM post-
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induccié (MRM<0,01%, detectada per citometria de flux). També els pacients amb
baixa expressié d’HDAC2 i alta d’HDAC9 van presentar pitjor SLE (p=0,002 i p<0,001;
respectivament, figura 36). En els models de regressié de Cox per I'estudi multivariat,
la baixa expressio6 d’HDAC2 i lI'elevada d’HDAC9 es van mantenir com a factors
pronostic independents per la SLE (HR 0,12; 95%IC 0,03-0,50; p=0,003; i HR 42,48;
95%IC 3,80-473,97; p=0,002; respectivament) (Taules 16-18).
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Figura 36| Supervivéncia lliure d’event (SLE) dels 134 pacients amb LLA-B segons l'expressio de
I’HDAC2 i HDAC9.
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HR 95% Cl P-~ Globalp-
value value
Sexe=1 1,156 0,192 6,958 0,87 -
Edat* 1,136 0,948 1,360 0,17 -
Edat=[1, 10) 0,155 0,014 1,714 0,13 0.19
Edat=[10, 18) 0,734 0,065 8,255 0,80
Edat=[1, 18) 0,254 0,028 2,283 0,22 -
Leucocits* 1,002 0,997 1,008 0,43 -
Leucocits>20x10%/L 0,373 0,042 3,342 0,38 -
Leucocits>50x10°/L 1,091 0,122 9,782 0,94 -
Leucocits>100x10°/L 2,053 0,229 18,434 0,52 -
Leucocits>200x10°/L 6,228 0,686 56,523 0,10 -
SNC=2/3 2,092 0,228 19,225 0,51 -
KMT2A=1 2,322 0,258 20,868 0,45 -
MRM al final d’induccié
>0,01%=1 0,764 0,085 6,885 0,81 -
*variable continua
Taula 16| Resultat de I’analisi univariat per la SG en les LLA-B.
HR 95% ClI p-  Globalp-
value value
Sexe=1 1,659 0,567 4,857 0,36 -
Edat* 1,091 0,970 1,226 0,15 -
Edat=[1, 10) 0,124 0,026 0,591 0,0088 0,054
Edat=[10, 18) 0,312 0,056 1,721 0,18
Edat=[1, 18) 0,155 0,034 0,702 0,016 -
Leucocits* 1,007 1,003 1,011 <0,001 -

Leucocits >20x10%/L 2,195 0,795 6,058 0,13
Leucocits 250x10°%/L 1,523 0,429 5,406 0,51
Leucocits 2100x10%/L 2,218 0,497 9,894 0,30
Leucocits >200x10%/L 9,349 2,039 42,878 0,0040

SNC=2/3 2,168 0,606 7,753 0,23
KMT2A=1 6,887 2,149 22,070 0,0012
MRM al final d’induccid
0,963 0,268 3,459 0,95
>0,01%=1
HDAC2 >3,29 0,185 0,051 0,664 0,0097
HDAC9 >3,62 21,377 2,736 167,052 0,0035

*variable continua
Taula 17| Resultat de I’analisi univariat per la SLE en les LLA-B.



HR 95% ClI p-value
Edat=[1, 18) 0,082 0,003 2,344 0,14
Leucocits* 1,002 0,994 1,010 0,62
KMT2A=1 1,963 0,411 9,368 0,40
HDAC2 23,29 0,123 0,030 0,499 0,0034
HDAC9 23,62 42,479 3,807 473,971  0,0023

*variable continua

Taula 18| Resultat de I'analisi multivariat per la SLE en les LLA-B.

Resultats|

Pel que fa a les LLA-T (n=33), no es van identificar factors predictius significatius per la

SG. No obstant, la hiperleucocitosi >100x10°/L i la MRM post-induccié (MRM>0,01%,

detectada per citometria de flux), van obtenir-se com a factors pronostics advers per la

SLE (log rank test; p=0,04 i p=0,004; respectivament). Segurament relacionat amb la

mida de la mostra, no es van trobar factors predictius significatius en [I'analisi

multivariat (Taules 19-20 ).

HR 95% ClI p-value
Edat* 1,030 0,824 1,288 0,79
Edat=[10, 18) 0,866 0,144 5,199 0,88
Leucocits* 1,000 0,995 1,005 0,96
Leucocits >20x10°%/L 1,674 0,187 14,983 0,64
Leucocits 250x10°%/L 0,847 0,141 5,080 0,86
Leucocits 2100x10%/L 2,050 0,341 12,339 043
Leucocits >200x10°/L 1,072 0,120 9,604 0,95
SNC=2/3 0,652 0,073 5,852 0,70
MRM al final d’induccié 20,01%=1 3,902 0,425 35,793 0,23

*variable continua

Taula 19| Resultat de I’analisi univariat per la SG en les LLA-T.
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HR 95% CI value

Edat* 0,905 0,704 1,163 0,43
Edat=[10, 18) 0,318 0,035 2,851 0,31
Leucocits* 1,003 0,999 1,006 0,12
Leucocits 250x10%/L 2,135 0,355 12,825 0,41
Leucocits >100x10°%/L 5,414 0,895 32,745 0,066
Leucocits 2200x10°/L 3,414 0,569 20,479 0,18
SNC=2/3 0,542 0,061 4,852 0,58

MRM al final d’induccié
>0,01%=1

*variable continua
Taula 20| Resultat de I’analisi univariat per la SLE en les LLA-T.

3,858 0,421 35,363 0,23

Finalment, en el subgrup de les LMA (n=44), en general els pacients amb nivells
d’expressié elevats per les diferents isoformes d’HDACs presentaven pitjor evolucio.
Concretament, els pacients amb els nivells més alts d’HDAC9 presentaven pitjor SG
(p=0,011). Tot i el nombre baix de pacients que expressaven HDAC5 (n=18), vam
observar que els pacients amb nivells elevats d’aquest gen presentaven pitjor SG i SLE,
i aix0 es mantenia significatiu en I'analisi multivariat per la SG (HR 10,92; 95%IC 1,16-

103,29; p=0,034) (Taules 21-24).

D’acord amb el subtipus citogenétic, agrupat en tres subtipus: 1) leucémies agudes
promielocitiques i leucémies core-binding factor; 2) leucémies amb reordenament del
gen KMT2A i 3) leucémies sense reordenament del gen KMT2A, es van observar
diferéncies significatives en la SLE (p=0,002). També la hiperleucocitosi >50x10°/L i
nivells alts d’HDAC8 van impactar significativament sobre la SLE (p=0,027 i p=0,015,
respectivament, Figura 37). Finalment, el pacients amb nivells alts d’HDAC1 i nivells
baixos d’HDAC9 van presentar una tendencia a tenir pitjor SLE (p=0,052 i p=0,074,

respectivament).
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Resultats|

HR 95% Cl P Global p-
value value
Sexe=1 0,744 0,270 2,055 0,57 -
Edat* 0,990 0,900 1,089 0,84 -
Edat=[1, 10) 0,375 0,108 1,300 0,12
Edat=[10, 18) 0,568 0,141 2,288 0,43 e
Edat=[1, 18) 0,429 0,135 1,365 0,15 -
Leucocits* 0,991 0,978 1,005 0,21 -
Leucdcits >20x10°/L 0,740 0,235 2,335 0,61 -
Leucocits 250x10°%/L 0,194 0,025 1,475 0,11 -
SNC=2 1,394 0,374 5,199 0,62
SNC=3 1,579 0,425 5,871 0,50 076
KMT2A=1 0,745 0,210 2,649 0,65 -
MRM al final d’induccié
>0,01%<1 2,788 0,897 8,666 0,076 -
HDAC1 >-2,96 2,757 0,775 9,803 0,12 -
HDACS5 22,43 10,665 1,234 92,145 0,031 -
HDACS8 22,34 2,371 0,851 6,610 0,10 -
HDAC9 25,11 3,702 1,271 10,780 0,016 -

*variable continua
Taula 21| Resultat de ’analisi univariat per la SG en les LMA.

HR 95% CI p-value

HDACS5 22,43 10,923 1,155 103,287 0,034

HDAC9 25,11 3,466 0,733 16,377 0,12

Taula 22| Resultat de I’analisi multivariat per la SG en les LMA.
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HR 95% CI p-value Global p-value
Sexe=1 0,487 0,196 1,210 0,12
Edat* 0,981 0,901 1,067 0,65
Edat [1, 10) 0,488 0,163 1,461 0,20
Edat [10, 18) 0,645 0,186 2,236 0,49 0,46
Edat=[1, 18) 0,534 0,192 1,488 0,23
Leucocits* 0,989 0,974 1,003 0,12
Leucocits 220x10%/L 0,487 0,162 1,470 0,20
Leucocits 250x10%/L 0,140 0,019 1,054 0,06
SNC2 1,330 0,376 4,709 0,66
SNC3 1,011 0,287 3,560 0,99 oot

KMT2A=1 0,428 0,124 1,469 0,18

MRM al final d’induccié 20,01%=1 3,258 1,215 8,738 0,019
HDAC1 >-2,96 3,152 0,909 10,923 0,070

HDACS5 22,43 4,277 0,902 20,278 0,067

HDAC8 21,52 3,044 1,078 8,589 0,035

HDAC9 25,11 2,350 0,879 6,284 0,089

*variable continua
Taula 23| Resultat de I’analisi univariat per la SLE en les LMA.

HR 95% Cl p-

value

d,inmizléa;g’gil%z , 2514 0867 7,289 0,090

HDACS8 21,52 2,841 0,755 10,699 0,12

Taula 24| Resultat de I’analisi multivariat per la SLE en les LMA.
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Event Free Survival
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Figura 37| Supervivencia lliure d’event (SLE) dels 44 pacients amb LMA segons I'expressio de I’HDACS.
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Discussio

La hipoacetilacid, aixi com la sobreexpressié dels diferents HDACs, s’ha descrit en els
ultims anys com una troballa recurrent en diferents tipus de cancer, incloent la
leucémial’>’7, Actualment, hi ha més de 40 HDACi en assaigs clinics?’®'78-182 perd
I'aparicié de toxicitat en els pacients ha limitat la seva implementacié de forma
efectiva en la practica clinica. Aixi, I'Gs d’inhibidors d’HDACs més selectius podria
millorar I'eficacia i tolerancia d’aquests farmacs en un enfocament de tractament més
individualitzat per a cada pacient. Per a fer-ho, un millor coneixement del paper de les
HDACs en el context de les leucémies pediatriques podria aportar guies per al disseny
del tractament més adequat amb HDACi de forma personalitzada. Fins ara, pero, hi ha
pocs estudis'®>166183 tots ells amb cohorts petites, que recullin el perfil d’expressié de
les HDACs en leucémia pediatrica. En el present treball s’ha analitzat una serie amplia
de pacients, incloent-hi leucémies de tots els llinatges, i s’"han obtingut correlacions
entre les diferents HDACs i caracteristiques especifiques al diagnostic, aixi com amb la
supervivencia dels pacients. Especificament, hem pogut identificar un perfil
d’expressié de les HDACs que s’associa a la preséncia del reordenament del gen
KMT2A, independentment de l'edat, el partner i el llinatge de la leucémia. Altres
troballes del perfil d’expressid de les HDACs i el gen MEF2C sén probablement el reflex
del llinatge i el grau de maduracid dels blasts, i d’altres identifiquen la via oncogénica

especifica que ha adquirit la cel-lula per la seva transformacio leucemica.

Perfil global d’expressio de les HDACs

En I'analisi global, en primer lloc, vam observar com algunes HDACs s’expressaven
sempre en tots els pacients, mentre que d’altres isoformes semblaven no ser
essencials pels blasts i estaven absents. Fins ara, cap dels treballs que han analitzat
I'expressié de les HDACs en els pacients amb leucémia recollia aquests valors i es

desestimava la informacié que podia aportar.

En el nostre treball, hem pogut observar com les HDACs de classe |, especialment
I’HDAC1, 'HDAC2 i 'HDAC3, i amb menys freqliencia 'HDACS, s’expressaven quasi bé
en tots els pacients, independentment del llinatge. Aquestes isoformes sén les que es

troben sempre en el nucli, s’expressen en tots els teixits i deacetilen exclusivament
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histones. A més, es coneix que I'HDACI1, 'HDAC2 i 'HDAC3 sén essencials pel
manteniment de les HSC i les seves propietats d’auto-renovacio*®>84, Per tant, sembla
comprensible que tots els nostres pacients, independentment del llinatge de la
leucémia, expressin continuament aquestes HDACs de classe |, i de forma homogenia,
com podem apreciar en la Figura 28. També vam observar una correlacié directa
estadisticament significativa entre les HDACs de classe |, especialment entre 'HDACI i
I’HDACS3. |, tot i que s’han suggerit funcions redundants entre les diferents HDACs de
classe I, cada membre tindria un paper especific i diferent en el control de I'expressio
de determinats gens'’’. Per exemple, ’HDAC1 i 'HDAC2 estan implicades en processos
de proliferacié, cicle cel-lular i apoptosi, mentre que I'HDAC3 també participa en
resposta a dany a ’ADN'84, Aixi, les HDAC1, HDAC2 i HDAC3 semblen indispensables,
posant de relleu la importancia de les HDACs de classe | tant en cél-lules normals com
en les cél-lules leucémiques. L’'HDAC8 va presentar una expressid més heterogeénia,
perd també es va observar una correlacié amb I'expressié de la resta de les HDACs de
classe I, especialment amb I’HDAC2, en els pacients amb LLA-B i LLA-T. No s’ha descrit
que I’HDAC8 formi part de cap complex multiproteic i la seva expressié sembla més
especifica segons el tipus de cancer®. En quant als nivells d’expressid, es van observar
nivells més baixos per ’HDACI1 i en canvi sobreexpressié de I’'HDAC2 i ’HDACS respecte
I'expressid en moll de l'os de les mostres no-neoplasiques. Aquests resultats
concorden amb els perfils préviament descrits en la literatura, tant per cohorts més
petites de pacients pediatrics amb leucémia aguda'®>1®® com en diferents tipus de
cancer!’®,

Per contra, I'expressid de les HDACs de classe Il va ser més heterogenia i diferent
segons el llinatge de la leucemia. Aquesta expressié heterogénia esta en linia amb el

que préviament s’havia descrit en altres estudis*®®.

Pel que fa a les HDACs de classe lll, les SIRT1 i SIRT7, van presentar una expressio
heterogenia, i en general es va observar una sobreexpressié de la SIRT1, especialment
en els pacients amb LLA-T. Les sirtuines sembla que poden ser una arma de doble tall,
en tant que s’han descrit com a gens supressors de tumors i com a proto-oncogens,
segons els tipus de cancer®. S’ha descrit la importancia de la SIRT1 en la patogénesi

dels tumors solids i leucémies, aixi com en els mecanismes de resisténcia a farmacs,
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mitjancant la regulacié de I'acetilacié de diferents factors de transcripcié com P53, C-
MYC, N-MYC i NF-KB, entre d’altres'®. Aixi, per exemple, en leucémia mieloide cronica,
la inhibicié de la SIRT1 per HDACi condueix a |'acetilacié de P53 i augmenta I'apoptosi

de les LSC180.185,

La sobreexpressidé de la SIRT1 s’ha descrit en pacients adults amb LMA?® i alguns
autors proposen la combinacié d’inhibidors tirosina-cinasa amb inhibidors de SIRT1 per
a superar els mecanismes de resisténcia de les LSC en LMA i mutacié FLT3-ITD mediats

per la deacetilacié de C-MYC*#¥’,

Perfil d’expressio de les HDACs seqons les cél-lules normals

En general, tots els pacients van presentar un perfil d’expressié més semblant al de les
cel-lules normals CD34+ que al de les cel-lules madures de la seva contrapartida normal
segons el llinatge (CD19+ o pan-T), especialment els pacients amb LLA-T. Per tant,
podriem associar, en part, el perfil d’expressio d’algunes HDACs a I'estat d'immaduresa
de la cel-lula i al reflex de les caracteristiques de cél-lula mare. No obstant aixo, també
es van observar perfils d’expressid associats al llinatge de la leucemia, posant de

manifest els diferents rols de les HDACs segons el context cel-lular especific.

Perfil d’expressio de les HDACs seqons el llinatge

En els pacients amb LLA-B (n=134), vam observar el perfil d’expressié diferencial de
I’HDAC7 en els pacients amb fenotip pro-B, tot i que el nombre de casos analitzats amb
fenotip pro-B era baix i no vam poder observar diferéncies significatives. A més, vam
observar diferéncies segons el subtipus genétic (veure Figura 32). Aixi, els pacients
amb reordenament del gen KMT2A i aquells amb translocacié t(1;19)/TCF3-PBX1
presentaven expressido de totes les HDACs en practicament totes les mostres; per
contra, els pacients amb LLA-B incloses en els altres subtipus citogenétics tenien una
expressio més heterogenia i una elevat nombre de casos presentava abséncia
d’expressio d’algunes HDACs. Aquestes diferéncies podrien ser degudes a I'existéncia

d’un perfil epigenéetic especific en cada subtipus de leucemia determinat per les
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alteracions genetiques. Cal destacar que es va poder identificar un perfil caracteristic
de les LLA-B amb reordenament KMT2A, ja que expressaven significativament nivells
elevats d’HDACY9, SIRT7 i MEF2D. A més, es va observar una correlacié significativa
entre nivells d’HDAC9 i MEF2D en els pacients amb reordenament KMT2A en els
pacients amb LMA, tant en lactants com en pediatrics (Figura 35). Aixi, es va identificar
una firma especifica en els pacients amb reordenament KMT2A, independentment de

I’edat, el partner del gen KMT2A i el fenotip.

Apart de la presencia dels reordenament del gen KMT2A, les causes de la
sobreexpressid dels gens HDAC9 i MEF2D podrien atribuir-se a diferents mecanismes.
Recentment, s’ha descrit un nou subtipus molecular en les LLA-B caracteritzat per la
preséncia de reordenaments de MEF2D amb diferents gens (BCL9, CSF1R, DAZAP1,
HNRNPUL1 i 5§518)°°. Aquests reordenaments es presenten normalment en nens més
grans amb expressio debil o negativa de CD10 i presenten un perfil d’expressid
caracteristic amb sobreexpressié de ’HDAC9 i amb sensibilitat farmacologica in vitro
provada als HDACi'®. En la nostra série varem estudiar una pacient amb fenotip pro-B
amb marcadors mieloides i una elevada expressid6 de I'HDAC9. Curiosament, els
reordenaments de MEF2D es van descartar i finalment es va diagnosticar una
translocacié EP300-ZNF384. Tot i que a la literatura s’ha descrit la sobreexpressié de
I’HDAC9 com a caracteristica dels reordenaments de MEF2D, podria ser que altres
subtipus genetics també presentessin aquesta sobreexpressié. De fet, s’ha descrit una

bona resposta in vitro a HDACi en reordenaments del gen ZNF3841%,

En els pacients amb LLA-B, LMA i alguns casos de LLA-T, es van detectar nivells
significativament alts de MEF2C. Les proteines MEF2 sén diana de les HDACs de classe
Ili regulen diferents programes de regulacio®®%*°1, El gen MEF2C varia la seva expressid
en funcié dels estats de desenvolupament hematopoeétics i podria estar conferint
propietats de cel-lula mare. De fet, tant en els progenitors hematopoétics mieloides
com limfoides, MEF2C esta altament expressat i els seus nivells disminueixen durant la
maduracié mieloide i limfoide, mentre que esta absent en les cél-lules T madures®'. En
el nostre treball, en concordanca amb la literatura, les cél-lules madures pan-T que
hem analitzat no presenten expressi6 de MEF2C. D’altra banda, pero, si que s’han

descrit nivells elevats de MEF2C en leucémies KMT2A?, en LMA i en dos subtipus de
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LLA-T immadures que es superposen parcialment: les ETP-ALL'Y1%3 j en el nou subtipus
de LLA-T definit per elevada expressié de MEF2C, descrit recentment®®*. Les ETP es
caracteritzen per presentar un immunofenotip immadur, expressi6 de marcadors
mieloides i baixa freqliiencia de mutacions al gen NOTCH1, en comparacié amb els
pacients amb LLA-T més diferenciades. De fet, els pacients amb ETP-ALL tenen un perfil
mutacional més semblant als dels pacients amb LMA%. En aquest sentit, s’ha descrit
que l'activitat dels gens MEF2C i NOTCH1 actuaria de forma antagonica. Aixi,
I'expressidé ectopica de MEF2C actuaria com a oncogen iniciador en els precursors
mieloides i early-T, donant lloc a LMA i ETP-ALL, respectivament; mentre que

191 Es interessant

I'activacié de la via NOTCH1 seria iniciador en les LLA-T corticals
veure com en la nostra cohort, tots els pacients amb LLA-T i mutacions
NOTCH1/FBXW?7, excepte un, no tenen expressido de MEF2C, mentre que I’Unic pacient
amb mutacions a NOTCH1/FBXW?7 i expressi6 de MEF2C presentava un fenotip
immadur pre-T (Figura 33). No obstant, altres estudis no observen diferéncies en la
ocurréncia d’events activadors de la via oncogénica NOTCH1 entre els pacients amb
fenotip immadur/ETP i els pacients amb LLA-T madures, definides segons el perfil
d’expressié19®197 Aquestes diferéncies entre diferents autors poden ser degudes als
criteris de seleccidé dels pacients inclosos a I'estudi o al nombre de casos analitzats, ja
que, per exemple, en la nostra séerie el nombre de pacients amb LLA-T i expressio de
MEF2C era baix. D’altra banda, en les LMA, una expressié elevada de MEF2C s’ha
associat amb alteracions en la regid 11g23'9%1%, cariotips amb monosomies,
caracteristiques associades a alt risc i mal pronostic*®®. En models in vitro de leucémies
KMT2A-MLLT3 (MLL-AF9) i KMT2A-ENL s’ha descrit com MEF2C podria tenir un paper
oncogenic cooperador, participar en I'increment de formacié de colonies i regular els

processos de migracid i invasié cel-lular¥21%,

La sobreexpressio d’HDAC9 és un marcador pronostic advers per la supervivéncia

Pel que fa a la supervivencia, vam poder confirmar I’"HDAC9 com a factor de mal
prondstic en les LLA-B, tal i com préviament s’havia descrit'®®. Per contra, a diferéncia
d’altres estudis'®®>, vam observar que nivells baixos d’expressi6 d HDAC2
correlacionaven amb pitjor SG i SLE. Nivells elevats o heterogenis d’HDAC2 s’han

descrit en diferents tipus de cancer, i de fet, la inhibicié de ’HDAC2 amb HDACi resulta
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en una disminucid de la proliferacié i un augment de I'apoptosi de les cél-lules
tumorals?’2%, Cal tenir en compte, perd, que en ’'HDAC2 s’ha descrit la preséncia de

201 j en el nostre treball només s’estudia a nivell de

modificacions post-traduccionals
mRNA, de manera que caldrien més estudis per confirmar I'impacte pronodstic de
I'expressié d’aquesta HDAC. En general, els pacients amb LMA amb nivells elevats
d’HDACs van presentar pitjor pronostic, i altra vegada, nivells elevats d’HDAC9
correlacionaven significativament amb pitjor SG i SLE. Aquest impacte de 'HDAC9 en la
supervivencia dels pacients, podria explicar-se, en part, per la seva associacié amb el
reordenament KMT2A, tant en les LLA-B com en les LMA. No obstant, I'impacte
negatiu de la sobreexpressié d’HDAC9 també es va observar en els pacients amb LLA-B
sense reordenament KMT2A, suggerint un impacte pronostic negatiu d’HDACS9 associat

a altres anormalitats genétiques, com els reordenaments de MEF2D, tal i com s’ha

comentat préviament.

Se sap que I'HDAC9 juga un paper important en cancer i, de fet, la seva sobreexpressio
s’ha associat a pronostic desfavorable en diferents tipus de neoplasies, com en cancer
de mama, medul-loblastoma i leucémial®®202203 No obstant, el rol especific que té
I'HDAC9 en la biologia de la leucémia, els mecanismes subjacents a la seva
sobreexpressid i les conseqliencies funcionals d’aquesta, no es coneixen amb
exactitud. Només Lapierre et al.?%?, i Milde et al.?%3, han realitzat estudi funcionals per
tal d’esclarir els mecanismes que condueixen a la sobreexpressid, tot i que els resultats

obtinguts per ambdds sén controvertits.

Per tal d’entendre millor els mecanismes que condueixen a la sobreexpressid de
I’HDAC9, vam descartar la preséncia de mutacions hot-spot en el domini catalitic de
I’HDACY9. Les mutacions activadores son un dels mecanismes que provoca
sobreexpressio, i a ’HDAC9 s’ha descrit la preséencia de mutacions al llarg de tota la
sequeéncia codificant!’®. No obstant, hi ha poques mutacions que afecten al domini
catalitic i que per tant, puguin ser funcionalment rellevants. La incidéncia de mutacions
a 'HDAC9 en leucémia aguda no ha estat gaire estudiada, i només hi ha tres casos
reportats amb mutacio en aquest gens, dos en pacients amb LMA i un pacient amb LLA

i sindrome de Down (COSMIC database).
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Un altre possible mecanisme que provocaria la sobreexpressié de I"HDAC9 és la
desregulacio de MEF2D. L’'HDACS és un gen diana directe conegut de MEF2D, per tant,
la deregulacié de MEF2D podria conduir a la sobreexpressi6 de I'HDAC9Y. De fet,
experiments del tipus run-on reporten taxes de transcripcié genica elevades per
I’HDAC9, suggerint que la seva regulaci6 és dona principalment a nivell
transcripcional®®?. En el nostre estudi, hem observat una correlacié directa entre els
gens HDAC9 i MEF2D. No obstant, aquesta associacié i regulacié podria dependre del
llinatge especific i de les alteracions genetiques subjacents. Recentment, la
sobreexpressid de 'HDAC9 s’ha associat a la presencia de reordenaments de MEF2D
dins el grup de les B-other®®®?, Alguns d’aquests casos, també presenten un guany

focal de MEF2D identificat per SNP array.

En quant al guany focal de MEF2D i HDAC9, I’amplificacié génica com a mecanisme de
sobreexpressid és controvertit. Alguns autors han descrit la preséncia d’amplificacions
del gen HDAC9 en el 50% del limfomes B de cel-lules grans difuses amb nivells alts
d’HDAC9?%4. Per contra, estudis en cancer de mama suggereixen que el guany de
nimero de copies de ’lHDAC9 no afectaria als nivells d’expressié d’aquest?°2, Per tant,
aquests tipus de regulacié podria ser especifica del tipus cel-lular o del context, i

actualment no hi ha dades en leucemia.

En aquest treball, tot i que no hem pogut realitzar SNParrays, hem revisat els cariotips
dels pacients amb nivells més alts d’"HDAC9 de la nostra serie. Quatre dels 8 casos amb
els nivells més elevats tenien hiperdiploidia, perd no es va observar cap trisomia o
grans anomalies cromosomiques en les regions 7p21.1 o 1p22, on es localitzen els gens
HDAC9 i MEF2D, respectivament. No obstant, per tal de descartar I'amplificacio genica
com un possible mecanisme de sobreexpressido de I'HDAC9 en els pacients amb

leucémia aguda caldria confirmar aquests resultats amb metodologies més sensibles.

La regulacié epigenética s’ha suggerit com un altre possible mecanisme que condueix
a la sobreexpressio de ’HDAC9 en un estudi en cancer de mama, on s’ha observat un
augment de marques epigenetiques en el promotor de I’'HDAC9 en els casos amb

sobreexpressio?°2.
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En quant a les conseqiiencies d’aquesta sobreexpressid, tampoc hi ha suficients
estudis concloents que defineixin els gens diana de I'HDACS. En cancer de mama s’han
fet estudis de transcriptoma en el que s’observa desregulacié de processos cel-lulars
com apoptosi i supervivéncia, migracio cel-lular i proliferacid i s’identifiquen SOX9 i
CDKN1A com a gens mediadors de l'activitat de 'HDAC9?®2. No obstant, aquests

resultats haurien de confirmar-se en el context de la leuceémia aguda.

Impacte pronostic de les HDACs sobre la supervivencia en altres llinatges

En quant a la supervivéncia en els pacients amb LLA-T, vam observar una associacio
entre nivells elevats d’HDAC4 i mala resposta a la prednisona. Com que la prefase de
tractament amb prednisona s’ha incorporat en I'altim protocol, el nombre de pacients
analitzats és baix i aixd podria explicar la falta de significanca estadistica en el resultat.
No obstant, aquesta associacid ja s’havia reportat préviament, tot suggerint I'HDAC4

com una possible diana terapéutica pels pacients pediatrics amb leucémia aguda'®>16®,

D’altra banda, els pacients amb LMA i nivells elevats d’HDACS8 van presentar pitjor
evolucié (Figura 37). L'HDAC8 pertany a la classe | i deacetila tant histones com
proteines no-histones, com P53 i HOXAS. En I'hematopoesi normal, 'HDAC8 modula
I'activitat de P53 per tal d’assegurar el manteniment i la superviveéncia dels progenitors
hematopoétics sota condicions d’estrés cel-lular?®. En leucémia, a més de modular
I’activitat de p53, 'HDACS s’ha associat amb la proteina de fusio inv(16)/CBFB-MYH11 i
altres co-repressors que inhibeixen diferents gens, donant lloc a una proliferacié

anormal de les cél-lules hematopoeétiques?°®.

Paper dels HDACi i relacio amb els perfils d’expressio d’HDACs

Els HDACi han emergit en els ultims anys com a prometedores dianes terapéutiques,
pero 'aparicié de toxicitat ha limitat el seu Us en la practica clinica. Aixi, s’"ha suggerit
I’ds d’inhibidors més especifics o selectius, sobretot en els subtipus de leucémia de

pacients amb alt risc?°7.2%8,

Diversos estudis mostren efectes diferents dels HDACi segons els nivells d’HDAC9 en
diferents neoplasies. En cancer de mama, la resisteéncia a HDACi s’ha correlacionat

directament amb I'expressié de I'HDAC9, de manera que nivells elevats d’HDAC9
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Discussio

disminueixen I'eficacia dels HDACi?®?2. En canvi, en leucémia, s’ha demostrat la
sensibilitat a ’'HDACi panobinostat en models in vivo amb presencia del reordenament
MEF2D-BCL9, caracteritzats per la sobreexpressié d’HDAC9%°. En la mateixa linia, altres
autors també observen activitat inhibitoria de dos HDACi (vorinostat i quisinostat) en
assajos in vitro amb linies cel-lulars i mostres primaries de pacients amb la fusié
MEF2D-BCL9*?. Aquests resultats suggereixen HDACI com a potencial opcid terapéutica

per aquests pacients amb leucémia d’alt risc.

Els pacients amb reordenament del gen KMT2A presenten, en general, mal pronostic,
sobretot els lactants, on el pronostic és fatal®®. En els dltims anys, la tendéncia és
intentar desenvolupar terapies dirigides per les leucémies amb reordenament del gen
KMT2A (revisat en®8, i I'is d’"HDACi en®®180,209.210) ‘No obstant, tant I’Gs d’inhibidors de
DOTL1L com altres estratégies no han donat els resultats esperats en termes d’eficacia i
toxicitat. Per contra, I'Us d’'HDACi de classe | sembla especialment atil en ells pacients
amb fusié KMT2A-AFF4, mitjancant I'activacié de la proteina endogena KMT2A wild-
type®®21t Aquests estudis i el nostre treball, doncs, suporten I'is d’HDACi selectius pels
pacients pediatrics amb leucémia aguda, i especialment aquells amb reordenament del

gen KMT2A, ja que, a més, s’ha demostrat potencial activitat terapéutica en LLA-B?'2,

Limitacions i fortaleses del nostre estudi

El nostre treball, pero, presenta algunes limitacions que cal esmentar. En primer lloc,
tot i ser la cohort més amplia fins al moment en la que s’estudia el perfil global
d’expressié de les HDACsS, la incidéncia de la leucémia pediatrica és baixa, de manera
gue el nombre de pacients en determinat subtipus genetics, definits per llinatge o
alteracions moleculars, no és suficient per I'obtencid de resultats estadisticament
significatius. Per tant, els nostres resultats han de tractar-se amb precaucié fins a que
siguin confirmats en series més grans de pacients. En segon lloc, no hem pogut
confirmar els nostres resultats a nivell proteic. No obstant, diferents estudis
suggereixen que el perfil d’expressio a nivell transcripcional és similar al que succeeix a
nivell proteic, tant en cél-lules hematopoétiques normals com leucémiques, posant de
relleu que la regulacio de I'expressié de les HDACs és duu a terme principalment a

nivell d’mRNA?13, Malgrat aix0, les modificacions post-traduccionals no poden
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descartar-se, com és el cas de I’HDAC2, tal i com hem comentat anteriorment?°’.
Finalment, no hem pogut validar els resultats en una serie independent, perd s’ha
pogut confirmar l'impacte pronostic de 'HDAC2 i 'HDAC9 en les LLA-B en dos
protocols diferents dins la nostra seérie, fet que reforca el seu valor com a

biomarcadors pronostic.

D’altra banda, cal destacar els punts forts d’aquest estudi, en el qual s’ha pogut
analitzar tot el perfil d’expressiod de les HDAC i els gens MEF2C i MEF2D en una serie
amplia de pacients, fins al moment la més gran, tractats homogéeniament i amb tots els
llinatges representats. Aixo ha permes la comparacié dels perfils entre els diferents
subtipus de leucémia pediatrica i obtenir una imatge global del seu paper en aquests
pacients. A més, s’ha pogut identificar un perfil d’expressio diferencial pels pacients
amb reordenament del gen KMT2A i apuntar |’Us d’algunes HDACs com a biomarcador

pronostic.
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PERSPECTIVES DE FUTUR

Amb aquest treball s’obren possibles noves vies de treball:

v Validar els nostres resultats en altres séries de pacients independents, per tal
de confirmar els nostres resultats i identificar nous biomarcadors amb impacte
pronostic i disseny de noves terapies.

v Estudi dels pacients amb LLA-B del subtipus B-other per tal d’identificar noves
categories (reordenaments de MEF2D i ZNF384) amb sensibilitat reportada als
HDACI.

v Realitzacié d’estudis per entendre els mecanismes pels quals les HDACs estan
regulades, com estudis funcionals d’interacci6 amb altres mecanismes
epigenetics (miRNA).

v Estudis funcionals amb HDACi (pan-inhibidors/isoforma-selectius).
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Conclusions

CONCLUSIONS

1. Les cél-lules hematopoétiques (CD34+, limfocits B i T madurs) normals
presenten perfils d’expressié d’HDACs que varien en funcid del grau de

maduracié i llinatge.

2. Els pacients pediatrics amb diferents subtipus de leucemia aguda presenten
perfils d’expressié6 d’HDACs caracteristics, que poden reflectir el grau
d’'immaduresa de la cél-lula leucémica, el seu llinatge o la via oncogénica

relacionada amb la leucemogenesi.

3. En la nostra série, les diferents varietats genétiques de leucémia van presentar
signatures d’HDACs distintives:

a. Els pacients amb LLA-T amb abséncia d’expressié de MEF2C tenien
mutacions a NOTCH1/FBXW?7, mentre que els pacients amb nivells
elevats de MEF2C no presentaven mutacions en NOTCH1/FBXW?7.

b. Els pacients amb reordenament del gen KMT2A van mostrar una
sobreexpressio de I'HDAC9 i MEF2D, independentment de I'edat,

llinatge i partner del gen de fusio.

4. La sobreexpressié de ’HDAC9 va constituir un biomarcador de mal pronostic en

els pacients amb LLA-B, independentment de I'estat del gen KMT2A.
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PUBLICACIONS

1. Paediatric patients with acute leukaemia and KMT2A rearrangement show a
distinctive expression pattern of histone deacetylases.

ALTRES PUBLICACIONS

1. FLT3 is implicated in cytarabine transport by human equilibrative nucleoside

transporter 1 in pediatric acute leukemia

2. The transcriptional repressor HDAC7 promotes apoptosis and c-Myc
downregulation in particular types of leukemia and lymphoma
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Paediatric patients with acute leukaemia and KMT2A rearrangement show a

distinctive expression pattern of histone deacetylases.

Nerea Vega-Garcia, Roberta Malatesta, Camino Estella, Sara Pérez-Jaume, Elena Esperanza-Cebollada,
Montserrat Torrebadell, Albert Catala, Susanna Gassiot, Rubén Berrueco, Anna Ruiz-Llobet, Anna
Alonso-Saladrigues, Montserrat Mesegué, Sandra Pont-Marti, Susana Rives and Mireia Camos.

Histone deacetylase inhibitors (HDACi) emerged as promising drugs in leukaemia, but their
toxicity due to lack of specificity limited their use. Therefore, there is a need to elucidate the
role of HDACs in specific settings. The study of HDAC expression in childhood leukaemia could
help to choose more specific HDACi for selected candidates in a personalized approach. We
analysed HDAC1-11, SIRT1, SIRT7, MEF2C and MEF2D mRNA expression in 211 paediatric
patients diagnosed with acute leukaemia. We found a global overexpression of HDACs, while
specific HDACs correlated with clinical and biological features, and some even predicted
outcome. Thus, some HDAC and MEF2C profiles probably reflected the lineage and the
maturation of the blasts and some profiles pointed out specific oncogenic pathways active in
the leukaemic cells. Specifically, we identified a distinctive signature for patients with KMT2A
rearrangement, with high HDAC9 and MEF2D expression, regardless of age, KMT2A-partner
and lineage. Moreover, we observed an adverse prognostic value of overexpression of HDACY,
regardless of KMT2A rearrangement. Our results provide useful knowledge on the complex
picture of HDACs expression in childhood leukaemia and support the directed use of specific
HDAUC i to selected paediatric patients with acute leukaemia.
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Summary

Histone deacetylase inhibitors (HDACi) had emerged as promising drugs
in leukaemia, but their toxicity due to lack of specificity limited their use.
Therefore, there is a need to elucidate the role of HDACs in specific set-
tings. The study of HDAC expression in childhood leukaemia could help to
choose more specific HDACi for selected candidates in a personalized
approach. We analysed HDACI-11, SIRTI, SIRT7, MEF2C and MEF2D
mRNA expression in 211 paediatric patients diagnosed with acute leukae-
mia. There was a global overexpression of HDACs, while specific HDACs
correlated with clinical and biological features, and some even predicted
outcome. Thus, some HDAC and MEF2C profiles probably reflected the
lineage and the maturation of the blasts and some profiles identified speci-
fic oncogenic pathways active in the leukaemic cells. Specifically, we identi-
fied a distinctive signature for patients with KMT2A (MLL) rearrangement,
with high HDAC9 and MEF2D expression, regardless of age, KMT2A part-
ner and lineage. Moreover, we observed an adverse prognostic value of
HDAC9Yoverexpression, regardless of KMT2A rearrangement. Our results
provide useful knowledge on the complex picture of HDAC expression in
childhood leukaemia and support the directed use of specific HDACi to
selected paediatric patients with acute leukaemia.

Keywords: paediatric acute leukaemia, KMT2A (MLL), histone deacetylases,
HDAC inhibitors, epigenetics.
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Recruitment of chromatin-modifying enzymes by oncogenic
fusion proteins and altered expression of chromatin regula-
tors are mediating steps in leukaemogenesis, thus making
epigenetic therapies suitable for leukaemia patients (Bolden
et al, 2006; Haberland et al, 2009; Chrun et al, 2017). His-
tone deacetylases (HDACs) act as transcriptional corepressors
by deacetylating histones, leading to a closed chromatin sta-
tus, and by regulating the activity of non-histone proteins
(Barneda-Zahonero & Parra, 2012; Chrun et al, 2017). The
HDAC superfamily is composed of different isoforms that,
according to their structure (substrate specificity, enzymatic
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mechanism, subcellular localization and tissue-specific
expression), can be grouped in four classes: class I (HDACI,
2, 3 and 8), class II (Ila, comprising HDAC4, 5, 7, 9; class
IIb: HDAC6 and 10), class III (sirtuins or SIR, for Silent
Information Regulators: SIRT1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7) and class
IV (HDACI1). Class I HDAC are ubiquitously expressed in
all tissues and are found as part of multi-protein complexes
recruited to target genes to mediate repression. Class Ila are
expressed in a tissue-specific manner and are involved in dif-
ferentiation and development. Sirtuins are widely expressed

and have a broad range of functions, such as DNA repair,
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regulation of oxidative stress, metabolism and aging. The
function of HDACI11, the only member of class IV, is less
known, but it seems to be essential for normal haematopoi-
etic differentiation and may be associated with immune sys-
tem response (Barneda-Zahonero & Parra, 2012; Sahakian
et al, 2017). HDACs are involved in apoptosis, senescence,
differentiation and angiogenesis, and have a role in the main-
tenance and maturation of haematopoietic precursors (Cec-
cacci & Minucci, 2016).

When overexpressed, HDACs may behave as oncogenes
themselves or repress tumour-suppressive pathways (Ceccacci
& Minucci, 2016). It has been reported that there is a global
overexpression of HDACs in several haematological malig-
nancies, correlating with proliferation and survival (Haery
et al, 2015). Subsequently, different HDAC inhibitors
(HDACI) are currently in clinical trials for paediatric acute
leukaemia (i.e. NCT02419755, NCT02518750, NCT02676323
for KMT2A-rearranged leukaemias, T-ALL and AML, respec-
tively), and other haematological malignancies (reviewed in
Ahmadzadeh et al, 2015; Ceccacci & Minucci, 2016; Ecks-
chlager et al, 2017; Zhang et al, 2015; Haery et al, 2015).
HDAC:I restore the epigenetic balance in neoplastic cells and
promote their apoptosis through different mechanisms that
include promotion of DNA damage, inhibition of DNA
repair and regulation of apoptosis (Bolden et al, 2006; Bose
et al, 2014; Eckschlager et al, 2017).

However, despite promising preclinical work, there are
concerns both in terms of efficacy and safety, with secondary
non-negligible toxicity (mainly fatigue, diarrhoea, bone mar-
row toxicity, etc.) (Ceccacci & Minucci, 2016). To explain
the differences between the clinical results and those expected
from preclinical studies, one should consider that the mecha-
nism of action of these inhibitors is not fully understood and
that their effect may be different depending on the specific
type of cancer, cellular context, specificity of the HDACI
tested (pan-inhibitors vs. isoform-specific HDACi) and their
dosage. Thus, the lack of specificity of HDAC inhibition
makes it difficult to predict the biological effects, including
toxicities, limiting their use either alone or in combination
with chemotherapy. To overcome this issue, more selective
(class-selective or isoform-specific) HDACi have recently
been developed, aimed at achieving a better outcome with
less toxicity (Balasubramanian et al, 2009).

Acute leukaemia is the most frequent cancer in childhood
and the primary cause of paediatric mortality related to can-
cer (Hunger & Mullighan, 2015; Pui et al, 2015). Although a
striking improvement in the outcome of paediatric patients
with acute leukaemia has been achieved in the last years,
there is still a relevant proportion of patients who will
relapse, even amongst those cases stratified in the low-risk
group at diagnosis. On the other hand, survivors may suffer
severe short- and long-term therapy-related side effects
(Raetz & Bhatla, 2012; Gatta et al, 2013; Ward et al, 2014).
Therefore, there is a need to find less toxic, more specific
and personalized therapies for childhood leukaemia.

Although monotherapy with HDACI is unlikely to succeed,
they could be useful for designing less toxic combination
therapies; in this sense, as HDAC’s roles are progressively
elucidated in specific neoplastic diseases, different approaches
combining HDACi with cytotoxic chemotherapy or other
novel targeted therapies are being tested (Bose et al, 2014).
However, very few studies have addressed the HDAC expres-
sion in paediatric acute leukaemias (Moreno et al, 2010;
Gruhn et al, 2013; Tao et al, 2013).

This study aimed to analyse the expression of HDAC
genes and some of their targets and regulators, i.e., certain
members of the Myocyte Enhancer Factor 2 (MEF2) family, in
a series of paediatric patients with acute leukaemia to
address: (1) possible specific profiles of HDAC expression in
different subtypes of leukaemia and (2) whether abnormal
HDAC expression could have a prognostic impact in our
patients. Our final goal was to obtain data to better under-
stand the correlation between HDAC expression and clinico-
biological features in childhood leukaemia, to tailor therapy
for each subgroup of patients.

Methods and materials

We retrospectively analysed 211 patients aged 0-18 years,
diagnosed with de-novo acute leukaemia from 2003 to 2017
in Hospital Sant Joan de Déu, with an available biological
sample. Our cohort included 134 patients with precursor B
cell acute lymphoblastic leukaemia (BCP-ALL), 33 with T cell
acute lymphoblastic leukaemia (T-ALL) and 44 with acute
myeloid leukaemia (AML), with the main cytogenetic sub-
types being represented. The clinical and biological character-
istics of the patients are described in Supporting
Information. The quantification of HDACI, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 and 11, SIRTI, SIRT7, MEF2C and MEF2D mRNA was
performed by real-time polymerase chain reaction (PCR)
using an ABI7500 Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA), according to the manufacturer’s
instructions. Relative quantification was calculated with the
27A4Ct method, using B-glucuronidase (GUSB) as endoge-
nous gene. A pool of RNA extracted from the bone marrow
of 11 non-neoplastic patients was used as controls. We also
determined the HDAC family, MEF2C and MEF2D expres-
sion in normal bone marrow CD34" cells, mature peripheral
blood CD19" B cells and mature peripheral blood Pan-T cells
(STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada) and used
them as controls in the whole cohort of patients (CD34"),
and for each leukaemic subtype (CD19" B cells for BCP-ALL
patients and Pan-T cells for T-ALL cases). We used the
method of Contal and O’Quigley (1999) to estimate cut-off
values of the gene expression levels and thus determine high
and low expression. The statistical analyses were performed
using the SPSS 24-0 statistical software package (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA), R software version 3-4-2 (www.R-project.
org) and GraphPad Prism version 7-00 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). All p values were considered significant
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when <0-05. More detailed information about patients and
methods is provided in the Supporting Information.

The study was conducted in accordance with the ethical
standards and the Declaration of Helsinki following the
national and international guidelines and was approved by
the authors’ institutional review board. According to the
Local Ethics Committee of our institution, all samples were
stored in the legally competent Biobank of our Hospital and
were used after informed consent was obtained either from
the patients or their legal guardians.

Results

Global HDAC expression in normal haematopoietic cells
and in leukaemia patients

We first analysed the expression of HDAC:s in different sub-
sets of normal haematopoietic cells: bone marrow CD34"
cells, peripheral blood mature CD19" lymphocytes and pan-
T cells (Fig S1). In 211 leukaemic patients, we observed a
global overexpression of HDACs, MEF2C, and MEF2D genes,
except for HDACI, HDAC3, HDACI0, and SIRT7, whose
median expression level was around or below that of the
controls (Fig 1). All cases showed homogeneous expression
of class I HDACI, HDAC2 and HDAC3, in contrast to the
more heterogeneous expression of other HDAC isoforms.
Nearly all leukaemic patients expressed HDACI, HDAC2,
and HDAC3, while some patients did not express some
HDAGC:S. Class III SIRT1 and SIRT7 were expressed in almost
all patients. Both MEF2C and MEF2D genes were highly
expressed, with MEF2C showing the highest median expres-
sion in leukaemic patients, as compared to the non-neoplas-
tic samples.

There is a significant correlation between the expression
of HDACs, MEF2C, and MEF2D

Both the whole cohort of patients, and when analysed sepa-
rately according to lineage, showed a significant positive
Spearman’s correlation among class I HDACs, which was
very strong between HDACI and HDAC3 (Fig S2). There
was also a significant direct correlation among class II mem-
bers HDACs, especially between HDAC4 and HDAC5, and
between class Ila and class IIb HDACs (HDAC4, HDACS,
and HDAC7 correlated to HDAC6 and HDACIO0). In turn,
MEF2C and MEF2D were strongly correlated with each
other. In contrast, some HDACs had different correlation
profiles depending on the lineage of the leukaemia. Thus, in
BCP-ALL and AML, HDAC9 correlated directly with SIRT],
MEF2C and MEF2D. In T-ALL patients, although the num-
ber of samples expressing MEF2 genes was very low, we saw
a negative correlation between these genes and some HDAC:s.
Class III SIRT1 and SIRT7, and class IV HDACI11 were more
heterogeneous and differed according to the lineage of the
leukaemia.

© 2018 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology

HDAC Signature in KMT2A-Rearranged Paediatric Leukaemia

Correlation of HDACs, MEF2C and MEF2D expression
with clinical and biological variables

We observed a lower expression of HDAC3 in males
(P = 0-015). Regarding age, high MEF2D levels had a trend
to correlate with lower age (P = 0-056), and HDAC9 expres-
sion tended toward higher levels in infants and in patients
>10 years, compared to 1- to 9-year-old patients
(P = 0-057). A lower expression of HDACI and HDAC3 cor-
related with hyperleucocytosis above 50 x 10°/1 (P = 0-017
and P = 0-029, respectively). Those patients with infiltration
of the central nervous system (CNS-3), presented with lower
HDAC2 levels, although this was not significant (P = 0-052).
Interestingly, we observed different HDAC expression accord-
ing to the lineage of the leukaemia (see below and Fig S3).

Different expression of HDACs, MEF2C, and MEF2D in
BCP-ALL patients according to cytogenetics

In the 134 BCP-ALL patients analysed, we observed expres-
sion of class I HDACI, HDAC2 and HDAC3, as well as
SIRT1, SIRT7, MEF2C and MEF2D in almost all samples.
Patients with BCP-ALL showed significantly higher expres-
sion of HDAC6 and MEF2C when compared to T-ALL and
AML patients (P = 0-005 and P < 0-001, respectively). Glob-
ally, the BCP-ALL profile for HDAC classes I, II and IV was
closer to the normal CD34" cells than to the mature CD19"
cells (Fig S4). Regarding the absence of expression of certain
genes, while mature B cells were characterized by the lack of
expression of HDACS5 only, about 70% of BCP-ALL patients
did not express HDACII. In addition, HDAC4 and HDAC5
were absent in half of our patients, and HDAC6, HDAC7,
HDACS8, HDACY9 and HDACIO0 expression was not detected
in a lower percentage of patients (5-20%). Interestingly,
patients simultaneously lacked several HDACs, both from the
same class or from different classes. We analysed if the lack
of expression of a certain HDAC correlated with any clinical
or biological variable, but only observed that the absence of
expression of HDAC8 in BCP-ALL patients correlated with
high minimal residual disease (MRD) levels at day 15 of
induction treatment (MRD > 10%, P = 0-03).

Regarding the correlation between the expressed genes and
clinical and biological variables in BCP-ALL patients, we
found a higher HDAC5 expression in males (P = 0-021).
Higher expression of HDACY9, HDACI11, SIRT7 and MEF2D
correlated with hyperleucocytosis (P = 0-031, P = 0-024,
P = 0-014 and P = 0-005, respectively). Those patients with a
pro-B phenotype (n = 9) had significantly lower age (infants,
P < 0-001), hyperleucocytosis (P = 0-002) and were associ-
ated with KMT2A (lysine methyltransferase 2A, previously ter-
med MLL) rearrangement (P < 0-001), but we found no
association of this phenotype with specific HDAC expression.

Noticeably, HDAC expression was different according to
the cytogenetic subtypes (Fig S5). Thus, nearly all patients
with KMT2A rearrangement and patients with translocation ¢
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Fig 1. Expression levels of HDACs, MEF2C and MEF2D genes in 211 paediatric patients with acute leukaemia. Relative quantification was calcu-
lated with the 272" method and a pool of non-neoplastic samples was used as controls (X-axis). Dashed lines represent the median value of
the samples. The log, normalized gene expression is depicted for patients with precursor B cell acute lymphoblastic leukaemia (BCP-ALL; green
dots), T cell acute lymphoblastic leukaemia (T-ALL; red dots) and acute myeloid leukaemia (AML; blue dots). Outliers are represented in scale at
the top of the graph and patients who did not express a determined gene are represented out of the limits of Y-axis (bottom of the graph, not to

scale).

(1;19)/TCF3-PBX1 fusion gene expressed all genes, whereas
patients included in other categories lacked expression of
class I and IV HDAC genes: absence of HDACII was partic-
ularly frequent in patients with #(9;22)/BCR-ABLI and
patients with #(12;21)/ETV6-RUNXI1, where it was absent in
more than 80% of the cases. Interestingly, a specific profile
was identified for patients with BCP-ALL and KMT2A rear-
rangement: they expressed, in all but one case, HDAC4
(P =0-009), and had a significantly higher expression of
HDACY, SIRT7 and MEF2D than other BCP-ALL subtypes
(P =0-033, P = 0-039, and P = 0-016, respectively).

Different expression of HDACs, MEF2C, and MEF2D in
T-ALL patients

Similarly to BCP-ALL, nearly all the 33 T-ALL patients
expressed HDACI, HDAC2, HDAC3, SIRT1, SIRT7, MEF2C
and MEF2D (Fig S3). Patients with T-ALL had the highest

levels of SIRTI, as compared to BCP-ALL and AML cases
(P = 0-036). In contrast to mature Pan-T cells, most patients
expressed HDAC4 to HDAC9 and MEF2C at different levels.
Males with T-ALL presented higher HDACIO levels
(P = 0-005). Of note, we found an association between high
HDAC4 expression and a poor prednisone response at day
+8 of induction treatment, although not at a significant level
(P =0-053). T-ALL patients with NOTCHI/FBXW7 muta-
tions (n = 14), presented some differences with non-mutated
cases in HDAC and MEF2C expression (Fig S6). Thus,
mutated NOTCHI/FBXW?7 patients more frequently lacked
HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDACY9, HDACI11 and MEF2C,
resembling their normal mature counterpart. All patients
with absent expression of MEF2C were NOTCHI1/FBXW7
mutated, while all but one patient with high MEF2C expres-
sion were wild-type for NOTCHI/FBXW?7 screening; how-
ever, the very low number of patients precluded a conclusion
regarding statistical significance. The only patient who
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expressed MEF2C and harboured mutations in NOTCHI
gene had a pre-T phenotype.

Different expression of HDACs, MEF2C, and MEF2D in
AML patients

In our 44 AML patients, as in other lineages, the analysed
class I and III HDACs, MEF2C and MEF2D genes were
expressed in almost all samples. Of note, class I HDACI,
HDAC3, HDAC8 and HDAC7 were significantly underex-
pressed in AML cases compared to lymphoid leukaemias
(P < 0-001, P = 0-008, P = 0-001 and P = 0-001, respectively;
Fig S3). We observed that low levels of HDACI and SIRTI,
and absence of HDACI0 and/or HDAC7 was associated with
hyperleucocytosis >50x10%/1 (P = 0-028, P = 0-008, P < 0-001
and P = 0-034, respectively). Low levels of SIRTI also corre-
lated significantly with CNS infiltration (CNS-3) (P = 0-048).
Notably, as in BCP-ALL patients, higher HDAC9 and MEF2D
expression was associated with the presence of KMT2A rear-
rangement (P = 0-034 and P = 0-042, respectively).

Patients with KMT2A rearrangement overexpressed
HDACY and MEF2D, regardless the age and the lineage
of the leukaemia

In the whole patient cohort, a high expression of HDAC9
and MEF2D was significantly associated with the presence of
KMT2A rearrangement (P = 0-005 and P = 0-034, respec-
tively), in both infant and paediatric patients. As KMT2A
rearrangements were significantly more frequent in infants
(P <0-001), we analysed HDACs, MEF2C and MEF2D
expression in different groups according to age (infants vs.
paediatrics) and the presence of the KMT2A rearrangement
(Fig 2). KMT2A-rearranged cases included different translo-
cations with different partners (Table SI1). Interestingly,
KMT?2A rearrangements presented a distinctive signature that
was independent of age, lineage and KMT2A-partner, charac-
terized by overexpression of HDAC9 and MEF2D genes.

HDAC expression may impact on outcome of paediatric
patients with acute leukaemia

After a median follow-up of 4-8 years (range, 0-1-
16-0 years), 25 of the whole cohort of patients had died. The
overall survival (OS) and event-free survival (EFS) varied sig-
nificantly according to the lineage of the leukaemia, as
expected (Table S1).

Log rank tests were first performed to assess outcome in
the BCP-ALL subgroup (n = 134). CNS infiltration (CNS-3)
predicted a worse OS (P = 0-019). Patients aged 1-9 years
had better OS than infants or older patients (P = 0-046).
Among the genes analysed, only low HDAC2 expression (de-
fined with a cut-off at 3-29; around the median, percentile
50, p50), high HDAC9 (cut-off 3-62; around p65) and high
SIRT1 (cut-off 4-08; around p70), negatively impacted
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significantly on OS (P = 0-008, P =0-007 and P = 0-027,
respectively). Different clinical and biological factors were
predictive of EFS: age (both categorized as infants vs. non-
infants and as 3 groups: infants vs. 1-9 years vs. 10 years and
older), CNS infiltration, cytogenetic subgroup, the presence
of KMT2A rearrangement and MRD levels after induction
(>0-01% MRD, as assessed by flow cytometry). Again, low
HDAC2 and high HDAC9 expression predicted a worse EFS
(P =0-002 and P < 0-001, respectively; Fig 3). In the Cox
model for multivariate analysis, low HDAC2 and high
HDACY expression remained as independent prognostic
factors for EFS (hazard ratio [HR] 0-12, 95% confidence
interval [CI] 0-03-0-50, P = 0-003, and HR 4248, 95%CI
3-80-473-97, P = 0-002, respectively).

We found no significant factors predictive for OS in
T-ALL patients (n =33). However, hyperleucocyto-
sis > 100 x 10°1 and positive MRD after induction
(>0-01%, as assessed by flow cytometry), were adverse prog-
nostic factors for EFS (log rank test, P = 0-04 and P = 0-004,
respectively). Probably related to the sample size, we found
no significant predictive factors in the multivariate analysis.

In the subgroup of AML patients (n = 44), patients with
high HDACs expression had a worse outcome. High HDAC9
expression correlated with a worse OS (P = 0-011). Although
the number of patients expressing HDAC5 was low (n = 18),
we saw a worse OS and EFS in patients with high levels of
this gene, that remained significant in the Cox model multi-
variate analysis for OS (HR 10-92, 95%CI 1-16-103-29,
P =0-034). As for EFS, we found that hyperleucocytosis
>50 x 10%/1, the genetic subtype (grouped as follows: acute
promyelocytic and core-binding factor leukaemias wvs.
KMT2A-rearranged leukaemias vs. KMT2A wild-type cases)
and high HDACS expression (Fig 4) had a significant impact
(P =10-027, P=0-002 and P = 0-015, respectively). High
levels of HDACI and high HDACY9 expression showed a
trend to lower EFS (P = 0-052 and P = 0-074, respectively).

Discussion

Hypoacetylation has been recurrently described in cancer and
overexpression of HDACs has been reported in leukaemia
(Ropero & Esteller, 2007; Haberland et al, 2009; Ceccacci &
Minucci, 2016). Hence, more than 40 HDACi have been
included in clinical trials (Bose et al, 2014; West & John-
stone, 2014; Ahmadzadeh et al, 2015; Haery et al, 2015; Cec-
cacci & Minucci, 2016; Chrun et al, 2017), but the toxicity
found in patients hampered their use in clinical practice and
the use of more specific HDACi has been proposed (Subra-
manian et al, 2010; Ceccacci & Minucci, 2016). Thus, a bet-
ter knowledge of HDAC expression in specific settings would
help to design the best therapeutic approach in a tailored
manner. However, only a few studies (Moreno et al, 2010;
Gruhn et al, 2013; Tao et al, 2013), with a much smaller
number of patients, have partially addressed the expression
of specific HDACs classes in childhood leukaemia, and no
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Fig 2. Expression levels of HDACs, MEF2C and MEF2D genes according to age and KMT2A gene rearrangements. Relative quantification was cal-
culated with the 272" method and a pool of non-neoplastic samples was used as controls (X-axis). Dashed lines represent the median value of
the samples. The log, normalized gene expression is depicted for infant (grey dots) and paediatric (orange dots) patients. To assess the different
profile according to age and KMT2A rearrangement, we analysed them separately: light grey dots corresponds to infants with no KMT2A rear-
rangement, while dark grey dots depict KMT2A-rearranged infants; light orange dots are paediatric patients with wild-type KMT2A, and dark
orange dots show paediatric patients with KMT2A rearrangement. Outliers are represented in scale at the top of the graph and patients who did
not express a determined gene are represented out of the limits of Y-axis (bottom of the graph, not to scale). 2a) Expression levels of HDACs,
MEF2C and MEF2D genes according to age and KMT2A rearrangement. 2b) Enlarged view of HDAC9 and MEF2D genes according to age and
KMT2A rearrangement.

global picture has been described to date. We analysed a with KMT2A rearrangement, regardless of age, KMT2A-part-
large consecutive series of patients including all leukaemic ner and lineage. Other HDAC and MEF2C profiles were
lineages and found that some HDACs correlated with specific probably reflecting the lineage and the maturation of the
clinical and biological features, and some even predicted out- blasts and, interestingly, some indicated specific oncogenic
come. Specifically, we found an HDAC profile that correlated pathways active in the leukaemic cells.

6 © 2018 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology
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30-1 £ 12% vs. 61 + 11%, P = 0-015).

Not previously reported, we observed that some HDACs
were constantly expressed in all patients, whereas other
HDAC isoforms seemed to be non-essential for blasts and
were absent. Interestingly, nearly all patients of all lineages
expressed class I HDACs, especially HDACI, HDAC2 and
HDAC3 and, to a lesser extent, HDACS8. These are the
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nuclear isoforms with HDAC function that are ubiquitously
expressed in all tissues. HDACI, HDAC2 and HDAC3 are
essential for haematopoietic stem cell (HSC) maintenance
and self-renewal properties (Barneda-Zahonero & Parra,
2012; Haery et al, 2015; Liu et al, 2017). Therefore, it seems
comprehensible that all our patients, independently of the
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lineage of the leukaemia, constantly expressed these class I
HDACs, and also very homogeneously, as shown in Fig 1.
Interestingly, we observed a significant direct correlation
among class I HDACs, especially between HDACI and
HDACS3. Although a functional redundancy among class I
HDAC:s has been suggested, each member has unique roles in
the control of specific gene expression programs (Haberland
et al, 2009). HDACI and HDAC?2 are involved in many cellu-
lar processes, such as proliferation, cell cycle and apoptosis,
while HDAC3 also plays a role in DNA damage response
(Barneda-Zahonero & Parra, 2012). Thus, HDACI1, HDAC2
and HDAC3 seem to be equally indispensable, highlighting
the important function of these class I HDACs in normal
and leukaemic cells. HDACS was expressed in our patients in
a more heterogeneous way, but we observed a direct correla-
tion with HDAC2 levels, especially in patients with BCP-ALL
and T-ALL. HDACS has not been described as a member of
any protein complex and its expression is thought to be
more cancer-type specific (Barneda-Zahonero & Parra, 2012).
Regarding the levels of expression, we observed lower levels
of HDACI and overexpression of HDAC2 and HDAC8 when
compared to bone marrow non-neoplastic samples. We also
confirmed the profile previously reported both in smaller
cohorts of paediatric patients with acute leukaemia (Moreno
et al, 2010; Gruhn et al, 2013) and in several types of cancer
(Chrun et al, 2017). In contrast, class [la HDACs expression
was quite more heterogeneous and differed according to the
lineage of the leukaemia. Our findings are in line with a
heterogeneous expression reported in previous studies (Mor-
eno et al, 2010). Class III SIRT1 and SIRT7 were more
heterogeneously expressed in most of our patients, and we
observed an overall overexpression of SIRTI, especially in
T-ALL patients. Sirtuins seem to play a double-edged sword
role in cancer, being reported as pro-oncogenes and as
tumour suppressors (Barneda-Zahonero & Parra, 2012).
SIRTI plays an important role in the pathogenesis of solid
tumours and leukaemias and has also been involved in drug
resistance, by regulating the acetylation of several transcrip-
tion factors, such as TP53, C-MYC, N-MYC and NF-kB, and
others (Ahmadzadeh et al, 2015). Thus, in chronic myeloid
leukaemia samples, the inhibition of SIRT1 by HDACi led to
TP53 acetylation and increased apoptosis in leukaemia stem
cells (Ahmadzadeh et al, 2015; Liu et al, 2017). Overexpres-
sion of SIRTI has been described in adult patients with AML
(Bradbury et al, 2005) and Li et al (2014) proposed the com-
bination of SIRT1 inhibition plus tyrosine kinase inhibitors
to overcome drug resistance in FLT3-internal tandem dupli-
cation AML stem cells by deacetylating C-MYC.

Overall, all patients presented an HDAC profile more sim-
ilar to that of normal CD34" cells than to their mature
counterpart, especially T-ALL patients. Thus, global overex-
pression of some HDACs could be related to the immature
and stemness features of the leukaemic cells. However, in
addition to common findings in our whole cohort of
patients, some HDACs profiles were associated with the

lineage of the leukaemia, exposing HDACs different roles in
specific cellular contexts. In the BCP-ALL cohort (n = 134),
we sought to confirm a differential expression of HDAC7
expression in pro-B patients, as described by Barneda-Zaho-
nero et al (2015), but the number of pro-B cases analysed in
our series was low and we did not observe significant differ-
ences. Importantly, HDAC expression was different according
to cytogenetic subtype (Fig S5). Thus, both KMT2A-rear-
ranged patients and those harbouring #(1;19)/TCF3-PBX1
expressed all HDACs in nearly all samples, in contrast to
other BCP-ALL subtypes, in which the expression was more
heterogeneous and a high percentage of patients lacked the
expression of several HDACs. This could be related to a
specific epigenetic landscape as determined by the genetic
abnormalities of each leukaemic subtype. Importantly, we
observed a specific profile of KMT2A-rearranged BCP-ALL
patients, who expressed significantly higher levels of HDACY,
SIRT7 and MEF2D. Of note, we also observed a significant
correlation between high HDAC9 and MEF2D expression in
KMT2A-rearranged AML patients, and this was also true in
both infants and older patients (Fig 2). Hence, we found a
distinctive signature for KMT2A-rearranged patients, regard-
less of age, the KMT2A-partner and phenotype. Other than
KMT2A-rearrangements, overexpression of HDAC9 and
MEF2D could be due to different abnormalities: very
recently, a new subtype of BCP-ALL characterized by
MEF2D-rearrangements with  different partners (BCLSY,
CSFIR, DAZAP1, HNRNPULI, and SS18) has been described
(Gu et al, 2016; Liu et al, 2016; Suzuki et al, 2016). Interest-
ingly, such MEF2D-rearrangements presented in older
patients with a low CD10 expression, showed a specific gene
expression signature with overexpression of HDACY9 and
were sensitive to HDACi (Gu et al, 2016).

We also observed significantly high expression of MEF2C in
BCP-ALL and AML and in some T-ALL cases. The MEF2 pro-
teins are targets of class I HDACs and regulate different devel-
opmental programs (Canté-Barrett et al, 2014; Pon & Marra,
2016). MEF2C is differentially expressed in various stages of
haematopoietic development and it may be involved in confer-
ring stem cell-like properties. MEF2C is highly abundant in
HSC, common lymphoid progenitors and common myeloid
progenitors and decreases during B-lymphoid and myeloid
maturation, but it is absent in T cells (Canté-Barrett et al,
2014). In concordance with that, we did not find MEF2C
expression in normal mature T cells. However, the high ecto-
pic MEF2C expression has been described in KMT2A-rear-
ranged leukaemias (Krivtsov et al, 2006), AML and two
partially overlapping immature T-ALL subtypes: the so-called
early T cell precursor leukaemia (ETP-ALL) (Coustan-Smith
et al, 2009; Canté-Barrett et al, 2014) and in a recently
described T-ALL subgroup defined by high MEF2C expression
(Homminga et al, 2011). ETP-ALL is characterized by present-
ing an immature immunophenotype, expression of myeloid
markers and lower frequencies of NOTCHI mutations than
more differentiated T-ALL patients. Instead, ETP-ALL patients
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harbour a mutational landscape similar to AML patients
(Zhang et al, 2012). In this regard, it MEF2C has been
reported to antagonize the NOTCHI signalling activity. There-
fore, ectopic expression of MEF2C would play a role as a driv-
ing oncogene in myeloid or early T cell precursors, resulting in
AML or ETP-ALL, respectively (Canté-Barrett et al, 2014). Of
note, in our cohort, all but one T-ALL patients with
NOTCHI/FBXW7 mutations lacked expression of MEF2C,
and the only patient with high MEF2C expression and muta-
tions in NOTCHI/FBXW?7 had an immature phenotype (Fig
S6). However, other studies did not observe differences in the
occurrence of NOTCHI1 pathway activating events between
immature/ETP-like and other T-ALL patients defined by gene
expression profiling (Zuurbier et al, 2014; Colomer-Lahiguera
et al, 2017). These differences could be due either to the differ-
ent selection criteria or the different numbers of patients anal-
ysed, as the number of T-ALL patients expressing MEF2C in
our series was rather low. In AML, high MEF2C expression
has been associated with 11q23 abnormalities (Krivtsov et al,
2006; Laszlo et al, 2015), monosomal karyotypes, adverse-risk
disease features and poor outcome (Laszlo et al, 2015). In
KMT2A-MLLT3 and KMT2A-MLLTI models, MEF2C could
have a cooperative oncogenic role, enhancing colony forma-
tion and regulating cell migration and invasiveness (Krivtsov
et al, 2006; Schwieger et al, 2009).

Regarding outcome, we confirmed the previously
described worse prognosis of high HDACY expression in
BCP-ALL patients (Moreno et al, 2010), but, in contrast to
previous studies (Gruhn et al, 2013), we found that lower
HDAC?2 expression correlated with worse OS and EFS. High
or heterogeneous levels of HDAC2 have been described in
several cancers, and suppression of HDAC2 with class I
HDACi has resulted in inhibition of proliferation and
increased apoptosis of tumour cells (Barneda-Zahonero &
Parra, 2012; Chrun et al, 2017). As we have only looked at
mRNA levels and some post-translational modifications for
HDAC2 have been reported (Kramer et al, 2003), the prog-
nostic value of HDAC2 expression should be further
explored. In general, our AML patients with high HDACs
expression had a worse outcome, and again high HDAC9
expression significantly correlated with a worse OS, and had
a trend to a worse EFS. The impact of HDACY overexpres-
sion on outcome may be partially explained by the fact that
HDAC9 may act as a surrogate of KMT2A rearrangements,
both in BCP-ALL and in AML. However, the negative impact
of high HDACY levels was also seen in BCP-ALL KMT2A-
wild-type patients, suggesting a possible prognostic impact of
other recently described genetic abnormalities like MEF2D
rearrangements, as aforementioned (Gu et al, 2016; Liu et al,
2016; Suzuki et al, 2016). HDAC9 overexpression has been
associated with dismal outcome in other neoplasias, such as
breast cancer and medulloblastoma (Milde et al, 2010;
Lapierre et al, 2016). However, the specific role of HDACY in
leukaemia biology and the mechanisms underlying the over-
expression and the functional consequences are not fully
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understood. We discarded mutations in the hot-spot regions
in the catalytic domain of HDACY as a molecular mechanism
leading to enhanced expression (data not shown). Lapierre
et al (2016) suggested that the deregulation of HDACY
expression mainly occurs at the transcriptional level, as evi-
denced by their run-on experiments and the finding of epige-
netic marks in the HDAC9 promoter. As HDAC9 is a direct
transcriptional target of MEF2D, deregulation of MEF2D
could account for the HDAC9 overexpression. In our study,
we found a significant direct correlation between both genes.
Interestingly, in breast cancer, the comprehensive signature
of the HDACY9 expression revealed deregulated processes,
such as cell death and survival, cell movement, cell growth
and proliferation, and identified SOX9 and CDKNIA as two
important genes mediating HDAC9 effects (Lapierre et al,
2016). However, these results could be context-dependent
and should be confirmed in other neoplasias.

We observed a trend towards significance between high
expression of HDAC4 and prednisone-poor response in our
T-ALL patients. Similar results had been previously reported
(Moreno et al, 2010; Gruhn et al, 2013). This information
could be clinically relevant, as HDAC4 inhibitors could be use-
ful in the high-risk subgroup of patients with T-ALL with poor
response to prednisone; therefore, larger series of patients with
more robust statistical data are needed to confirm this.

Of note, high HDACS levels in AML patients were associ-
ated with worse outcome (Fig 4). HDACS is a class I mem-
ber that deacetylates both histone and non-histone proteins,
with TP53 and HOXAS5 being among its substrates. In nor-
mal haematopoiesis, HDAC8 modulates TP53 activity to
ensure HSC maintenance and cell survival under stress (Hua
et al, 2017). In leukaemia, in addition to the modulation of
TP53, HDACS also associates with the inv(16) fusion protein
and other co-repressors to repress several genes, such as
CDKNIA (p21), resulting in abnormal haematopoietic cell
proliferation (Hua et al, 2017).

HDACI arose as promising drugs, but their toxicity profile
limited their clinical use and suggested that isoform-specific
HDAC I should be considered, especially for high-risk paedi-
atric leukaemia subtypes (Balasubramanian et al, 2009; Stahl
et al, 2016). Several studies have shown a correlation between
the expression of HDACs and the effect of HDACi (Gu et al,
2016; Suzuki et al, 2016). The authors demonstrated sensitiv-
ity to various pan-HDACI in in vitro and in vivo models with
MEF2D-BCL9 leukaemic samples, characterized by HDAC9
overexpression, thus suggesting HDACI as a potential direc-
ted treatment in this leukaemia subtype.

In general, KMT2A rearrangements harbour a worse prog-
nosis, especially in infants, in whom the prognosis is dismal
(Meyer et al, 2018). Huge efforts have been made to develop
targeted therapies to inhibit KMT2A leukaemias (reviewed in
(Steinhilber & Marschalek, 2018)), including the use of
HDACI (Stumpel et al, 2012; Ahmad et al, 2014; Garrido
Castro et al, 2018; Steinhilber & Marschalek, 2018). How-
ever, DOTIL inhibitors and other approaches did not
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accomplish the initial expectations in terms of efficacy and
toxicity. In contrast, the use of class I HDACi seems to be
especially beneficial, as they inactivate the KMT2A-AFFI
fusion gene while activating the endogenous wild-type MLL
(KMT2A) protein (Ahmad 2014; Steinhilber &
Marschalek, 2018). These and our findings support the use
of selective class I HDACi for KMT2A and other paediatric
leukaemia patients, as a potential therapeutic activity in
BCP-ALL has been demonstrated (Stubbs et al, 2015).

Our studies have some limitations that need to be

et al,

acknowledged. First, despite being the largest series of
patients reported addressing HDACs expression, the inci-
dence of childhood leukaemia is low, and the number of
patients in determined subgroups, defined by lineage or
molecular abnormalities, was not high enough to reach sta-
tistical significance. Therefore, our results must be taken with
caution and deserve further confirmation in larger series.
Second, we did not confirm our results at a protein level.
However, there is some data suggesting that the expression
pattern of HDAC transcripts is very similar to that of HDAC
proteins in normal and malignant haematopoietic cells, sug-
gesting that the expression of HDACs is regulated primarily
at the mRNA level (Wada et al, 2009). However, post-trans-
lational modifications cannot be ruled out, especially in
HDAC?2, as previously reported (Kramer et al, 2003). Finally,
we cannot provide a large validation cohort, but we have
been able to confirm the prognostic impact of HDAC2 and
HDAC9 in two different therapeutic protocols in our BCP-
ALL patients, thus reinforcing their value as prognostic
biomarkers. On the other hand, it is a strength of our study
that we analysed the full HDAC family and MEF2C and
MEF2D genes in the largest series of homogeneously treated
paediatric patients reported to date, simultaneously including
all lineages for the first time. This has allowed us to compare
HDAC: profiles and gain a full picture of their expression in
childhood leukaemia. Furthermore, we could identify a dis-
tinctive signature for KMT2A rearrangements and describe
the role of some HDACs as prognostic biomarkers.

In conclusion, we have identified a distinctive signature for
paediatric patients with KMT2A rearrangements, with high
HDAC9 and MEF2D expression, regardless of age, KMT2A
partner and lineage of the leukaemia. Moreover, we confirmed
previous data on the adverse prognostic value of overexpres-
sion of HDACY that cannot be explained only by KMT2A rear-
rangements. Our findings shed some light on the complex
picture of HDAC:s expression in childhood leukaemia and pave
the way to more in-depth mechanistic studies. In this sense, it
would be very interesting to have a deeper insight of the mech-
anisms leading to the overexpression of HDACs and their role
in leukaemogenesis, issues that have been scarcely studied in
leukaemia. Finally, and more importantly, our data support
the directed use of selective class I HDACi or even isoform-
restricted HDACi or MEF2 inhibition in selected subtypes of
paediatric patients with acute leukaemia.
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Supplementary Methods

Patients

Patients were all uniformly treated according to the Spanish Society of Pediatric Haematology
and Oncology (SEHOP) consecutive protocols: SHOP-LAL-1999, SHOP-LAL-2005 and SEHOP-
PETHEMA 2013 for ALL cases and SHOP-LAM-96, SHOP-LAM-2001, and SHOP-LAM-2007 for
AML cases. Acute promyelocytic leukaemia (APL) patients were treated as per protocol
PETHEMA LPA 2005. Infants with ALL were treated according to SHOP-LAL INFANTS 2001 and
INTERFANT-06 protocols. Patients were assigned to a determined risk group according to each
protocol, based on clinic-biological variables at diagnosis and subsequently according to the
levels of minimal residual disease (MRD). Following the guidelines of the consecutive
protocols, in ALL patients MRD was assessed by multiparametric flow cytometry (MFC, 4 and 8
fluorescences) in all cases and also by quantitative real-time PCR (RQ-PCR) in patients
harbouring BCR-ABL1 fusion gene(Briiggemann et al, 2010). In AML cases, we followed MRD by
MFC and by RQ-PCR in core-binding factor leukaemias and in patients with PML-RAR«a fusion

gene.

DNA and RNA extraction and reverse transcription

Bone marrow or peripheral blood samples from diagnosis were used for the analyses.
Separation of mononuclear cells was performed using density gradient with Ficoll-Hypaque
(Sigma, St Louis MO, USA). Genomic DNA was extracted with Qiaquick and Gentragene DNA
extraction kits (Qiagen, Hilden, Germany). Total RNA was extracted with TriPure (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) and cDNA synthesis was performed from 50-100 ng of total RNA,

using Qiagen QuantiTect Whole Transcriptome cDNA kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Identification of recurrent genetic abnormalities

The diagnosis was based on the standard cytomorphological, immunophenotypic and
cytogenetic/molecular criteria as previously described (Harrison et al, 2010; Gabert et al,
2003). We assessed the copy number alterations (CNA) by Multiple Ligand Probe Amplification

2
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(MLPA, MRC Holland) using SALSA P-335 and SALSA P-383 kits for pB-ALL and T-ALL,
respectively. NOTCH1 and FBXW7 mutations were analysed in DNA by PCR and Sanger
sequencing as previously described (Weng et al, 2004). FLT3 internal tandem duplications
(FLT3-ITD) and NPM1 mutations were analysed by fluorescent PCR (Thiede et al, 2002). CEBPA
mutational status was studied by PCR and Sanger sequencing as reported (Frohling et al,
2004). HDAC9 mutational status was analysed by PCR and Sanger sequencing using in-house
method. We studied the hot-spot regions in the catalytic domain located in exon 13 (F: 5'-
tcttgtcctgtatttcecttgte-3’; R: 5’- cccaaatgaatactggcectct-3’), exon 19 (F: 5’-cgtctgttttcatttccctgta-
3’; R: b5’-aacaccagcaaaggacaagaa-3’) and exon 20 (F: 5’-agagctcccatgtgcttgtt-3’; R: 5’'-
tccaatttgccactttcaga-3’).

HDAC and MEF2 family mRNA expression

Amplifications were obtained using the TaqMan® Gene Expression Assays HDACI1
(Hs02621185_s1), HDAC2 (Hs00231032_m1), HDAC3  (Hs00187320_m1), HDAC4
(Hs00195814_m1), HDAC5 (Hs00608366_m1), HDAC6 (Hs00195869 m1), HDAC7
(Hs00248789_m1), HDAC8 (Hs00218503_m1l), HDAC9 (Hs00206843 m1), HDACI0
(Hs00368899_m1), HDAC11  (Hs00227335_m1l), SIRT1  (Hs01009006_m1), SIRT7

(Hs01034735_m1), MEF2C (Hs_00231149_m1) and MEF2D (Hs_00954735_m1).

Statistical Analysis
The statistical analyses were performed using the SPSS 24.0 statistical software package (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA), R software version 3.4.2 (www.R-project.org) (R Core Team, 2017) and

GraphPad Prism version 7.00 (GraphPad Software, California, USA). All p-values lower than
0.05 were considered significant. The association between categorical variables was evaluated
by the x2 or the Fisher’s exact tests, depending on whether the applicability conditions of the
x2 test were fulfilled. For quantitative variables, the Student’s t-test or the Mann—-Whitney U-
test (for non-parametric tests) was used. In addition, the Kruskal-Wallis test was used to
compare the gene expression levels among categorical variables with three or more
categories. Spearman’s correlation coefficient was calculated to assess association between
quantitative variables. When performing multiple comparisons, the Holm-Bonferroni method

was used to adjust p-values(Holm, 1979). As some patients did not show expression of some
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genes, we consider expression levels as (1) a quantitative variable, including only those
patients with quantifiable gene expression; and (2) a qualitative variable, considering two
groups of patients, those expressing the gene and those with no expression at all. Survival was
estimated using the Kaplan-Meier estimator (Kaplan & Meier, 1958) and differences in survival
between groups were assessed using the log-rank test (Greenwood, 1926; Kalbfleisch &
Prentice, 1980). Overall survival (OS) was calculated as the time from diagnosis to death or last
follow-up and event-free survival (EFS) as the time from diagnosis to the occurrence of an
event (refractoriness, relapse, death or last follow-up, censoring at the time of allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) to avoid the confounding effect of other
competitive events after transplant). In the univariate analysis we included the main clinical
and biological prognostic factors, such as age, leucocytes, CNS, MLL-rearrangement, MRD post-
inductions and the different cut-off for HDAC expression levels. Those factors statistically
significant in the univariate analysis were included in the multivariate. Multivariate survival
analyses were performed using the Cox proportional hazards model. Hazard ratios and their
corresponding confidence intervals were derived from that model(Cox, 1972). We used the
Contal and O’Quigley method (Contal & O’Quigley, 1999) to estimate cut-off values of the gene

expression levels and thus determine high and low expression.
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156  Supplementary Table I. Main clinic and biological characteristics of the 211 pediatric patients

157 with acute leukaemia included in the study.

Total no. (%)

Patients
211
Sex
Male 121 (57)
Female 90 (43)
Age, years
Median (range) 5.8 (0-17.1)
< 1lyearold 15(7)
1-9 years old 147 (70)
>10 years old 49 (23)
WBC count, x10°/L, median (range) 52.8 (0.6-741.0)
Blasts, median (range)
Bone marrow 84.9 (13-100)
Peripheral blood 47.5 (0-100)
CNS (n=209)
CNS-1 165 (78)
CNS-2 27 (12)
CNS-3 16 (8)
Lineage & Immunophenotype
Precursor B-cell ALL (BCP-ALL) (n=134)
Common CD10+ 125
Pro-B CD10- 9
T-ALL (n=33)
Pro-T 1
Pre-T 4
Early T-cell Precursor 4
Cortical 21
Mature 3
AML (n=44)
Cytogenetics
pB-ALL (n=134)
High Hyperdiploidy 47
(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 25
t(1;19)(q23;p13)/TCF3-PBX1 6
(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1 7
MLL-rearranged? 11
B-other 38
T-ALL (n=33)
Normal 16
Abnormal 8
No metaphases 4
AML (n=44)
Acute Promyelocytic Leukaemia 3
CBF-AMLP 6
MLL-rearranged® 12
Otherd 23
Protocol
pB-ALL
INTERFANT-06
SHOP-INFANT 2001 1
SHOP-1999 13
SHOP-2005 62
SEHOP-PETHEMA 2013 54
T-ALL
SHOP-2005 17
SEHOP-PETHEMA 2013 16
AML
SHOP-LAM-1996 1
SHOP-LAM-2001 11
SHOP-LAM-2007 28
PETHEMA LPA 2005 3
LAM DOWN 2006 1
Median follow-up, years (range) 4.84 (0.01-16.0.)
Overall Survival at 5 years, estimate * SE, %
BCP-ALL 96+2%
T-ALL 82+7%
AML 66+8%
Event Free Survival at 5 years, estimate * SE, %
BCP-ALL 84.3+4%
T-ALL 82.1+7%
AML 50.3+8%
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WBC: white blood cell. CNS: Central Nervous System. ALL: Acute Lymphoblastic Leukaemia. AML: Acute Myeloblastic Leukaemia. CBF: core-binding
factor. SE: Standard Error.

a MLL rearrangements in BCP-ALL: t(4;11)(g21;q923), n=3; t(11;19)(g23;p13), n=1; t(9;11)(p22;q23), n=1; t(7;11)(p22;q23), n=1; other MLL-rearranged
cases with unknown partner (FISH-positive cases), n=5.

b CBF-AML: t(8;21)(q22;622), n=3; inv(16)(p13;422)/t(16;16)(p13;q22), n=3.

¢ MLL rearrangements in AML: t(9;11)(p22;923), n=4; t(11;19)(g23;p13), n=3; t(10;11)(q11.2;q23), n=2; other MLL-rearranged cases with unknown
partner (FISH-positive cases), n=3.

dOther AML: complex karyotype and other rearrangements.
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Supplementary Figure 1. Expression levels of HDACs, MEF2C and MEF2D genes in normal

hematopoietic cells. Relative quantification was calculated with the 2722

method and a pool
of non-neoplastic samples was used as calibrator (X-axis). Dashed lines represent the median
value of the samples; in normal haematopoietic cells represent the median of three replicates.
The log, normalized gene expression is depicted in grey dots for CD34+ cells, green dots for
normal mature CD19+ cells and red dots for normal mature Pan-T cells. Patients who did not
express a determined gene are represented out of the limits of Y-axis (bottom of the graphic,
not at scale).

The CD34+ cells globally overexpressed all HDACs and showed a very high expression of SIRT1,
while HDAC1, HDAC3 and HDAC11 were expressed at lower levels regarding the normal bone
marrow used as calibrator. Unfortunately, we could not assess MEF2C and MEF2D expression
in CD34+ cells. Peripheral blood mature cells had a different profile: CD19+ B-lymphocytes
lacked HDACS5 expression, but had high levels of the remaining genes, except for HDAC11,
which was under-expressed, and for HDAC6, HDAC7 and SIRT7, all of them expressed at the
same level as the calibrator. Mature T-cells presented absence of expression of HDAC4 to

HDACY, and MEF2C; HDAC2, HDAC3, HDAC11 and SIRT7 were under-expressed, while HDAC10

and SIRT1 levels were high as compared to the calibrator.
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Supplementary Figure 2. Correlation among HDACs, MEF2C and MEF2D in 211 paediatric
leukaemic patients according to lineage. 2a) 134 patients with BCP-ALL; 2b) 33 T-ALL patients
and 2c) 44 AML patients. Spearman’s correlation coefficients between all possible gene pairs
are shown. NAs correspond to pairs with sample sizes lower than 5, for which correlations
were not estimated. We observed a significant Spearman’s correlation intra- and inter HDACs

classes. Statistical significance is represented by *p<0.05 and **p<0.01.
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Supplementary Figure 3. Expression of HDACs, MEF2C and MEF2D in 211 paediatric patients
according to the lineage of the leukaemia. We included in our study 134 BCP-ALL cases, 33 T-
ALL and 44 AML patients, and observed different HDAC expression according to the lineage of

the leukaemia. Relative quantification was calculated with the 2724

method and a pool of non-
neoplastic samples was used as calibrator (X-axis). Dashed lines represent the median value of
the samples. The log, normalized gene expression is depicted in green dots for BCP-ALL

samples, red dots for T-ALL and blue dots for AML patients. Patients who did not express a

determined gene are represented out of the limits of Y-axis (bottom of the graphic, not at

scale).
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Supplementary Figure 4. Expression levels of HDACs, MEF2C and MEF2D genes in 134
paediatric BCP-ALL patients. Relative quantification was calculated with the 2722 method and
a pool of non-neoplastic samples was used as calibrator (X axis). Dashed lines represent the
median value of the samples. The log2 normalized gene expression is depicted in green dots
for BCP-ALL patients and in dark green for normal mature CD19+ cells (median value of three
replicates). Patients who did not express a determined gene are represented out of the limits

of Y-axis (bottom of the graphic, not at scale).
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Supplementary Figure 5. Expression of HDACs, MEF2C and MEF2D in 134 paediatric BCP-ALL
patients, according to the cytogenetic subtype. Relative quantification was calculated with
the 222 method and a pool of non-neoplastic samples was used as calibrator (X axis). Dashed
lines represent the median value of the samples. The log2 normalized gene expression is
depicted in grey dots for MLL rearranged patients, in light green dots for patients with high
hyperdiploidy (HeH), dark green dots for ETV6-RUNX1 patients, intermediate green dots for
TCF3-PBX1 cases, light blue dots for patients with BCR-ABL1 rearrangement and blue dots for
patients included in the B-other category. Patients who did not express a determined gene are

represented out of the limits of Y-axis (bottom of the graphic, not at scale).
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Supplementary Figure 6. Expression of HDACs, MEF2C and MEF2D in 33 paediatric T-ALL
patients according to the NOTCH1-FBXW7 mutational status. Relative quantification was
calculated with the 2722 method and a pool of non-neoplastic samples was used as calibrator
(X axis). Dashed lines represent the median value of the samples. The log2 normalized gene
expression is depicted in light pink dots for non-mutated NOTCH1-FBXW?7 patients and in black
dots for NOTCH1-FBXW?7 mutated cases. Patients who did not express a determined gene are

represented out of the limits of Y-axis (bottom of the graphic, not at scale).
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Editor-in-Chief

Finbarr E. Cotter

Chair of Experimental Haematology, Barts Cancer Institute, Centre for Haemato-Oncology, Barts and
The London School of Medicine, London, UK

Barcelona, 20" of April, 2018
Dear Dr Cotter,

We appreciate your comments on our manuscript entitled “Paediatric patients with acute
leukaemia and MLL rearrangement show a distinctive expression pattern of histone deacetylases”
(BJH-2018-00214) and send a revised version for your consideration to be published in British Journal
of Haematology, after addressing in detail all the main issues raised by the reviewers and introducing

the appropriate changes in the manuscript.
We

We think that all the constructive suggestions would help to maximize the results of our study and
improve the quality of this manuscript. Robustly support It is our belief that the manuscript is
substantially improved after making the suggested edits.

We hope that these revisions improve the paper such that you and the reviewers now deem it
worthy of publication in BJH. Next, we offer detailed responses to your comments as well as those of
the reviewers.

Sincerely,

Mireia Camos

Interestingly, as MEF2D rearrangements are associated to pro-B phenotype in B-other ALL, we
studied one of our cases with similar presentation (teenager, pro-B phenotype, very high HDAC9
expression): the FISH studies showed no rearrangement of MEF2D but a fusion of ZNF384 instead.




REVIEWER 1

Comments to the Author

This manuscript describes the expression of HDAC and associated transcription factors in primary
paediatric leukaemia samples. The patient cohort is large enough to demonstrate stricking
associations between leukaemia lineage and in some cases molecular/cytogenetic status, and
expression of specific patterns of HDACi and MEF2C/D. In some cases, these patterns are significant
for disease prognosis and may well make an important contribution towards future efforts to use
HDAC inhibitors, especially more subtype specific ones, in clinical trials. Furthermore, the association
between MLL rearranged leukaemias and high HDAC9/MEF2D expression gives interesting clues and
insights into the transcriptional networks controlling the leukaemia biology in this subtype. This may
well be exploited in future analyses of possible therapeutic options for MLL rearranged leukaemias.
The data described in this manuscript will therefore be of interest to both leukaemia biologists and
clinicians.

We would like to thank the reviewer 1 for the kindly comments and the interest showed in
our study. We fully appreciate the thorough reading and the positive feedback from the
reviewer 1.

REVIEWER 2

Comments to the Author

Vega-Garcia N et al. analyzed expression of HDACs and other genes in pediatric leukemia and
association of expression of each gene. They also showed that HDAC9 was correlated with outcome.
The results are potentially interesting but an impact of this study is minimized due to insufficient
information. The following issues to be addressed:

We highly appreciate the detailed valuable comments of reviewer 2. As suggested by the
reviewer, we have sought for more information to try to maximize the possible impact of our
study. Thus, we have performed additional experimental data to support our conclusions and
discussion has been modified as suggested to clarify the message.

We addressed all the comments and questions raised by the reviewer one by one as follows:

#1. Authors showed an association between HDACs expression and outcome, and HDAC9 had an
adverse effect on outcome. However, an importance of HDAC9 in leukemia biology is unclear.

The reviewer is right; HDAC9 plays an important role in cancer and, in fact, its overexpression has
been associated to dismal outcome in different neoplasias, such us breast cancer,
medulloblastoma and leukaemia (Lapierre et al., 2016; Milde et al., 2010; and Moreno et al.,
2010, respectively). However, the specific role of HDAC9 in leukaemia biology and the
mechanisms underlying the overexpression and the functional consequences are not fully
understood and have been scarcely addressed. Thus, only Lapierre & Milde have investigated the
HDACSY overexpression in breast cancer and medulloblastoma respectively, with some interesting
insights regarding possible epigenetic mechanisms responsible for the overexpression, but
without conclusive results.



1.1 Authors should show how overexpression of HDAC9 is induced, and also investigate underlying
mechanism caused by overexpression of HDACSY.

Possible mechanism of HDAC9 overexpression can be considered:

1) MEF2D upregulation and consequent HDAC9 deregulation

HDAC9 is a direct transcriptional target of MEF2D; therefore, deregulation of MEF2D could
account for the HDAC9 overexpression. In our study we found a significant direct correlation of
both genes. However, this regulation could depend on the specific cell lineage and underlying
genetic aberrations. Recently, overexpression of HDAC9 was reported to be the result of MEF2D
fusions (Gu Z, et al 2016; Kyogo S, et al 2016). In these studies some, but not all cases, had focal
gains at MEF2D, as observed by SNP arrays.

2) HDAC9 gene amplification

HDAC9 gene amplification as a mechanism of overexpression is somewhat controversial. Thus,
Gil et al. found HDAC9 gene amplification in 50% of diffuse large B-cell ymphoma cases with high
HDAC9 expression. However, studies in breast cancer suggested that gain in HDAC9 gene copy
number is not involved in HDAC9 overexpression (Lapierre et al., 2016). Therefore, this could be
modulated by specific cell type and cancer settings, and there is no reported data on leukaemia.

We have reviewed the karyotype of the most highly expressed HDAC9 cases in our series (see
table). Four out of 8 cases with highest HDAC9 expression had hyperdiploidy, but no trisomies or
gross abnormalities in 7p21.1 or 1922 (where HDAC9 and MEF2D genes are located), were
observed. However, methodologies with higher sensitivity should be performed to discard gene
amplification as a mechanism of HDAC9 overexpression in patients with leukaemia.

Patient Log2 HDAC9 mRNA expression Cytogenetics

1 7,675 B-other. ZNF384 rearrangement (FISH)

2 7,959 46,XY[15]/hyperdiploid,51+[10]

3 9.942 61,XXY,der(1),+5,+6,+8,+9,+10,+14,+15+16+17+18,
! +19+20+21+22 [20]

4 9,899 45/46,XY,del(5)(q),del(7)(q),-5?,-77. [18]

5 6.776 54,XX,+X,dup(1)(q21;932)?,+4,+6,+10,+14,+17,+18,
! +21[20]/46,XX[7]

6 6,705 46,XX [20]

7 6,520 44, XX,-4 der (9), t(9;13)(p13;912),-13

8 6,619 51,XY,+X,+10,+18,+21,+mar[9]/46,XY[11]

3) HDAC9 mutations

Activating mutations is one of the mechanisms leading to gene overexpression, and so HDAC9
has been reported to have several mutations along the entire coding sequence in several types
of cancer (Ceccacci E & Minucci S, 2016). However, only few sites located in the catalytic domain
could be functionally relevant. The incidence of HDAC9 mutation in acute leukaemia has been



scarcely studied and only three mutated cases have been reported, two in acute myeloid
leukaemia patients and one in a pediatric patient with acute lymphoblastic leukaemia (ALL) and
Down Syndrome (COSMIC database).

In order to elucidate the underlying mechanisms that induce HDAC9 overexpression, we studied
the mutational status of HDAC9 in the hot-spot regions located in the histone deacetylase
catalytic domain (exons 13, 19 and 20). We selected those patients with highest levels of HDAC9
(i.e. those patients with HDAC9 expression above the cut-off 3.62, with a statistically significant
worse outcome) and found no mutations; only one patient showed a polymorphism in exon 19,
consisting of a synonymous variant previously described: rs370099772; c.2472A>T; p.Gly783-=.

The information about the study of the mutations status of HDAC9 has been added to the
revised version of manuscript in the Suplementary Methods, lines 58-62 and in discussion (lines
453-455).

4) Epigenetic regulation

Epigenetic regulation has been suggested as a mechanism of overexpression in a single study in
breast cancer; the authors reported that HDAC9 overexpression was associated with increased
epigenetic marks on the HDAC9 promoter (Lapierre et al., 2016).

In summary, the mechanisms underlying the overexpression of HDAC9 are not fully understood
and more in-depth mechanistically insights are required to understand the altered function of
HDAC9 in cancer cells. Following the reviewer’s suggestions, we have discarded mutations in
hot-spot regions as a mechanism of HDAC9 overexpression; more complex mechanistic studies
are far beyond the scope of our work.

Moreover, consequences of HDAC9 overexpression and the global role of HDAC9 in
leukaemogenesis are not fully elucidated.

1.2 It would be nice if authors could show comprehensive signature of expression with/without

HDAC9 expression.

In complete agreement with the reviewer we think that a comprehensive signature of HDAC9
expression both in vitro or in vivo models would be helpful to confirm our results. However,
these kind of experimental approaches are beyond the scope of this paper.

#2.1 Authors showed expression of some genes were associated with better/poor outcome, but

authors assayed many genes, and authors should adjust for multiple comparisons, as most of p-

values is around 0.05.

We thank the reviewer for the opportunity to clarify this point, as this adjust for multiples
comparisons was already made in our article, but was not clearly stated.

We have clarified this point in the Supporting information (Line 76-77): “When performing
multiple comparisons, the Holm-Bonferroni method was used to adjust p-values (Holm, 1979)”

2.2 Furthermore, authors performed multivariate analysis, but detailed information for the analysis is

missing. Please describe which factors were included into the multivariate analysis.

Regarding multivariate analysis, all univariate analysis included the main clinical and biological
prognostic factors, such as age, leucocytes, CNS, MLL-rearrangement, MRD post-induction and
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the different cut-off for HDAC expression levels. In the multivariate analysis we included those
factors statistically significant in the univariate analysis.

For OS in B-ALL we did not find any significant factor in the univariate analyses so we did not
perform the multivariate. For the EFS we included age, WBC count, MLL-rearrangement, HDAC2
23.29 and HDAC923.62, in the multivariate analysis remain statistical significant HDAC2 and
HDAC9 (p=0.0034 and p=0.0023, respectively).

Add to Manuscript: Line 87-90 (Supporting information): “In the univariate analysis we included
the main clinical and biological prognostic factors, such as age, leucocytes, CNS, MLL-
rearrangement, MRD post-induction and the different cut-off for HDAC expression levels. Those
factors statistically significant in the univariate analysis were included in the multivariate.”

Here we showed the results for the univariate and multivariate analysis:

B-ALL UNIVARIATE OS

HR 95% CI p-value G"‘,’;z?’
sex=1 1.156 0.192 6.958 0.87 -

age 1.136 0.948 1.360 0.17 -

age=[1,10) 0.155 0.014 1.714 0.13
age=[10,18) 0.734 0.065 8.255 0.80 049
age=[1,18) 0.254 0.028 2.283 0.22 -

WBC 1.002 0.997 1.008 0.43 -
WBC220 0.373 0.042 3.342 0.38 -
WBC=50 1.091 0.122 9.782 0.94 -
WBC2100  2.053 0.229 18.434  0.52 -
WBC2200 6.228 0.686 56.523  0.10 -
CNS=2/3 2.092 0.228 19.225 0.51 -

MLL=1 2322 0.258 20.868 0.45 -

MRDFIO01=1 0.764 0.085 6.885 0.81 -
B-ALL UNIVARIATE EFS
HR 95% CI p-value Global p-value
sex=1 1.659 0.567 4.857 0.36 -

age 1.091 0970 1.226 0.15 -

age=[1,10) 0.124 0.026 0.591  0.0088
0.054

age=[10,18) 0.312 0.056 1.721 0.18

age=[1, 18) 0.155 0.034 0.702 0.016 -

WBC 1.007 1.003 1.011 <0.001 -

WBC=20 2,195 0.795 6.058 0.13 -

WBC>50 1.523 0.429 5.406 0.51 -




WBC=100 2218 0.497 9.894 0.30 -

WBC>200 9.349 2.039 42.878 0.0040 -

CNS=2/3 2.168 0.606  7.753 0.23 -

MLL=1 6.887 2.149 22.070 0.0012 -

MRDFIO01=1 0.963 0.268  3.459 0.95 -

HDAC223.29 0.185 0.051 0.664 0.0097 -

HDAC923.62 21.377 2.736 167.052 0.0035 -

B-ALL MULTIVARIATE EFS

HR 95% ClI p-value

age=[1,18) 0.082 0.003 2344  0.14
WBC 1.002 0994 1.010  0.62
MLL=1 1.963 0.411 9368  0.40

HDAC2>3.29 0.123 0.030 0499  0.0034

HDAC9 >3.62 42.479 3.807 473.971 0.0023

For T-ALL, both OS and EFS, we did not perform any multivariate analysis because any factor was significant in the
univariate analyses.

T-ALL UNIVARIATE OS

HR 95% ClI p-value

age 1.030 0.824 1.288 0.79

age=[10,18) 0.866 0.144 5.199 0.88

WBC 1.000 0.995 1.005 0.96

WBC>20 1.674 0.187 14.983 0.64

WBC=50 0.847 0.141 5.080 0.86

WBC=100 2.050 0.341 12.339 0.43

WBC=200 1.072 0.120 9.604 0.95

CNS=2/3 0.652 0.073 5.852 0.70

MRDFIO01=1 3.902 0.425 35.793 0.23

T-ALL UNIVARIATE EFS

HR 95% CI p-value

age 0.905 0704 1.163  0.43
age=[10,18) 0.318 0.035 2.851 031
WBC 1.003 0999 1.006  0.12
WBC250  2.135 0.355 12.825  0.41
WBC2100 5414 0.895 32.745 0.066
WBC2200 3.414 0569 20.479  0.18
CNS=2/3  0.542 0.061 4.852  0.58



HR 95% ClI p-value

MRDFIO01=1 3.858 0.421 35.363 0.23

For AML and OS we included HDAC5>2.43 and HDAC9>5.11.

AML UNIVARIATE OS

HR 95% ClI p-value Global p-value
sex=1 0.744 0.270 2.055 0.57 -
age 0.990 0.900 1.089 0.84 -
age=[1, 10) 0.375 0.108 1.300 0.12
age=[10,18) 0.568 0.141 2.288 0.43 033
age=[1,18) 0.429 0.135 1.365 0.15 -
WBC 0.991 0.978 1.005 0.21 -
WBC220 0.740 0.235 2.335 0.61 -
WBC250 0.194 0.025 1.475 0.11 -
CNS=2 1.394 0.374 5.199 0.62
0.76
CNS=3 1.579 0.425 5.871 0.50
MLL=1 0.745 0.210 2.649 0.65 -

MRDFIO01=1 2.788 0.897 8.666 0.076 -

HDAC12-2.96 2.757 0.775 9.803 0.12 -

HDAC5>2.43 10.665 1.234 92.145 0.031 -

HDAC8>2.34 2371 0.851 6.610 0.10 -

HDAC9>5.11  3.702 1.271 10.780 0.016 -

AML MULTIVARIATE OS

HR 95% ClI p-value

HDAC522.43 10.923 1.155 103.287 0.034
HDAC9>5.11 3.466 0.733 16.377 0.12

For EFS multivariate analyses we included MRD post-induction and HDACS.
AML UNIVARIATE EFS

HR 95% CI p-value Global p-value
sex=1 0.487 0.196 1.210 0.12
Age 0.981 0.901 1.067 0.65

age dx2[1,10) 0.488 0.163 1.461 0.20
0.46
age.dx2[10,18) 0.645 0.186 2.236 0.49

age=[1, 18) 0.534  0.192 1.488 0.23

WBC 0.989 0.974 1.003 0.12

WBC>20 0.487 0.162 1470 0.20

leucos>50 0.140 0.019 1.054 0.06




HR 95% ClI p-value Global p-value

SNC2 1330 0376 4.709 0.66

0.91
SNC3 1.011 0.287 3.560 0.99
MLL=1 0.428 0.124  1.469 0.18

MRDFI001=1 3.258 1.215 8.738 0.019

HDAC12>-2.96 3.152 0.909 10.923 0.070

HDAC522.43 4.277 0.902 20.278 0.067

HDAC821.52 3.044 1.078 8.589 0.035

HDAC92>5.11 2350 0.879 6.284 0.089

AML MULTIVARIATE EFS

HR 95% ClI p-value

MRDFIO01=1 2.514 0.867 7.289 0.090
HDAC8 21.52 2.841 0.755 10.699 0.12

#3. In abstract and Introduction, authors mentioned that the study aimed to provide evidences
helping to choose more specific HDACi in a personalized medicine. Is there any data regarding
correlation between expression of HDACs and effect of HDACi? Please show/discuss it.

Regarding correlation between expression of HDAC and and the effect of HDACI, there are
different studies reporting different HDACi effect according to HDAC9 expression levels.

Kyogo S, el al 2016 showed the inhibitory activities of two HDACi vorinostat and quisinostat, in
cells with MEF2D-BCL9 fusion cultured at therapeutic concentration. They also demonstrated
sensitive to HDACi treatment in those patients with MEF2D-BCL9.

Gu Z, et al.2016 demonstrated sensitivity to HDAC inhibitor panobinostat in leukemia cells with
MEF2D-BCL9, characterized by overexpression of HDACY, but little sensitivity to BCL9 inhibitors.
This data suggest HDAC inhibition as a potential therapeutic option in this high-risk form of
leukaemia.

Moreover, in breast cancer HDAC9 expression controls the sensitivity of breast cancer cells to
HDAC inhibitors (Lapierre et al., 2016).

#4. In T-ALL, an impact of HDAC4 did not reach statistical significance, but authors discuss as if it had
significant impact.

Authors, as reviewer 2 suggested, considered not discuss the results obtained for HDAC4
because it was a trend, not statistically significant. This was probably due to the lower cases
included because prednisone was only given in the last protocol. However, considering that in
other publications the results were significant and our trend made clinically sense, authors
mentioned the results in the discussion, highlighting its clinical and therapeutic impact due to
the possibility that this HDAC offers as a targetable drug, especially in a high risk subgroup
(prednisone-poor responders).



FLT3 is implicated in cytarabine transport by human equilibrative nucleoside

transporter 1 in pediatric acute leukemia
Albert Catala, Marcal Pastor-Anglada, Liska Caviedes-Cardenas, Roberta Malatesta, Susana Rives, Nerea
Vega-Garcia, Mireia Camds, Paula Fernandez-Calotti

FLT3 abnormalities are negative prognostic markers in acute leukemia. Infant leukemias are a
subgroup with frequent MLL (KMT2A) rearrangements, FLT3 overexpression and high
sensitivity to cytarabine, but dismal prognosis. Cytarabine is transported into cells by Human
Equilibrative Nucleoside Transporter-1 (hENT1, SLC29A1), but the mechanisms that regulate
hENT1 in acute leukemia have been scarcely studied. We explored the expression and
functional link between FLT3 and main cytarabine transporters in 50 pediatric patients
diagnosed with acute lymphoblastic leukemia and MLL rearrangement (ALL-MLL+) and other
subtypes of leukemia, and in leukemia cell lines. A significant positive correlation was found
between FLT3 and hENT1 expression in patients. Cytarabine uptake into cells was mediated
mainly by hENT1, hENT2 and hCNT1. hENT1-mediated uptake of cytarabine was transiently
abolished by the FLT3 inhibitor PKC412, and this effect was associated with decreased hENT1
mRNA and protein levels. Noticeably, the cytotoxicity of cytarabine was lower when cells were
first exposed to FLT3 inhibitors (PKC412 or AC220), probably due to decreased hENT1 activity,
but we observed a higher cytotoxic effect if FLT3 inhibitors were administered after
cytarabine. FLT3 regulates hENT1 activity and thereby affects cytarabine cytotoxicity. The
sequence of administration of cytarabine and FLT3 inhibitors is important to maintain their
efficacy.
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ABSTRACT

FLT3 abnormalities are negative prognostic markers in acute leukemia. Infant
leukemias are a subgroup with frequent MLL (KMT2A) rearrangements, FLT3
overexpression and high sensitivity to cytarabine, but dismal prognosis. Cytarabine
is transported into cells by Human Equilibrative Nucleoside Transporter-1 (hENT1,
SLC29A1), but the mechanisms that regulate hENT1 in acute leukemia have been
scarcely studied.

We explored the expression and functional link between FLT3 and main
cytarabine transporters in 50 pediatric patients diagnosed with acute lymphoblastic
leukemia and MLL rearrangement (ALL-MLL+) and other subtypes of leukemia, and
in leukemia cell lines.

A significant positive correlation was found between FLT3 and hENT1 expression
in patients. Cytarabine uptake into cells was mediated mainly by hENT1, hENT2 and
hCNT1. hENT1-mediated uptake of cytarabine was transiently abolished by the FLT3
inhibitor PKC412, and this effect was associated with decreased hENT1 mRNA and
protein levels. Noticeably, the cytotoxicity of cytarabine was lower when cells were
first exposed to FLT3 inhibitors (PKC412 or AC220), probably due to decreased hENT1
activity, but we observed a higher cytotoxic effect if FLT3 inhibitors were administered
after cytarabine.

FLT3 regulates hENT1 activity and thereby affects cytarabine cytotoxicity. The
sequence of administration of cytarabine and FLT3 inhibitors is important to maintain
their efficacy.

INTRODUCTION patients still have a poor outcome. For these high-risk
patients it is still necessary to find new biomarkers that

Acute leukemia is the most frequent cancer in may guide therapy or serve themselves as a target for
children. Although a remarkable improvement in survival new therapies. Among high-risk cases, infant leukemias
of children with acute leukemia has been achieved, some (those diagnosed at age < 1 year) are a special subgroup
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with distinctive clinical and biological features, including
frequent MLL (Mixed Lineage Leukemia, also known as
KMT24) rearrangements, high FLT3 (FMS-like tyrosine
kinase 3) expression and high sensitivity to the nucleoside
analogue cytarabine (Ara-C), but a dismal prognosis [1-6].
FLT3 is a tyrosine-kinase receptor with a key role
in hematopoiesis. FLT3 mutations and overexpression
have emerged as negative prognostic biomarkers in acute
lymphoblastic leukemia (ALL) and acute myeloblastic
leukemia (AML) [3, 7-10]. FLT3 is expressed in
the majority of ALL and AML cases, but the highest
levels have been observed in ALL with MLL gene
rearrangements (ALL-MLL+) and hyperdiploid ALL
(51-67 chromosomes, HeH) [6, 10]. FLT3 overexpression
correlates with unfavorable prognosis in adult AML cases
as well as in infant leukemias [8]. The overexpression
of FLT3, even in the absence of activating mutations,
causes phosphorylation of the receptor, resulting in a
constitutively active form of FLT3 in a ligand-independent
manner [3, 5, 8, 9, 11]. Internal tandem duplication of
the FLT3 gene (FLT3-ITD) constitutively activates the
receptor and confers a negative prognostic impact in both
adult and pediatric AML cases, especially when a high
mutant to wild-type allelic ratio is observed [3, 8, 12, 13].
Ara-C is a nucleoside analog that requires membrane
transport proteins of the human nucleoside transporters
(hNT) gene families SLC28 and SLC29 to be internalized
into target cells. SLC28 encode human Concentrative
Nucleoside Transporters (WCNT) whereas SLC29 encode
human Equilibrative Nucleoside Transporter (hENT)
proteins. Despite important advances in the knowledge of
the tissue distribution and pharmacology of hNT proteins,
there is still a limited understanding of the mechanisms
that regulate their expression and activity [14]. Ara-C is
known to be transported across the cell membrane mainly
by Human Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (hRENT1,
SLC29A1) [14, 15]. Once inside the cell, Ara-C undergoes
metabolic activation, and the first and rate-limiting step in
this process is its phosphorylation by deoxycitidine kinase
(DCK), necessary to finally exert its cytotoxic action [16].
Uptake into cells is a key step in the bioavailability
and pharmacological action of nucleoside analogues
[16] and, accordingly, several studies have established a
correlation between high AENT! expression levels, drug
sensitivity and outcome [14]. In this regard, elevated
hENT1 expression has been reported to facilitate the high
Ara-C sensitivity of infant ALL-MLL+, and a strong
correlation between ZENTI levels and Ara-C sensitivity
has been reported in those cases, as well as in adult AML
patients [17—19]. On the contrary, low hENT1 expression
levels have been related to Ara-C resistance in childhood
AML. Overall, these data are in line with the evidence that
in vitro Ara-C sensitivity in childhood and adult AML is
dependent upon hRENT1 [19].
In this setting, given that ALL-MLL+ cases present
both high levels of FLT3 and high sensitivity to Ara-C, we

hypothesized that FLT3 is a suitable candidate to modulate
hNT expression and activity, thereby contributing to cell
chemosensitivity. To address this issue, we analyzed
the relationship between FLT3 expression levels and
mutations and the expression and activity of different hANT
and Ara-C metabolizing enzymes in different cell lines and
in a series of ALL and AML pediatric patients.

RESULTS

FLT3 is highly expressed in pediatric ALL-
MLL+ patients

FLT3 mRNA expression was quantified by RQ-PCR
in 50 patients and 3 cell lines (MV4-11, SEM, K562) and
normalized against mRNA from commercial bone marrow
CD34+ cells. The expression of FLT3 was heterogeneous,
with a median (arbitrary units) of 4.35 (0.09-4470).
Among the different cytogenetic subgroups, the highest
FLT3 levels were observed in ALL-MLL+ patients; none
of them had FLT3-ITD (data not shown). We found no
significant differences between FLT3 levels and gender,
CNS status or white blood cell count.

Positive correlation between hENT1 and FLT3
mRNA expression in pediatric leukemia samples

The mRNA amounts of the main nucleoside
transporters (NT) and intracellular metabolizing enzymes
(ME), hENTI1, hENT2 (SLC29A42), hCNTI (SLC2841),
hCNT2 (SLC28A42), hCNT3 (SLC2843), DCK and cN-1I
(NT5C2), were measured in 50 pediatric leukemia cases
by RQ-PCR. When correlating LT3 mRNA levels with
all these genes, noticeably, despite the high interpatient
variability, a positive correlation was found between FLT3
and hENTI mRNA levels (Figure 1). Based upon these
observations we could hypothesize that samples with high
FLT3 mRNA levels would show high Ara-C uptake and
probably, a better response to therapy. On the other hand, no
significant differences were found between hENT1, hENT?2,
hCNTI1, hCNT2, and hCNT3, DCK and cN-II mRNA
expression levels and age, gender, CNS status and WBC
count. Nevertheless, a positive correlation between FLT3
and DCK was also observed (Supplementary Figure S1).

Although our study was not designed to analyze NT
or ME expression patterns in acute leukemia molecular
subgroups, we also found significantly higher AENTI
levels in AML-MLL+ and lower DCK and ¢N-11I levels in
AML cases and T-ALL samples.

Characterization of the mRNA expression and
associated biological function of nucleoside
transporters in leukemic cell lines

As nucleoside transporter expression in pediatric
leukemic cells is not well known we analyzed the mRNA
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expression levels of the most relevant NT that could
potentially be implicated in Ara-C uptake, hENT1, hENT2,
hCNTI and hCNT3, in MV4-11, SEM and K562 leukemic
cell lines. The former two cell lines originated from
childhood leukemia. We observed that hENT1, hENT2
and ZCNT1 expression is retained in the three cell lines,
whereas barely detectable ACNT3 mRNA was found in
SEM and K562 cell lines (Supplementary Table S1).
Knowing that all cell lines expressed almost all NT
mRNAs, we then aimed at determining the transportability
profiles for each cell line. For this purpose, we performed
radiolabeled cytidine uptake measurements. We chose
cytidine because it is a pyrimidine that it is known to be
a good substrate for hENTs, hCNT1 and hCNTS3, all the
putative Ara-C transporters. All cell lines showed hENT1-
related function (Figure 2A) which was found to be the
predominant nucleoside transporter activity in the three
cell lines. We also detected, albeit to a lesser extent,
hENT2 and hCNTl-related activities in all of them.
MV4-11 also retained some hCNT3-related function,
being this activity undetectable in K562 and SEM cells.

Nucleoside transporters implicated in Ara-C
uptake

Direct transport of Ara-C by each of the previously
identified NTs was determined. Given that the only
cell line that retained all the NT-related activities was
MV4-11, we decided to focus on this cell line to study
Ara-C transport. We observed that Ara-C was translocated
inside cells by hENT1, hENT2 and hCNT!1 (Figure 2B).

FLT3 effect on hENT1 expression and activity

As we previously detected a positive correlation
between FLT3 and hENTI expression in the cohort of
primary samples from pediatric patients we decided
to evaluate the role FLT3 plays in modulating hENT1
expression. For this purpose we initially analyzed the
effects of the FLT3 inhibitor, PKC412, on MV4-11

and SEM cell lines. All NTs and ME mRNA levels
were determined in MV4-11 and SEM cells either
in the presence or in the absence of PKC412 used at a
concentration based upon previous literature [20]. Acute
treatment with PKC412 resulted in a significant down-
regulation of AENTI-related mRNA levels at the first
studied time-point (8 h) without any further change at 24 h
after treatment (Figure 3A). No changes in #ENT2-related
mRNA levels were found under the same conditions
(Figure 3B). The down-regulation of the hENT1-related
mRNA levels resulted in decreased hENTI1 protein
amounts (Figure 3C). Overall these data suggest that
down-regulation of hENTI1 is somehow specific and
occurs immediately after PKC412 treatment no matter
whether activated FLT3 is the result of its overexpression
(SEM cells) or the consequence of mutations resulting
in the constitutive activation of this kinase (MV4-11).
Under the experimental conditions described above,
it was also demonstrated that PKC412 inhibited FLT3
phosphorylation, without affecting total FLT3 expression
(Figure 3D) proving that the inhibitor was acting as
expected. To further assess the involvement of FLT3
in hENT1 regulation, another FLT3 inhibitor likely to
be more specific than PKC412, AC220, was also used.
AC220 could also inhibit FLT3 phosphorylation, thereby
inducing a significant down-regulation of hRENT1 protein
expression (Supplementary Figure S2).

The functional impact of hRENT1 down-regulation
following FLT3 inhibition was demonstrated by
monitoring hENT1-mediated cytidine uptake in MV4-11
cells. hENT1 function was significantly decreased
reaching its maximum inhibition at 16 h incubation with
PKC412 inhibitor (Supplementary Figure S3).

Effect of FLT3 inhibition on Ara-C uptake and
cytotoxicity

Considering that FLT3 inhibition induced the
down-regulation of ZENTI mRNA expression and related
activity, without significantly affecting other NTs, we
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Figure 1: Correlation between hENTI and FLT3 mRNA expression in pediatric leukemia samples. Relative ZENT]
mRNA levels of cells from 50 pediatric patients with acute leukemia were plotted against the levels of FL73 mRNA in the same samples.

Correlation coefficient is shown in the figure.
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then aimed at determining the effect of FLT3 inhibition on
Ara-C transport. For this purpose, we cultured MV4-11
cells with PKC412 for 16 h and evaluated direct Ara-C
uptake mediated by the previously demonstrated entities
that were responsible for the transport of the drug, hENT1,
hENT2 and hCNTI1. Under conditions of maximal
FLT3 inhibition, hENT1-mediated Ara-C uptake was
dramatically decreased (Figure 4), without significantly
affecting hENT2 and hCNTT1 related activities. However,
the residual hENT1 activity was still significant,
representing nearly a 25% of that of untreated cells. In
any case, no compensatory up-regulation associated with
the other Ara-C transporters was observed.

To address the question of whether Ara-C
cytotoxicity could be affected by hENT1 down-regulation
under FLT3 inhibition conditions, cytotoxicity assays
were performed. Ara-C was used at IC,  concentrations
in SEM and MV4-11 cells (not shown). Under conditions
of hENTT activity inhibition (using 1 uM NBTI) Ara-C
induced cytotoxicity was significantly blocked, whereas
addition of phloridzin (an hCNT inhibitor) did not
significantly alter Ara-C action (Figure 5A). Thus, in
basal conditions (no PKC412 present), Ara-C induced
cytotoxicity was mostly related to hENT1 function.
When MV4-11 cells were treated with the FLT3 inhibitor
PKC412 for 16 h, followed by a 6 h exposure to Ara-C,
impact on cell survival was not significantly greater than
when treating the cells with PKC412 alone (Figure 5B);
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however, if the exposure to the drugs was the opposite (6 h
Ara-C treatment, followed by a 16 h exposure to PKC412),
this combined treatment resulted in a significantly greater
cell death than when treating the cells with PKC412 alone
(Figure 5C). Thus, a lower cytotoxicity was observed if
PKC412 was given previous to Ara-C exposure, probably
due to a reduction in hENTT1 activity. In contrast, once
Ara-C had been administered, the subsequent addition
of PKC412 resulted in greater cytotoxicity. In the former
experimental design, the calculation of the coefficient of
drug interaction (CDI) revealed the occurrence of drug
antagonism (CDI: 1.20), whereas in the latter design, the
effect of both drugs turned out to be additive (CDI: 1.05).
Interestingly, when these experiments were performed
using the FLT3 inhibitor AC220, similar results were
obtained (Supplementary Figure S4), thereby reinforcing
the key role of FLT3 in hENT1 modulation and cytarabine-
associated cytotoxicity.

DISCUSSION

FLT3 mutations have emerged in the last years
as key prognostic biomarkers in AML. FLT3-ITD
mutation is a recognized adverse prognostic factor for
outcome in adult and pediatric AML patients [2, 3, 5, 7,
8, 21-23]. Accordingly, patients harboring FLT3-1TD
mutations are considered as high-risk patients, and
benefit from hematopoietic stem cell transplant (HSCT)

SEM

Cytidine uptake
(pmol /mg prot/min)

Figure 2: Characterization of nucleoside transporter activity implicated in Ara-C uptake. (A) [*H]-cytidine uptake (1 uM,
1 min) by MV4-11, K562 and SEM cells and (B) [*H]-Ara-C transport (1 pM, Imin) in MV4-11 cell line were assayed. Cross-inhibitions
were performed by adding to the transport medium cold guanosine (100 uM) and inhibition of hENT1 was achieved adding NBTI (1 uM)
to the transport medium. Data are expressed as means + SEM of triplicate measurements from three independent cultures.
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Figure 3: Involvement of FLT3 in AENT1 expression. mRNA expression of (A) A#ENT1 and (B) hENT2 were assayed by quantitative
RQ-PCR in MV4-11 and SEM cells treated for 8 or 24 h with FLT3 inhibitor PKC412 (0.045 puM). Results are based on duplicate
measurements from three independent experiments. Western blot for hRENT1 (C), FLT3 and phospho-FLT3 (Tyr591) (D) were performed
in cell extracts from MV4-11 cells incubated in the presence of PKC412 (0.045 uM) for different periods of time. A representative Western
blot of three independent experiments is shown in each panel. Statistical significance denotes significant difference relative to control cells

(*p <0.05; **p < 0.01).
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in first complete remission (CR1) [2, 21, 24]. FLT3
overexpression is associated with FLT3 phosphorylation,
thereby resulting in constitutive activation of the receptor,
similarly to FLT3 mutants [3, 5, 8, 12]. Some authors
have correlated FLT3 overexpression, in absence of FLT3
mutation, with poor outcome in both ALL and AML
[4, 5, 8]. Beyond these clinical observations, little is
known about the exact biological mechanism that confers
high risk in such patients. Armstrong and co-authors
[25] revealed that FLT3 gene overexpression is the most
distinctive feature of MLL rearranged acute leukemia.
Moreover, a significantly higher FLT3 expression level
was observed in infant ALL-MLL+ patients. Interestingly,
infant patients are highly sensitive to Ara-C, but show
in vitro resistance to prednisone and asparaginase [1].
All these data have been taken into account to design
the chemotherapeutic schemes in the International
Cooperative Treatment Protocol for Infants with ALL,
INTERFANT (99 & 06) [26].

Ara-C is mainly, but not exclusively, transported by
hENT]1, being this plasma membrane transporter a major
contributor to Ara-C bioavailability and, likely, action. In
fact, high hENT-related mRNA levels have been reported
in ALL-MLL+ patients, and this evidence may explain, at
least partially, their Ara-C sensitivity [17]. The same group
demonstrated that MLL rearrangements were no directly
involved in Ara-C sensitivity in infant ALL and childhood
AML-MLL+ [30], pointing out that other mechanisms are
involved in Ara-C sensitivity in these patients.

In our study, the analysis of a cohort of 50 pediatric
leukemia patients revealed a positive correlation between
the expression (MRNA levels) of FLT3 and hENTI. These
results would be consistent with previous observations
showing that subgroups of patients with high sensitivity
to cytarabine frequently overexpress FLT3 [3, 10, 27] .
Our results showing high hZENT! and FLT3 expression and
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a positive correlation between both parameters suggest
that FLT3 might play a relevant role on Ara-C sensitivity,
likely to involve hENT1 up-regulation.

We could not find any significant association
between FLT3 expression levels and other clinical or
biological features, although this analysis was far out of the
scope of our study. Moreover, a bias related to the selection
of determined molecular subtypes in our cohort of patients
was also introduced during the design of our study.

mRNA levels of other putatives Ara-C transporters
(hENT2, hCNTI1, hCNT3) and those of the intracellular
metabolizing enzymes DCK and c¢N-II were also
determined in the same cohort of patients, although no
correlations among NT and ME and clinical and biological
parameters were observed. Previous studies have
suggested a correlation between specific NT expression
profiles and outcome in solid tumors and hematological
malignancies [15, 19, 28, 29], being this issue recently
reviewed by ourselves [14]. However, the limited number
of patients within the present cohort did not allow us to
establish prognostic correlations.

We also found a positive correlation between FLT3
and DCK expression (Supplementary Figure S1), the kinase
involved in the first phosphorylation step of nucleoside
analogs once they have entered the cells via NTs. Low
levels of DCK tend to correlate with Ara-C resistance in
childhood ALL and AML and adult AML [18, 30, 31]. Our
observations suggest that DCK would not be a limiting
step in Ara-CTP formation in patients with high FLT3
expression and thus, would support intracellular activation
(i.e. phosphorylation) of Ara-C. These results would be
in agreement with other studies [19] showing an in vitro
correlation between hENT1 and DCK expression and
nucleoside analogs sensitivity in pediatric and adult AML
[18]. Recently, a collaborative EORTC-GIMEMA trial has
demonstrated a better response rate and survival with high

— C3 hENT1

Bl hENT2
l 3 hCNT1

-+ PKC412 16h

Figure 4: Effect of FLT3 inhibition in the uptake of Ara-C. Direct uptake of [*'H]Ara-C (1 uM, 1 min) was measured in MV4-11
cells in the presence of PKC412 for 16 h either in medium containing NaCl or choline chloride. Sodium-dependent transport was calculated
as uptake in NaCl medium minus uptake in choline chloride medium. Data are normalized to uptake measured in the absence of PKC412
and expressed as percentage + SEM from 3 independent experiments, each conducted in quadruplicate. Statistical significance denotes

significant difference relative to control cells (***p < 0.001).
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dose Ara-C in very high risk setting patients, including
AML FLT3-ITD cases [22], that presumably would show
high hENT1 expression according to our results.
Nucleoside analogues are the mainstay treatment
in AML and are broadly used in relapsed-refractory ALL
salvage schedules with diverse success rate [32-36].

As we here demonstrate a significant correlation between
FLT3 and Ara-C transporter hENT1, we propose that
FLT3 expression could be used as a nucleoside analogue
sensitivity surrogate.

Not surprisingly, several FLT3 inhibitors have
been developed in the last few years, and some of
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Figure 5: Effect of FLT3 inhibition in the cytotoxicity induced by Ara-C. Cell viability was determined by MTT assays when
(A) MV4-11 and SEM cells were cultured with Ara-C (3 uM and 1 uM for MV4-11 and SEM cells respectively) either in the presence or not
of NBTI (1 uM) or phloridzin (250 uM) for 48 h; (B) MV4-11 cells were treated with the FLT3 inhibitor PCK412 (16 h), followed by a 6 h
exposure to Ara-C (10 uM), and (C) MV4-11 cells were cultured with Ara-C (10 M) for 6 h, followed by a 16 h exposure to PKC412. Data
are expressed as percentage of survival + SEM of triplicate measurements from six-nine independent experiments. Statistical significance
denotes significant difference relative to control cells (*p <0.1; **p <0.01; ***p < 0.001) or to Ara-C or PKC412 treated cells as indicated.
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them are currently used in advanced-phases clinical
trials with variable success rate (https://clinicaltrials.
gov/). FLT3 inhibitors are basically expected to inhibit
cellular proliferation through the down-regulation of this
kinase, thus resulting in a withdrawal of antiapoptotic
signals [37-39]. Some FLT3 inhibitors revealed
higher efficacy when combined with chemotherapy
[38, 40—42]. However, the best schedule combination
with conventional chemotherapy has not been identified
yet and research using different approaches to overcome
inhibitors resistance is still needed. Given that a
significant correlation was found in our study between
FLT3 expression and ZENT1 expression, we also wanted
to explore how FLT3 inhibitors could modulate Ara-C
uptake and related cytotoxicity. We verified that Ara-C is
transported by hENT1 as it was previously reported, and
we also found that Ara-C can also be transported into the
cells by hENT2 and hCNT1. We next demonstrated that
the FLT3 inhibitor PKC412 induced a significant reduction
of hENTI mRNA expression in both MV4-11 and SEM
cell lines, which results in functional down-regulation of
hENT1-dependent drug uptake. Similar effects on hENT1
down-regulation were found with AC220, a more selective
FLT3 inhibitor. This effect appears to be specific, as
PKC412 does not modify other transporter functions (i.e.
hENT2 and hCNT1). Taken together, our results suggest
that Ara-C transporter hENT1 expression and activity
are regulated by FLT3. Interestingly, Jin and colleagues
[20], using heterologous transduction of FLT3-ITD in
HF6 cells, had suggested that FLT3-ITD down-regulates
hENT1 expression in a heterologous system using
transduced FLT3-ITD in HF6 cells. Oppositely, our results
achieved in endogenously expressing FLT3 cell lines (wild
type FLT3 and FLT3-ITD) suggest that FLT3 is indeed
up-regulating AENT! expression and related activity.
Those results are fully consistent with the clinical data,
showing a positive correlation between FLT3 and hENTI
mRNA expression levels in the cohort of 50 patients here
analyzed.

Regarding the effect on cell survival of the
combination of a FLT3 inhibitor and a chemotherapeutic
drug, two studies [43, 44] have previously demonstrated
in vitro that combined therapies involving FLT3 inhibitors
and chemotherapeutical agents might yield variable
efficacy depending upon the sequence of drug treatment.
Thus, antagonistic cytotoxic effects were induced when
they pretreated FLT3-1TD cell lines and primary patient
samples with a FLT3 inhibitor followed by chemotherapy.
Similar results were obtained in wild type FLT3 with
high FLT3 mRNA expression levels. This effect appears
to be the result of the FLT3 inhibitor inducing cell cycle
arrest at the G1-S phase, thereby perturbing the action of
genotoxic drugs, such as Ara-C. The possibility of FLT3
modulating hENT1 as a result of cell cycle perturbation
should not be ruled out, although it looks unlikely to
us. hENTI1 has been shown to provide extracellular

nucleosides for DNA synthesis in murine primary bone
marrow macrophages [45], but h(CNT1 is the transporter
known to be cell cycle-dependent, showing up-regulation
at the S phase [46]. Moreover, whereas FLT3 inhibition
induces down-regulation of hENT1 it does not change
at all either ACNT! mRNA expression levels or hCNT1-
related activity. In summary, we think FLT3-related
hENT1 modulation might not be the indirect result of
cell cycle arrest induced by FLT3 inhibition. However,
our data do further support the relevance of the sequence
of drug treatment. In fact, under conditions of hENT1
down-regulation, the cytotoxic effect triggered by either
PKC412 or AC220 was not further potentiated by Ara-C
treatment, whereas this was not the case when cells were
first treated with Ara-C, and basal hRENT1 activity had not
been yet down-regulated by FLT3 inhibition. Under these
conditions the cytotoxic efficacy of the combined therapy
was significantly much greater than when treating the cells
with the FLT3 inhibitor alone. This finding highlights also
the need for a better understanding of the basal regulatory
properties of drug transporters, which may be targets of
kinase inhibitors used in combined therapies.

In summary, we have demonstrated that Ara-C
transport into cells is mediated by hENT1, hENT2 and
hCNT1. More importantly, we also demonstrated that
FLT3 significantly regulates hENT1 expression and
activity and thereby Ara-C sensitivity. We have also
proved that the sequence of the administration of FLT3
inhibitors and Ara-C is important, as the cytotoxic efficacy
of the latter is greater when FLT3 inhibitors follow Ara-C
administration. Overall, our data might contribute to better
understand how FLT3 may influence drug sensitivity and
to develop new therapeutic approaches in order to improve
the overall outcome of patients with high risk subtypes of
leukemia.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

Investigation has been conducted in accordance with
the ethical standards and according to the Declaration of
Helsinki and according to national and international
guidelines and has been approved by the authors’
institutional review board.

Patient samples and cell lines

Among 265 pediatric patients aged 0—18 years
diagnosed with acute leukemia from 2003 to 2013 in
Hospital Sant Joan de Déu, we selected 50 cases (B-cell
precursor ALL: 44; T-ALL: 2; AML: 4) with available
biological samples for the study. We selected cases with
the main genetic abnormalities reported in ALL but, as we
wanted to determine the possible influence of FLT3 over
nucleoside transport activity, we conducted a bias towards
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cases with expected high FLT3 expression, that is, patients
with ALL and hyperdyploidy (51-67 chromosomes, HeH)
and MLL rearranged cases (ALL-MLL+). The main
clinical and biological characteristics of patients are
described in Table 1. Patients were all uniformly treated
according to the Spanish Society of Pediatric Hematology
and Oncology (SEHOP) consecutive protocols SHOP-
LAL-99 & 05 (ALL cases) and SHOP-LAM-00 & 07
(AML cases). We used normal bone marrow CD34+ cells
as calibrator for FLT3 and ANT expression. According
to the Local Ethics Committee of our institution, all
samples were stored in the legally competent Biobank of
our Hospital and were used after informed consent was
obtained either from the patients or their legal tutors.

We analyzed 3 different acute leukemia cell lines,
SEM (childhood B-cell precursor ALL with translocation
t(4;11) and MLL rearrangement with demonstrated
high FLT3 expression and no FLT3 mutation; DSMZ
ACC 546); MV4-11 (childhood AML with translocation
t(4;11) and MLL rearrangement, harboring a FLT3-ITD
mutation; DSMZ ACC 102) and K562 (lymphoid blast
crisis of chronic myeloid leukemia with known low FLT3
expression and no FLT3 mutations; DSMZ ACC 10).
K562 and MV4-11 cells were routinely cultured in RPMI-
1640 medium (Lonza, Walkersville, MD) supplemented
with 10% heat-inactivated Fetal Bovine Serum (FBS)
(Life Technologies, Carlsbad, CA), 50 pg/ml penicillin-
streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA), and 2 mM
L-glutamine (Invitrogen, Carlsbad, CA). SEM cells were
cultured in Iscove’s Modified Dubecco’s Medium (IMDM)
(Gibco, Breda, Netherlands) similarly supplemented
with 10% heat-inactivated FBS, 50 pg/ml penicillin-
streptomycin and 2 mM L-glutamine.

DNA and RNA extraction and reverse
transcription

Bone marrow or peripheral blood samples from
diagnosis were used for the analysis. Separation of
mononuclear cells was performed using density gradient
with Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis MO, USA) and
DNA was extracted with Qiaquick DNA extraction kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Total RNA was extracted with
TriPure (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) and cDNA
synthesis was performed from 10 ng of total RNA, using
the QuantiTect Whole Transcriptome Kit (Qiagen, Hilden,
Germany).

FLT3 mutational status

FLT3-ITD was studied by amplification of the
juxtamembrane domain spanning exons 14 and 15, using
fluorescently-labeled primers and subsequent analysis
on a 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Life Technologies, Foster City, CA, USA), as previously
described [47]. To detect point mutations in codon

D835 or deletions within codon 1836, we amplified the
exon 20 of FLT3 and digested the product with Eco-RV
enzyme, as reported [48]. All positive cases were directly
sequenced to confirm the presence of mutations, using the
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.0 (Applied
Biosystems, Life Technologies).

Quantification of FLT3 mRNA and protein
expression

The quantification of the FLT3 gene-related mRNA
was performed by real-time quantitative PCR (RQ-PCR)
using the TagMan® Gene Expression Assay Hs00174690
ml (Applied Biosystems, Life Technologies) (see
Supplementary Table S2), in a Light-Cycler 480 II
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), according to the
manufacturer’s instructions. Relative quantification was
calculated with the 2744 method, using B-glucuronidase
(GUS) (NM_000181.2, ref. 4310888E) as endogenous
gene and normal bone marrow CD34+ cells as calibrator.

FLT3 protein levels before and after treatment
with the FLT3 inhibitors PKC412 (Enzo Life Science,
Plymouth Meeting, PA) and AC220 (Selleck Chemicals,
Houston, TX) were quantified by Western blot. For
this purpose, cells were treated with either PKC412
(0.045 pM) or AC220 (0.5 nM) and lysed in a buffer
containing 20 nM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% triton X-100 supplemented with 1 mM sodium
orthovanadate, protease inhibitor (Complete mini; Roche,
Basel, Switzerland) and phosphatase inhibitor cocktails
(PhosSTOP; Roche). Fifty pg of proteins were separated
by SDS-PAGE on standard 10% gel and transferred
to Immobilon-P membranes (Millipore, Berford, MA,
USA). Membranes were incubated with FLT3 (8F2)
and phospo-FLT3 (Tyr591) antibodies (Cell Signalling,
MA, USA). After washing with TBS-Tween, membranes
were incubated with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated secondary antibodies. Immunoreactive bands
were detected by chemiluminiscence (ECL, Amersham
Pharmacia Biotech, NJ, USA).

Quantification of NT and metabolizing enzymes

Real-time quantitative PCR (RQ-PCR) amplification
of hCNTs and hENTs were performed with primers
and probes from Applied Biosystems, summarized in
Supplementary Table S2, using the TagMan Universal
Master Mix, 700 nmol/L probe and 150 nmol/L of each
primer in the ABI Prism 7700 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). The relative mRNA level of each
gene was calculated with the 2744 method and normalized
to that of B-glucuronidase (GUS) expression level and
normal bone marrow CD34+ cells as calibrator. Absolute
RQ-PCR results were obtained from interpolation of ACT
of each sample in line regression standards for number of
cDNA copies of each gene. hENT1 protein levels were
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Table 1: Clinical and biological characteristics of the 50 patients diagnosed with acute leukemia

included in our study

N=150
Age, years (range) 4.3 (0-16)
Gender, n (%)
Male 26 (52)
Female 24 (48)
CNS, n (%)
CNS1 46 (92)
CNS2t* 3(6)
CNS3 1(2)
WBC count, x10%L, median (range) 17.6 (1.1-331.2)
Hemoglobin, g/L., median (range) 7.7 (2.9-11.7)
Platelets, x10°/L, median (range) 52 (2-520)
Blasts, median (range) 93 (58-100)
Bone marrow 55 (0-99)
Peripheral blood
Immunophenotype, n (%)
Precursor B-ALL 44.(83)
2(4)
T-ALLP 4(8)
AML
Genetics, n (%)
ALL:
HeH 19 (38)
Other® 16 (32)
ETV6-RUNXI 4(8)
MLL+ 3(6)
TCF3-PBX1 2 (4)
BCR-ABLI 2 (4)
AML:
MLL+ 3(6)
Other? 1(2)

a: CNS2t: traumatic lumbar puncture.

b: Two cases of Early T-cell Precursor T-ALL, one of them harboring a FLT3-ITD mutation, were included.
c: Other B-cell precursor ALL cases (n = 14) included patients with normal karyotype (n = 5), cases with < 20 assessable
metaphases (n = 6), cases with abnormalities at chromosome 9p (n = 3).

The two T-cell ALL cases included had a normal karyotype.

d: Other AML cases: we included a patient with 47, XX, 1(6,9)(p23,q34), + 13/6]/46, XX, 1(6,9)(p23,q34)[6] harboring a

FLT3-ITD mutation.

Note: CNS: central nervous system. WBC: white blood cell. PB: peripheral blood. ALL: acute lymphoblastic leukemia.
AML: acute myeloblastic leukemia. HeH: high hyperdiploid ALL (51—-67 chromosomes).

semi-quantified by Western Blot, using a commercial anti-
hENT1 polyclonal antibody (STJ96396) from Saint John’s
Laboratory Ltd. (London, UK).

hNT activity assays

Nucleoside uptake was measured in MV4-11, SEM
and K562 cells using a method adapted from a technique
previously described by our laboratory [49]. Cells were
washed twice and resuspended in either a 137 mM NaCl
or 137 mM choline chloride buffer. Uptake assays were

started by mixing cell suspensions with a 10% of the
final volume of the same buffer, supplemented with a
radionucleoside - [*H]Ara-C or [*H]cytidine — at a final
concentration of 1 pM (specific activity 1 uCi/nmol) at
a specific activity of 4000 dpm/pmol. Incubation was
stopped after 1min (linear initial velocity conditions)
by washing the cells three times in 1 mL of a cold
buffer composed of 137 mM NaCl and 10 mM Tris
(hydroxymethyl) aminomethane-HEPES (pH 7.4). Cells
were then dissolved in 1 ml Triton-X-100 and aliquots
were sampled for protein determination, according to
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Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA), and for radioactivity
measurements.

In the presence of Na’, hENTs and hCNTs are
functional, although only hCNTs require this ion
for substrate translocation. Thus, sodium dependent
nucleoside transport activity (hCNT-related) was
determined by subtracting uptake rates measured in the
choline chloride medium (almost exclusively related
to hENT1 and hENT2 activities) from measurements
obtained in the sodium containing buffer (in which both
ENT and CNT are active).

Cross-inhibition experiments were performed as
described above, but adding saturating concentrations
(100 uM) of a secondary non-radiolabeled nucleoside
to the incubation media, which will compete for the
transporter and block the transport of radiolabeled
substrate. By adding extra guanosine to [*H]cytidine
uptake media, hCNT3 but not hCNT1 activity will be
blocked. hCNT1-mediated uptake was determined by
substracting the activity measured in [*H]cytidine +
guanosine conditions from [*H]cytidine alone and hCNT3
related activity from the substraction of [*H]cytidine
+ guanosine transport activity from the one determined
when using [*H]cytidine alone. The equilibrative (Na*-
independent) transport component inhibited by NBTI
(1 uM) accounts for the hENTI-related nucleoside
transport activity, whereas the NBTI-resistant transport
includes residual hENT2-related uptake plus diffusion
and binding components, which in general are negligible.

Cell treatment and apoptosis detection by MTT
assay

For routine cytotoxicity assays, 2 x 10* cells
were cultured either in the presence or the absence
of appropriate inhibitors. To unveil the role selected
nucleoside transporters can play in cytarabine-induced
cytotoxicity cells were incubated for 15 min either in the
presence or in the absence of NBTI (1 uM for hENT1
inhibition) or phloridzin 250 uM (for hCNT linhibition).
Afterwards Ara-C was added (3 uM and 1 puM for
MV4-11 and SEM cells respectively) and cytotoxicity
determined using  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide (MTT; Sigma-Aldrich) after
48 h. Optical density (OD) was measured at 550 nm.
For the analysis of combined drug effects cells were
cultured with either 0.045 uM PKC412 or 0.5 nM AC220
and 10 pM Ara-C, following the experimental design
described in the Results section, aimed at elucidating
the probable role of the order of drug administration
of chemotherapeutic efficacy. The Coefficient of Drug
Interaction (CDI) was calculated as explained in [50].

Statistical analysis

For the correlation of clinical and biological
variables, we used the »* and the Fisher's exact tests for

categorical variables and the Student’s #-test or the Mann—
Whitney U-test for non-parametric tests. The Spearman
non-parametric test was used to determine correlations
among mRNA expression values of the analyzed genes.
In addition, a Kruskal-Wallis test was used to compare
the gene expression levels of FLT3 and NT among the
different ALL subgroups. As we selected certain subtypes
of leukemia according to their expected FLT3 expression
and also the total number of primary cases is low, we did
not perform survival analysis in our study. All p values
were considered significant when < 0.05. All the statistical
analyses were performed using the SPSS 22.0 statistical
software package (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

ACKNOWLEDGMENTS

We are indebted to patients and families for their
help and to Obra Social from Hospital Sant Joan de Déu
for their support. We are indebted to the “Biobanc de
I'Hospital Infantil Sant Joan de Déu per a la Investigacio”
integrated in the Spanish Biobank Network of ISCIII for
the sample and data procurement.

CONFLICTS OF INTEREST

The authors declare no competing financial interest.

GRANT SUPPORT

This study has been funded by projects P112/2417
(AC, RM, SR, NVG, MC), integrated in Plan Nacional
de [+D+I and cofunded by Instituto de Salud Carlos I1I
(ISCIII) — Subdireccion General de Evaluacion y Fomento
de la Investigacion Sanitaria — and Fondo Europeo de
Desarrollo Regional (FEDER) (AC, RM, SR, NVG, MC,
LCC, MPA, PFC) and SAF2011-23660 and SAF2014-
52067-R (MPA) by grants from Asociacion Espafiola
Contra el Cancer AECC-Foundation (AC, SR, MC),
Fundacion Sandra Ibarra de Solidaridad Frente al Cancer
(RM, SR, MC), Fundacion Cris contra el Cancer (MC),
“For¢a Miquel” ,“Mua” & “Candela, polsera solidaria”
projects (AC, RM, SR, NVG, MC). CIBER is an initiative
of ISCIII (Madrid, Spain). LCC is being funded by the
Becas Chile Program (CONICYT, Gobierno de Chile).

REFERENCES

1. Pieters R, den Boer ML, Durian M, Janka G,
Schmiegelow K, Kaspers GJ, van Wering ER, Veerman AJ.
Relation between age, immunophenotype and in vitro
drug resistance in 395 children with acute lymphoblastic
leukemia—implications for treatment of infants. Leukemia.
1998; 121344-8.

2. Hasle H. A critical review of which children with acute
myeloid leukaemia need stem cell procedures. Br J
Haematol. 2014; 16623-33.

www.impactjournals.com/oncotarget

11

Oncotarget



10.

11.

12.

13.

Stam RW, den Boer ML, Schneider P, Meier M,
Beverloo HB, Picters R.D-HPLC analysis of the entire
FLT3 gene in MLL rearranged and hyperdiploid acute
lymphoblastic leukemia.Haematologica. 2007; 921565-8.

Stam RW, Schneider P, de Lorenzo P, Valsecchi MG, den
Boer ML, Pieters R. Blood. Blood. United States. 2007;
2774-5.

Kang H, Wilson CS, Harvey RC, Chen I-M, Murphy MH,
Atlas SR, Bedrick EJ, Devidas M, Carroll AlJ,
Robinson BW, Stam RW, Valsecchi MG, Picters R, et al.
Gene expression profiles predictive of outcome and age in
infant acute lymphoblastic leukemia: a Children’s Oncology
Group study.Blood. 2012; 1191872-81.

Yeoh E-J, Ross ME, Shurtleff SA, Williams WK, Patel D,
Mahfouz R, Behm FG, Raimondi SC, Relling MV, Patel A,
Cheng C, Campana D, Wilkins D, et al. Classification,
subtype discovery, and prediction of outcome in pediatric
acute lymphoblastic leukemia by gene expression profiling.
Cancer Cell. 2002; 1133-43.

Staffas A, Kanduri M, Hovland R, Rosenquist R,
Ommen HB, Abrahamsson J, Forestier E, Jahnukainen K,
Jonsson G, Zeller B, Palle J, Lonnerholm G, Hasle H, et al.
Nordic Society of Pediatric Hematology and Oncology
(NOPHO). Presence of FLT3-ITD and high BAALC
expression are independent prognostic markers in childhood
acute myeloid leukemia. Blood. 2011; 1185905-13.

Ozeki K, Kiyoi H, Hirose Y, Iwai M, Ninomiya M,
Kodera Y, Miyawaki S, Kuriyama K, Shimazaki C,
Akiyama H, Nishimura M, Motoji T, Shinagawa K, et al.
Biologic and clinical significance of the FLT3 transcript
level in acute myeloid leukemia. Blood. 2004; 1031901-8.

Stam RW, den Boer ML, Schneider P, Nollau P,
Horstmann M, Beverloo HB, van der Voort E,
Valsecchi MG, de Lorenzo P, Sallan SE, Armstrong SA,
Pieters R. Targeting FLT3 in primary MLL-gene-rearranged
infant acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2005;
1062484-90.

Andersson A, Paulsson K, Lilljebjorn H, Lassen C,
Strombeck B, Heldrup J, Behrendtz M, Johansson B,
Fioretos T. FLT3 mutations in a 10 year consecutive
series of 177 childhood acute leukemias and their impact
on global gene expression patterns.Genes Chromosomes
Cancer. 2008; 4764-70.

Armstrong SA, Kung AL, Mabon ME, Silverman LB,
Stam RW, Den Boer ML, Pieters R, Kersey JH, Sallan SE,
Fletcher JA, Golub TR, Griffin JD, Korsmeyer SJ.
Inhibition of FLT3 in MLL. Validation of a therapeutic
target identified by gene expression based classification.
Cancer Cell. 2003; 3173-83.

Brown P, Levis M, Shurtleff S, Campana D, Downing J,
Small D. FLT3 inhibition selectively kills childhood acute
lymphoblastic leukemia cells with high levels of FLT3
expression. Blood. 2005; 105812-20.

Pratcorona M, Brunet S, Nomdedéu J, Ribera JM,
Tormo M, Duarte R, Escoda L, Guardia R, Queipo de

14.

15.

16.

17.

19.

20.

21.

22.

23.

Llano MP, Salamero O, Bargay J, Pedro C, Marti JM, et al.
Grupo Cooperativo Para el Estudio y Tratamiento de las
Leucemias Agudas Mieloblasticas.Favorable outcome of
patients with acute myeloid leukemia harboring a low-
allelic burden FLT3-ITD mutation and concomitant NPM1
mutation: relevance to post-remission therapy. Blood. 2013;
1212734-8.

Pastor-Anglada M, Pérez-Torras S. Nucleoside transporter
proteins as biomarkers of drug responsiveness and drug
targets.Front Pharmacol. 2015; 613.

White JC, Rathmell JP, Capizzi RL. Membrane transport
influences the rate of accumulation of cytosine arabinoside
in human leukemia cells. J Clin Invest. 1987; 79380-7.

Errasti-Murugarren E, Pastor-Anglada M. Drug transporter
pharmacogenetics in  nucleoside-based
Pharmacogenomics. 2010; 11809—41.

Stam RW, den Boer ML, Meijerink JPP, Ebus MEG,
Peters GJ, Noordhuis P, Janka-Schaub GE, Armstrong SA,
Korsmeyer SJ, Pieters R. Differential mRNA expression of
Ara-C-metabolizing enzymes explains Ara-C sensitivity in
MLL gene-rearranged infant acute lymphoblastic leukemia.
Blood. 2003; 1011270-6.

Abraham A, Varatharajan S, Karathedath S, Philip C,
Lakshmi KM, Jayavelu AK, Mohanan E, Janet NB,
Srivastava VM, Shaji RV, Zhang W, Abraham A,
Viswabandya A, et al. RNA expression of genes involved

therapies.

in cytarabine metabolism and transport predicts cytarabine
response in acute myeloid leukemia. Pharmacogenomics.
2015; 16877-90.

Hubeek I, Stam RW, Peters GJ, Broekhuizen R,
Meijerink JPP, van Wering ER, Gibson BES, Creutzig U,
Zwaan CM, Cloos J, Kuik DJ, Pieters R, Kaspers GJL.
The human equilibrative nucleoside transporter 1 mediates
in vitro cytarabine sensitivity in childhood acute myeloid
leukaemia. Br J Cancer. 2005; 931388-94.

Jin G, Matsushita H, Asai S, Tsukamoto H, Ono R,
Nosaka T, Yahata T, Takahashi S, Miyachi H. FLT3-ITD
induces ara-C resistance in myeloid leukemic cells through
the repression of the ENT1 expression. Biochem Biophys
Res Commun. 2009; 3901001-6.

Meshinchi S, Alonzo TA, Stirewalt DL, Zwaan M,
Zimmerman M, Reinhardt D, Kaspers GJL, Heerema NA,
Gerbing R, Lange BJ, Radich JP. Clinical implications of
FLT3 mutations in pediatric AML. Blood. 2006; 1083654—61.
Willemze R, Suciu S, Meloni G, Labar B, Marie JP,
Halkes CJM, Muus P, Mistrik M, Amadori S, Specchia G,
Fabbiano F, Nobile F, Sborgia M, et al. High-dose
cytarabine in induction treatment improves the outcome of
adult patients younger than age 46 years with acute myeloid
leukemia: results of the EORTC-GIMEMA AML-12 trial.
J Clin Oncol. 2014; 32219-28.

Braoudaki M, Karpusas M, Katsibardi K, Papathanassiou CH,
Karamolegou K, Tzortzatou-Stathopoulou F. Frequency of

FLT3 mutations in childhood acute lymphoblastic leukemia.
Med Oncol. 2009; 26460-2.

WWW

.impactjournals.com/oncotarget

12

Oncotarget



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Brunet S, Labopin M, Esteve J, Cornelissen J, Socié G,
Tori AP, Verdonck LF, Volin L, Gratwohl A, Sierra J,
Mohty M, Rocha V. Impact of FLT3 internal tandem
duplication on the outcome of related and unrelated
hematopoietic transplantation for adult acute myeloid
leukemia in first remission: a retrospective analysis. J Clin
Oncol. 2012; 30735-41.

Armstrong SA, Staunton JE, Silverman LB, Pieters R, den
Boer ML, Minden MD, Sallan SE, Lander ES, Golub TR,
Korsmeyer SJ. MLL translocations specify a distinct gene
expression profile that distinguishes a unique leukemia. Nat
Genet. 2002; 3041-7.

Pieters R, Schrappe M, De Lorenzo P, Hann I, De Rossi G,
Felice M, Hovi L, LeBlanc T, Szczepanski T, Ferster A,
Janka G, Rubnitz J, Silverman L, et al. A treatment protocol
for infants younger than 1 year with acute lymphoblastic
leukaemia (Interfant-99): an observational study and a
multicentre randomised trial. Lancet. 2007; 370240-50.
Armstrong SA, Mabon ME, Silverman LB, Li A,
Gribben JG, Fox EA, Sallan SE, Korsmeyer SJ. FLT3
mutations in childhood acute lymphoblastic leukemia.
Blood. 2004; 1033544—6.

Gloeckner-Hofmann K, Guillén-Goémez E, Schmidtgen C,
Porstmann R, Ziegler R, Stoss O, Casado FJ, Riischoff J,
Pastor-Anglada M. Expression of the high-affinity
fluoropyrimidine-preferring nucleoside transporter hCNT1
correlates with decreased disease-free survival in breast
cancer. Oncology. 2006; 70238—44.

Fernandez-Calotti PX, Colomer D, Pastor-Anglada M.
Translocation of nucleoside analogs across the plasma
membrane in hematologic malignancies. Nucleosides
Nucleotides Nucleic Acids. 2011; 301324-40.

Galmarini CM, Thomas X, Graham K, El Jafaari A, Cros E,
Jordheim L, Mackey JR, Dumontet C.Deoxycytidine kinase
and cN-II nucleotidase expression in blast cells predict
survival in acute myeloid leukaemia patients treated with
cytarabine. Br J Haematol. 2003; 12253-60.

Kakihara T, Fukuda T, Tanaka A, Emura I, Kishi K,
Asami K, Uchiyama M. Expression of deoxycytidine kinase
(dCK) gene in leukemic cells in childhood: decreased
expression of dCK gene in relapsed leukemia. Leuk
Lymphoma. 1998; 31405-9.

Locatelli F, Moretta F, Rutella S. Management of
relapsed acute lymphoblastic leukemia in childhood with
conventional and innovative approaches. Curr Opin Oncol.
2013; 25707-15.

Byrne JL, Dasgupta E, Pallis M, Turzanski J, Forman K,
Mitchell D, Haynes AP, Russell NH. Early allogeneic
transplantation for refractory or relapsed acute leukaemia
following remission induction with FLAG. Leukemia.
1999; 13786-91.

McCarthy AJ, Pitcher LA, Hann IM, Oakhill A. FLAG
(fludarabine, high-dose cytarabine, and G-CSF) for
refractory and high-risk relapsed acute leukemia in children.
Med Pediatr Oncol. 1999; 32411-5.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Hijiya N, Barry E, Arceci RJ. Clofarabine in pediatric acute
leukemia: current findings and issues. Pediatr Blood Cancer.
2012; 59417-22.

Tavil B, Aytac S, Balci Y1, Unal S, Kuskonmaz B, Yetgin S,
Gurgey A, Tuncer M, Gumruk F, Uckan D, Cetin M.
Fludarabine, cytarabine, granulocyte colony-stimulating
factor, and idarubicin (FLAG-IDA) for the treatment of
children with poor-prognosis acute leukemia: the Hacettepe
experience. Pediatr Hematol Oncol. 2010; 27517-28.
Levis M, Allebach J, Tse KF, Zheng R, Baldwin BR,
Smith BD, Jones-Bolin S, Ruggeri B, Dionne C, Small D.
A FLT3-targeted tyrosine kinase inhibitor is cytotoxic to
leukemia cells in vitro and in vivo. Blood. 2002; 993885-91.
Stubbs MC, Armstrong SA. FLT3 as a therapeutic target in
childhood acute leukemia. Curr Drug Targets. 2007; 8703—14.
Konig H, Levis M. Targeting FLT3 to treat leukemia. Expert
Opin Ther Targets. 2015; 1937-54.

Grunwald MR, Levis MJ. FLT3 inhibitors for acute myeloid
leukemia: a review of their efficacy and mechanisms of
resistance. Int J Hematol. 2013; 97683-94.

Stone RM, DeAngelo DJ, Klimek V, Galinsky I, Estey E,
Nimer SD, Grandin W, Lebwohl D, Wang Y, Cohen P,
Fox EA, Neuberg D, Clark J, et al. Patients with acute
myeloid leukemia and an activating mutation in FLT3
respond to a small-molecule FLT3 tyrosine kinase inhibitor,
PKC412. Blood. 2005; 10554-60.

Smith BD, Levis M, Beran M, Giles F, Kantarjian H, Berg K,
Murphy KM, Dauses T, Allebach J, Small D. Single-agent
CEP-701, a novel FLT3 inhibitor, shows biologic and
clinical activity in patients with relapsed or refractory acute
myeloid leukemia. Blood. 2004; 1033669-76.

Levis M, Pham R, Smith BD, Small D. In vitro studies of a
FLT3 inhibitor combined with chemotherapy: sequence of
administration is important to achieve synergistic cytotoxic
effects. Blood. 2004; 1041145-50.

Brown P, Levis M, Mclntyre E, Griesemer M, Small D.
Combinations of the FLT3 inhibitor CEP-701 and
chemotherapy synergistically kill infant and childhood
MLL-rearranged ALL cells in a sequence-dependent
manner. Leukemia. 2006; 201368-76.

Soler C, Garcia-Manteiga J, Valdés R, Xaus J, Comalada M,
Casado FJ, Pastor-Anglada M, Celada A, Felipe A.
Macrophages require different nucleoside transport systems
for proliferation and activation. FASEB J. 2001; 151979-88.
Valdés R, Casado FJ, Pastor-Anglada M. Cell-cycle-
dependent regulation of CNT1, a concentrative nucleoside
transporter involved in the uptake of cell-cycle-dependent
nucleoside-derived anticancer drugs. Biochem Biophys Res
Commun. 2002; 296575-9.

Thiede C, Steudel C, Mohr B, Schaich M, Schikel U,
Platzbecker U, Wermke M, Bornhduser M, Ritter M,
Neubauer A, Ehninger G, Illmer T. Analysis of FLT3-
activating mutations in 979 patients with acute myelogenous
leukemia: association with FAB subtypes and identification
of subgroups with poor prognosis. Blood. 2002; 994326-35.

WWW

.impactjournals.com/oncotarget

13

Oncotarget



48.

49.

Kottaridis PD, Gale RE, Langabeer SE, Frew ME,
Bowen DT, Linch DC. Studies of FLT3 mutations in
paired presentation and relapse samples from patients with
acute myeloid leukemia: implications for the role of FLT3
mutations in leukemogenesis, minimal residual disease
detection, and possible therapy with FLT3 inhibitors. Blood.
2002; 1002393-8.

Fernandez-Calotti P, Pastor-Anglada M. All-trans-
retinoic acid promotes trafficking of human concentrative

50.

nucleoside transporter-3 (hCNT3) to the plasma membrane
by a TGF-betal-mediated mechanism. J Biol Chem. 2010;
28513589-98.

Urtasun N, Vidal-Pla A, Pérez-Torras S, Mazo A. Human
pancreatic cancer stem cells are sensitive to dual inhibition
of IGF-IR and ErbB receptors. BMC Cancer. 2015; 15:223.

www.impactjournals.com/oncotarget

14

Oncotarget



The transcriptional repressor HDAC7 promotes apoptosis and c-Myc downregulation
in particular types of leukemia and lymphoma

B Barneda-Zahonero, O Collazo, A Azagra, | Fernandez-Duran, J Serra-Musach, ABMMK Islam,

N Vega-Garcia, R Malatesta, M Camds, A Gomez, L Roman-Gonzalez, A Vidal, N Ldépez-Bigas, A
Villanueva, M Esteller and M Parra

The generation of B cells is a complex process requiring several cellular transitions, including
cell commitment and differentiation. Proper transcriptional control to establish the genetic
programs characteristic of each cellular stage is essential for the correct development of B
lymphocytes. Deregulation of these particular transcriptional programs may result in a block in
B-cell maturation, contributing to the development of hematological malignancies such as
leukemia and lymphoma. However, very little is currently known about the role of
transcriptional repressors in normal and aberrant B lymphopoiesis. Here we report that
histone deacetylase 7 (HDAC7) is underexpressed in pro-B acute lymphoblastic leukemia (pro-
B-ALL) and Burkitt lymphoma. Ectopic expression of HDAC7 induces apoptosis, leads to the
downregulation of c-Myc and inhibits the oncogenic potential of cells in vivo, in a xenograft
model. Most significantly, we have observed low levels of HDAC7 expression in B-ALL patient
samples, which is correlated with the increased levels of c-Myc. From a mechanistic angle, we
show that ectopically expressed HDAC7 localizes to the nucleus and interacts with the
transcription factor myocyte enhancer factor C (MEF2C) and the corepressors HDAC3 and
SMRT. Accordingly, both the HDAC7—MEF2C interaction domain as well as its catalytic domain
are involved in the reduced cell viability induced by HDAC7. We conclude that HDAC7? has a
potent anti-oncogenic effect on specific B-cell malignancies, indicating that its deregulation
may contribute to the pathogenesis of the disease.
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The transcriptional repressor HDAC7 promotes
apoptosis and c-Myc downregulation in particular types
of leukemia and lymphoma

B Barneda-Zahonero', O Collazo™'", A Azagra""", | Fernandez-Duran’, J Serra-Musach?, ABMMK Islam?, N Vega-Garcia®, R Malatesta®,
M Camés®, A Gémez®, L Romén-Gonzalez', A Vidal®, N Lépez-Bigas™®, A Villanueva®, M Esteller®®'® and M Parra*"

The generation of B cells is a complex process requiring several cellular transitions, including cell commitment and differentiation.
Proper transcriptional control to establish the genetic programs characteristic of each cellular stage is essential for the correct
development of B lymphocytes. Deregulation of these particular transcriptional programs may result in a block in B-cell
maturation, contributing to the development of hematological malignancies such as leukemia and lymphoma. However, very little
is currently known about the role of transcriptional repressors in normal and aberrant B lymphopoiesis. Here we report that
histone deacetylase 7 (HDAC7) is underexpressed in pro-B acute lymphoblastic leukemia (pro-B-ALL) and Burkitt lymphoma.
Ectopic expression of HDAC7 induces apoptosis, leads to the downregulation of c-Myc and inhibits the oncogenic potential of
cells in vivo, in a xenograft model. Most significantly, we have observed low levels of HDAC7 expression in B-ALL patient samples,
which is correlated with the increased levels of c-Myc. From a mechanistic angle, we show that ectopically expressed HDAC7
localizes to the nucleus and interacts with the transcription factor myocyte enhancer factor C (MEF2C) and the corepressors
HDAC3 and SMRT. Accordingly, both the HDAC7-MEF2C interaction domain as well as its catalytic domain are involved in the
reduced cell viability induced by HDAC7. We conclude that HDAC7 has a potent anti-oncogenic effect on specific B-cell
malignancies, indicating that its deregulation may contribute to the pathogenesis of the disease.

Cell Death and Disease (2015) 6, €1635; doi:10.1038/cddis.2014.594; published online 12 February 2015

Proper generation of mature B lymphocytes is the result of
complex cell lineage commitment and differentiation pro-
cesses. Each cellular transition is tightly regulated at the
transcriptional level by the action of linage-specific transcrip-
tion factors (TFs), such as PU.1, lkaros, myocyte enhancer
factor C (MEF2C), E2A and PAX5 among others."™ The
deregulation of these particular transcriptional programs may
result in a block in the differentiation and a hyperproliferative
cellular state, thereby contributing to the development of
hematological malignancies such as leukemia and lymphoma.
Aberrant expression or mutation of many of the lineage-
specific TFs involved in B lymphocyte development have been
linked to the outcome of hematopoietic malignancies.'®'" In
addition, the overexpression of c-Myc has been found in T-cell
acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) and B-ALL, and some
types of B-cell ymphoma, such as Burkitt ymphoma, present
translocations in the MYC gene (c-MYC-IgH)."? The dereg-
ulation of B-cell TFs in combination with chromosomal

aberrations, such as gene translocations (ETV6-RUNX1 and
BCR-ABLT) and rearrangements in the MLL gene are key
events in aberrant B lymphopoiesis and considered as primary
lesions.™"13

In recent years, the idea has begun to emerge that, in
addition to the activation of gene expression, transcriptional
repression is a fundamental mechanism to ensure proper B
lymphopoiesis.®>'*'® Among the different types of transcrip-
tional repressors, histone deacetylases (HDACs) are thought
to be crucial enzymes in many physiological and pathological
processes.'®'” Mutation and/or aberrant expression of
HDACs have often been observed in human disease, in
particular cancer, making them important therapeutic
targets.'®'® In pathological situations where classic HDACs
are overexpressed, HDAC inhibitors (HDIs) have emerged as
promising therapeutic agents.'® However, it is worth mention-
ing that the contribution of HDACs to cancer could be due to
mechanisms other than overexpression. In fact, HDACs may
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also present truncating or inactivating mutations.'® Therefore,
we are far from fully understanding the contribution of
individual HDACs to cancer.

Of the various HDACs, HDAC7 appears to be a lymphoid-
specific transcriptional repressor.2°=28 |n addition to its ctitical
role in T lymphocyte biology, we have recently reported that
HDAC?7 is critical in maintaining the genetic identity of B
lymphocytes.?° Interestingly, HDAC7 has been identified as a
target gene in hematopoietic cancers in a PiggyBac transpo-
son mutagenesis screening in mice.?” On the basis of our
recent findings, we postulated that HDAC7 might be deregu-
lated in B-cell malignancies. Here we report the loss of HDAC7
expression in cell lines established from B-ALL and Burkitt
lymphoma as well as in pro-B-ALL samples from patients.
Forced expression of HDAC7 induces the apoptosis of the
cells. Strikingly, the presence of HDAC7 results in the
downregulation of the oncogene c-Myc. HDAC7 expression
interferes with the oncogenic potential of the cells in a
xenograft model. Most significantly, we have found low levels
of HDAC7 expression in B-ALL samples from patients, which
are associated with high levels of c-Myc. Taken together, our
findings suggest that HDAC7 expression may exert an anti-
oncogenic activity in particular types of B-cell malignancies
and that its deregulation may contribute to the pathogenesis of
B-ALL and B-cell lymphoma.

Results

HDAC7 is underexpressed in pro-B-ALL and B-cell
lymphoma. First, to further validate the notion that HDAC7
is a lymphoid-specific transcriptional repressor within the
hematopoietic system we examined the Immunological
Genome Project Database (Immgen) (http://www.immgen.
org/). Using this database we confirmed that HDAC7 is
specifically expressed in lymphoid cells but not in cells from
the myeloid lineage (Supplementary Figure 1). This finding
led us to speculate that HDAC7 expression could be

deregulated in B-cell malignancies. To test this hypothesis,
we first examined HDAC7 expression levels in a publicly
available microarray GEO data set (GSE34861), which
consists of the gene expression profile of 191 samples of
adult B-ALL and 3 normal samples. The B-ALL samples
comprised 28 corresponding to pro-B-ALL, 125 to early pre-
B-ALL, 23 to pre-B-ALL, 5 to mature B-ALL, 5 to CD56+
B-ALL and 5 to transitional-pre-B-ALL immunophenotypes.
Analysis using the Fisher test showed that HDAC7 was
significantly associated with underexpression in pro-B-ALL
samples (Figure 1a). We found no significant association with
deregulation of HDAC?7 expression in samples from the other
immunophenotypes analyzed (Figure 1a). To further confirm
our findings, we next assessed the HDAC?7 protein levels in
established cell lines from six B-ALLs. We observed that
SD-1 and JVM-2 cells presented low or undetectable HDAC7
protein levels (Figure 1b). Next we tested whether HDAC7
expression could also be deregulated in lymphomas. We
found that HDAC7 was underexpressed in the Burkitt
lymphoma-derived Namalwa cell line (Figure 1c). Altogether,
these data indicate that HDAC7 is deregulated in particular
types of B-ALL and B-cell lymphoma.

HDAC7 expression induces apoptosis in SD-1 and
Namalwa cells. To assess whether the absence of HDAC7
is associated with the oncogenic features of SD-1 and
Namalwa cells we adopted a gain-of-function experimental
approach. We generated a doxycycline-inducible system
to express HDAC7 exogenously in both the cell lines
(Figures 2a and b). Expression of HDAC7 after the addition
of doxycycline to SD-1 cells resulted in complete cell growth
arrest over a course of 3 days (Figure 2c). In contrast,
addition of doxycycline to the parental SD-1 cell line had no
significant effect on cell growth, demonstrating that HDAC7
specifically mediates the growth arrest of the cells
(Figure 2c). We then tested whether the reduction in the
total number of cells was the result of a block in cell

a
B-ALL Total underexpressed % Cds1OR Cds1 g- Cds2 OR Cds2 q-
phenotype value value
Pro-B 28 21 75 19.76 3.14x1e-10 19.76 5.23x1e-11
Early Pre-B 125 10 8 0.09 1.18x1e-9 0.09 3.94x1e-10
Pre-B 23 8 34.5 2.09 3.52x1e-1 2.09 1.76x1e-1
Mature B cell 5 1 20 0.88 1 0.88 1
CD56+ B 5 1 20 0.88 1 0.88 1
Transitional 1 20 0.88 1 0.88 1
Pre-B
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Figure 1 HDAC7 is underexpressed in pro-B acute lymphoblastic leukemia (ALL) and B-cell lymphoma. (a) Table shows the results of the Fisher test. The g-values result
from multiple correction by FDR. The OR (odds ratio) shows the association between an ALL type and HDAC7 underexpression. OR > 1 indicates that ALL type is positively
associated with underexpression, whereas OR < 1 indicates that it is negatively associated with underexpression. An OR = 1 indicates no association between ALL type and
regulation. (b) and (c) represent the western blots for HDAC7 in B-ALL and lymphoma cell lines
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Figure 2 Forced expression of HDAC7 in SD-1 and Namalwa cell lines blocks their proliferation capacity and induces apoptosis. (a) and (b) SD-1 and Namalwa cells were
transduced to express HDAC7 in a doxycycline-inducible manner (SD-1-Tet-On-Tight-HDAC7 and Namalwa-Tet-On-Tight-HDAC? cells). Representative western blots showing
HDAC?7 protein levels after cell treatment with doxycycline. (¢) SD-1-Tet-On and SD-1-Tet-On-Tight-HDAC?7 cells were cultured and treated, or not, with doxycycline. At the
indicated times after treatment, the cell number was assessed by cell counting. Trypan blue-dyed cells were omitted from the cell counts. Means + S.D. of the four independent
experiments performed in triplicate. (d) and (e) Mean + S.E.M. of the absorbance units from five independent MTT assays performed in triplicate, of SD-1-Tet-On-Tight-HDAC7
(left) and Namalwa-Tet-On-Tight-HDAC7 (right) treated, or not, with doxycycline. ***P<0.001; ****P<0.0001. (f) and (g) show the percentage of cells in SubGO from three
independent experiments in SD-1-Tet-On-Tight-HDAC7 (left) and Namalwa-Tet-On-Tight-HDAC7 (right) cells treated, or not, with doxycycline for the indicated times. *P < 0.05;

P <0.01; **P<0.001

proliferation by performing an MTT assay in the absence
and presence of HDAC7. HDAC7 expression significantly
reduced the cell viability of both SD-1 and Namalwa cell lines
(Figures 2d and e). To rule out the possibility that the effect
observed on cell viability is due to the toxicity of ectopic
overexpression of HDAC7, we generated HDAC7-inducible
lines in cells that express normal HDAC7? levels. We found
that ectopic expression of HDAC7 in RAJI and TOM-1 cell
lines did not affect their viability (Supplementary Figure 2a
and b). Moreover, the class lla HDACs, HDAC4 and HDAC9

were found to be expressed in both SD-1 and Namalwa cells
in the absence and in the presence of doxycycline indicating
that the effect observed was specific to the expression of
HDAC7 (Supplementary Figure 2c). Next we examined
whether HDAC7 could induce apoptosis and assessed the
cell cycle status. We observed a significant accumulation of
cells in subGO at 48 and 72 h after doxycycline treatment of
both SD-1 and Namalwa cell lines, demonstrating that
HDAC7 induced apoptosis (Figures 2d and e and
Supplementary Figure 3). These findings indicate that the

w
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absence of HDAC7 could be associated with the survival of
both the cancer cell lines and suggest that its re-expression
may exert a therapeutic anti-oncogenic effect.

HDAC?7 expression induces apoptosis and inhibits tumor
growth in a xenograft model. To determine the physiolo-
gical consequences of HDAC7 expression in SD-1 and
Namalwa cells we performed in vivo functional experiments
using a xenograft model in athymic mice. First, SD-1 cells
were injected subcutaneously into the back of several
athymic mice. When tumors reached a homogeneous size
they were randomly allocated into two treatment groups: (i)
mice drank glucose; and (ii) drank glucose plus doxycycline
in water. Tumors in mice taking glucose-treated water that did
not express HDAC7 continued to grow. Strikingly, tumors in
mice treated with doxycycline showed a marked decrease in
their size (Figures 3a and b). Next to test the effect of HDAC7
expression on the lymphomagenic capacity of the Namalwa
cell line, 1.5x10° cells were injected orthotopically into the
spleen of 19 athymic mice and they were randomly allocated
into two treatment groups. (i) mice drank glucose; and (ii)
drank glucose plus doxycycline in water. Notably, 15 days
later, the tumors of mice treated with doxycycline were almost
undetectable at palpation. At that point, all mice were killed
and their spleens surgically removed. Similar to the results
obtained with leukemic cells, the expression of HDAC7? in
Namalwa cells markedly interfered with the growth of
lymphomas (Figures 3c and d). Immunofluorescence assays
revealed a significant reduction of proliferation, as revealed
by Ki67 staining, and increased apoptosis in tumor cells
expressing HDAC7 (Figures 3e and f and Supplementary
Figure 4). Thus, our in vivo data confirm that HDAC7 induces
apoptosis and exerts a potent anti-oncogenic effect suggest-
ing that its absence may be involved in the pathogenesis of
specific types of B-ALL and B-cell lymphoma.

HDAC? expression induces the apoptotic gene program
of leukemic cells. As HDACY is a transcriptional regulator,
we decided to investigate the impact of HDAC7 expression
on the global gene expression profile of SD-1 cells.
Microarray analysis revealed that 660 genes were differen-
tially expressed when HDAC7 was ectopically expressed
in SD-1 cells. Of these, 410 genes were upregulated
and 250 were downregulated (Supplementary Figure 5,
Supplementary Data Sets 1 and 2). Next we examined the
list of upregulated genes after HDAC7 expression and looked
for the presence of apoptosis-related genes. We observed
that HDAC7 induced the expression of several genes, such
as CD44, FAS, ATM, TP53BP2, CD40 and BIRCS3, with
known apoptotic functions (Supplementary Table 1). In
addition, we also found that the presence of HDAC7 led to
the upregulation of genes related to immune processes (/L 16,
FCGR2A, IRAK2, CD86 and CD40, among others) and
cancer (RASSF4, RAB31, NEDD9 and RASSF2, among
others; Supplementary Table 1). To further investigate if
HDAC?7 expression leads to the activation of the apoptotic
genetic program in SD-1 cells, we performed a gene set
enrichment analysis based on the gene ontology (GO)
categories corresponding to the biological processes and
on the KEGG pathways. The biological processes analysis
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revealed that the set of genes upregulated upon HDAC7
expression belong to GO categories representing immune
system processes, regulation of cell death and regulation of
cell proliferation, among others (Figure 4a). KEGG pathway
enrichment analysis confirmed that the genes whose
expression was induced by HDAC7 were significantly
enriched in the apoptosis pathway (Figure 4b). A selected
number of genes were validated by RT-gPCR (Figure 4c). To
better understand the mechanism associated with the
HDAC7-induced apoptotic pathway in SD-1 cells, we
investigated the possible enrichment of TF motifs from the
TRANSFAC database in the set of upregulated genes. We
observed a significant enrichment of a set of TFs. Remark-
ably, we found the enrichment of the binding motif for p53,
suggesting that the induction of apoptosis may occur in a
p53-mediated manner (Figure 4d). To test this possibility we
assessed the status of p53 activation after the expression of
HDAC? in both SD-1 and Namalwa cells and found that the
presence of HDAC7 in both the cell lines resulted in the
phosphorylation and acetylation of p53 at serine 392 and
lysine 382, respectively, two post-translational modifications
indicative of p53 activation (Figure 4e). Overall, our data
demonstrate that HDAC7 induces apoptosis presumably via
the activation of the p53 pathway.

HDACY7 represses the expression of c-Myc. Our findings
strongly indicate that HDAC?7 exerts a strong anti-oncogenic
effect in pro-B-ALL and B-cell lymphoma. Given that HDAC7
is a ftranscriptional repressor, we wondered whether its
expression could lead to the repression of key oncogenes
in leukemia and lymphoma. We examined our microarray
data and looked for the presence of potential oncogenes in
the list of downregulated genes after HDAC7 expression.
Strikingly, we observed that the presence of HDAC?7 resulted
in the downregulation of crucial genes with known oncogenic
potential, such as MYC, TERT and AICDA (Supplementary
Table 2). This finding was validated by RT-gPCR in both SD-1
and Namalwa cells (Figures 5a and b). Using the TRANSFAC
database, we found a significant enrichment of the binding
site motifs for MYC factors in the HDAC7-induced down-
regulated genes (Figure 5c). Moreover, we also found that
HDAC? expression resulted in the reduction of c-Myc protein
levels (Figure 5d). Next we tested whether the ectopic
expression of c-Myc could prevent the cell growth arrest
induced by HDAC?7 in both SD-1 and Namalwa cells. We
found that exogenous expression of c-Myc induced a
significant rescue of cell growth in cells treated with
doxycycline to express HDAC?. This finding further corrobo-
rates that the anti-oncogenic capacity of HDAC?7 is mediated,
at least in part, by the downregulation of c-Myc in SD-1 and
Namalwa cells (Figure 5e). To confirm the relevance of our
finding we further analyzed the published microarray GEO
data set (GSE34861) and examined whether there was an
association between HDAC7 and c-Myc expression levels.
Strikingly, we found that a low level of expression of HDAC7
was significantly associated with high levels of c-Myc in
B-ALL patients (Figure 5f). These data strongly support the
hypothesis that HDAC7 posses an anti-oncogenic potential
on the B-cell malignancies studied.
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Figure 3 HDAC7 impairs the oncogenic capacity of SD-1 and Namalwa cells. Xenographic assays were performed with SD-1-Tet-On-Tight-HDAC7 and Namalwa-Tet-On-
Tight-HDAC? cells. SD-1 cells (5x 10° were injected subcutaneously and 1.5 x 10° Namalwa cells were orthotopically injected into the spleen. Treatment with doxycycline was
started 2 weeks after injection. (a) and (b) Tumor weight at the end point of the experiment and tumor growth during the experiment of SD-1-Tet-On-Tight HDAC? cell xenographic
assays. (c) and (d) Graph of tumor weight and pictures of the tumors of Namalwa Tet-On-Tight-HDAC7 cell xenographic assays. (€) HDAC7 expression reduced the number of
KI67-positive cells and promoted an increased in the number of apoptotic nuclei. Panel (e) shows the frequency of Ki67-positive cells in the SD-1-Tet-On-Tight-HDAC7
xenographic assay. More than 2400 cells per animal (three glucose; three glucose+Doxy) were analyzed. *P< 0.05. (f) Percentage of condensed or fragmented nuclei of all nuclei

from > 2400 cells per animal (three glucose; three glucose+Doxy). **P<0.01

HDAC? interacts with MEF2C, HDAC3 and SMRT and is
localized in the nucleus. Class lla HDACs posses a highly
conserved C-terminal catalytic domain that mediates their
recruitment to a corepressor complex containing HDAC3 and
SRMT/N-CoR. In addition, class lla HDACs contain a long
N-terminal region that has been shown to mediate their

interaction with tissue-specific TFs and their phosphorylation-
dependent subcellular localization. To gain an insight into
the mechanism of action of HDAC7, we first assessed its
subcellular distribution in Namalwa cells treated, or not,
with doxycycline. As expected, we found that ectopically
expressed HDAC7 was mainly localized in the nuclear

o[-

Cell Death and Disease



HDAC?7: a new target in leukemia and lymphoma

B Barneda-Zahonero et al

L)

GO Biological Processes
B immune system process
Response to stress
Regulation of cell death

b KEGG Pathways

| Apoptosis
Cytokine-cytokine receptor interaction
Osteoclast differentiation

Regulation of lymphocyte activation FDR p value Transcriptional misregulation in cancer
Inflammatory response 0.0 0.051.0 Cell adhesion molecules (CAMs)

] Angiogenesis I I Pathways in cancer
Regulation of cell proliferation Significant non-significant B cell receptor signaling pathway

Integrin-mediated signaling pathway
Induction of apoptosis

Endocytosis
ECM-receptor interaction
Leukocyte transendothelial migration

c
s s TFBS (Transcription Factors Binding Sites)
2 4 = 5
(7] 7]

S 3 - oo 4 Mru.1 PRMT2
$9 g2 3 B NFxB NEDD9
X0 2 XS C1lorf38
o0& o E 2 M Ap1 NCF2
2 1 25 1 =TFIIA NCOA1
s 0 s 9 SPIB DAPP1
¢ & B P53 DECAMER —— [URR1
I RELBPS52 CAPN2
g S M ALX3 MS4A4A
5 25 s 10 INRF2 AMPD3
S% 1.5 &% 6 ' P50RELAP65 CCLAT
0 [ X
o8 10 g 4 MAF APAF1
2 05 s 2 SMAD3 CDS?
K 0 s 0 PAX6
2 -Doxy  +Doxy & -Doxy  +Doxy LBX2 ATPEAPIL
TARSL2
e FDR p value '(I':glggm
SD-1 Namalwa 0.0 0.051.0 ENDOV
Tet-On-Tight-HDAC7 Tet-On-Tight-HDAC7 I RIPK1
Significant -significant MLH1
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h ignirican non-signirican LH?_'I_M‘I
-+ -+ -+ - + - + - + Doxy BCLOL
— — . 2% HDAC7? gETRLng
- PSSR L L pP53 (S392) s
-— — W9 AcP53 (Lys 382) AR
4 eE i TR e em ene» e o P53 BN
. FILIP1L
RAB7LA1

Figure4 HDAC?7 expression results in the enrichment of apoptotic and immune system programs and p53 activation in SD-1 cells. (a) and (b) Heatmaps showing significantly
(adjusted P<0.05) enriched GO biological processes and KEGG pathways among the upregulated genes after HDAC7 expression. (¢) RT-gPCR validation for the selected
upregulated genes. *P<0.05; **P<0.01. (d) TF-binding sites enriched in the upregulated genes after HDAC7 expression. p53 target genes are shown. (e) Representative
western blot of SD-1-1-Tet-On-Tight HDAC7 and Namalwa-1-Tet-On-Tight HDAC? cells treated, or not, with doxycycline for the indicated times showing p53 phosphorylation and

acetylation status

compartment (Figure 6a). Next we tested the potential
requirement of both the TF-binding domain and the catalytic
domain in HDAC7-decreased cell viability. We generated
retroviral vectors carrying a C-terminal truncated construct
HDAC7 (1-487) that completely lacks the HDAC catalytic
domain but contains the MEF2 interacting motif, and an
N-terminal truncated construct HDAC7 (438—915) bearing the
enzymatic motif but lacking the MEF2 domain. Expression of
wild-type HDAC7? resulted in a significant decrease in the
viability of Namalwa cells, whereas the expression of HDAC7

Cell Death and Disease

(1-487) and HDAC7 (438—-915) constructs did not have a
significant effect (Figure 6b). We have recently reported that
HDAC?7 interacts with the TF MEF2C in B lymphocytes. To
address whether ectopically expressed HDAC7 specifically
interacts with MEF2C in Namalwa cells, we performed co-
immunoprecipitation experiments. We found that HDAC7
associated with MEF2C and not with other B-cell-specific TFs
in Namalwa cells (Figure 6c). We also observed that HDAC7
interacted with HDAC3 and SMRT (Figure 6c). It has been
proposed that HDAC7 lacks any enzymatic activity and that it
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HDACS3 has not been properly studied. To address whether
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HDAC? induces cell growth arrest through the interaction
with HDAC3 in SD-1 and Namalwa cells, we performed

loss-of-function experimental approach (Figure 6d).
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Figure 5 HDAC7 leads to the repression of c-Myc in SD-1 and Namalwa cells. (a) and (b) RT-qPCR validation for selected downregulated genes in the presence of HDAC7
are shown in SD-1-1-Tet-On-Tight HDAC7 (a) SD-1 and Namalwa-Tet-On-Tight HDAC? cells (b). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ***P<0.0001. (c) TF-binding sites
enriched in the downregulated genes after HDAC7 expression in SD-1 cells. Myc target genes are shown. (d) Western blot showing the downregulation of c-Myc after HDAC7
expression in SD-1 cells. (e) SD-1-Tet-On-Tight-HDAC?7 and Namalwa-Tet-On-Tight-HDAC? cells transduced with either MSCV-Empty or MSCV-c-Myc retroviral vectors were
cultured and treated, or not, with doxycycline. At the indicated times after treatment, the cell number was assessed by cell counting. Trypan blue-dyed cells were omitted from the
cell counts. Means + S.D. of the three independent experiments performed in triplicate. *P< 0.05 (f) GSE34861 data were analyzed to determine any correlation between HDAC7
and ¢c-MYC expression. c-MYC and HDAC?7 probes were normalized with respect to values of healthy patients. The graph shows the negative correlation between c-MYC and

HDAC7 (cds1 p = —2.15e-01; cds2 p = — 2.09e-01) expression in the B-ALL patients
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Strikingly, we observed that HDAC3 knockdown in both cell
lines reduced cell growth in the absence of HDAC?7, indicating
that targeting HDAC3 would also have an anti-oncogenic
effect. However, in the presence of HDAC7, lowering HDAC3
levels did not lead to a rescue in the cell growth block induced
by HDAC? (Figure 6e). This result indicates that HDAC7 may
possess an intrinsic enzymatic activity independent of
HDACS3. Next we wondered whether the expression of
HDAC?7 partners could be deregulated in leukemia and
lymphoma cells expressing HDAC7. To test this possibility,
we determined the protein levels of HDAC3, MEF2C and
c-Myc in leukemia and lymphoma cell lines. As expected,
most of the cell lines express high levels of c-Myc (Figure 6f).
However, we did not observed differences in the expression
of HDAC3 between the cell lines tested (Figure 6f). This
supports the finding that HDAC7 exerts its anti-oncogenic
effect in an HDACS-independent manner. Strikingly, we
observed that in contrast to SD-1 and Namalwa cells that
express the TF MEF2C, many of the other cell lines either
lack or express very low levels of this TF. Therefore, the
absence of MEF2C may explain why those cell lines can
tolerate normal HDAC?7 levels. Altogether, these experiments
demonstrate that both the HDAC7-MEF2C interaction and its
catalytic domain, are necessary for HDAC7 to reduce the
viability of SD-1 and Namalwa cells.

Discussion

We present data demonstrating that the transcriptional
repressor HDAC7 has a potent anti-oncogenic effect in
particular types of B-ALL and B-cell lymphoma. First, we
report the loss of HDAC7 expression in pro-B-ALL patients
and in established B-ALL and B lymphoma cell lines. Second,
we show that HDAC7 expression induces apoptosis and
inhibits the oncogenic potential of the cell lines tested in vitro
and in vivo. Third, using genome-wide transcriptome profiling
we show that ectopically expressed HDAC7 induces the
expression of apoptotic genes and leads to the downregula-
tion of key oncogenes such as c-Myc. And fourth, we report
the key finding that samples from pro-B-ALL patients present
low levels of HDAC7, which are associated with high levels of
c-Myc expression.

The idea that HDACs are aberrantly overexpressed in
cancer has been prevalent for some time, to the point where it
is stated as dogma. In fact, inhibition of HDACs has been
reported to have promising effects in cancer treatment.'®
However, most HDIs are disadvantaged by their lack of
enzyme specificity and have a broad range of potential side
effects.?® Our findings from this study reveal an unexpected
anti-oncogenic function for an HDAC in pro-B-ALL and B-cell
lymphoma. We demonstrated that the expression of
a crucial HDAC, HDAC?7, for B lymphocyte biology is lost in
pro-B-ALL patients and in the B-ALL and B-cell lymphoma cell
lines, and that its re-expression has a potent anti-oncogenic
effect. In this regard, it is important to note that under-
expression levels, truncating or inactivating mutations in some
HDACs in cancer have also been reported.’® Recently,
Heideman et al.>® demonstrated that the reduction in HDAC1
and HDAC2 expression levels in vivo brings about T-cell
lymphomagenesis owing to a block in the early thymocyte
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development. A different study demonstrated that the lack of
HDACS3 specifically in the liver leads to the development of
hepatocellular carcinomas.®° Therefore, our understanding of
the contribution of specific HDACs to a given cancer type
continues to be incomplete. Efforts are needed to establish
definitively the role of specific HDACs and whether they are
overexpressed, underexpressed or mutated in a particular
cancer. This will allow for the design and development of
HDAC isoform-specific HDIs or other molecules that can
modulate the expression of a particular HDAC.

Several reports have described a potential role for HDAC7 in
hematological malignancies.?”3'3* However, the functional
contribution of HDAC7 to B-ALL remains to be elucidated. In
an elegant study using a PiggyBac transposon screening
in mice, Rad et al.?” revealed that HDAC7 is a target gene in
hematopoietic cancers. In addition, HDAC7 has been shown
to be overexpressed in childhood ALL.34 This discrepancy with
our data could be explained by the different analytical methods
used in the two studies. Tone and colleagues analyzed
94 samples from childhood ALL patients, of which 78
corresponded to B-ALL and only 4 had a pro-B-ALL
immunophenotype.®* In the present work, we took advantage
of a data set obtained in an integrative epigenomic study
where they analyzed adult B-ALL patients distinguishing
different immunophenotypes.®® Performing an accurate ana-
lysis of the expression of HDAC7, we found that HDAC7 was
significantly underexpressed in pro-B-ALL patients. Therefore,
it is possible that Gonzaga and colleagues did not find low
levels of HDAC7 because pro-B-ALL was underrepresented in
their study.

Why is HDAC7 underexpressed in specific types of B-ALL
and B-cell lymphoma? Leukemogenesis and lymphomagen-
esis are complex malignant processes that may comprise a
broad number of driver mutations, rearrangements and
translocations in crucial genes, which are considered as
primary lesions. We speculate that the loss of HDAC7
expression in particular types of leukemia and lymphoma
may be the result of the transcriptome changes induced by a
specific primary lesion. Several mechanisms could account for
the loss of HDAC?7 expression in leukemia and lymphoma.
First, it is possible that the HDAC7 gene suffers from DNA
methylation leading to its epigenetic silencing. A second
potential mechanism responsible for the deregulation of
HDACY7 is the action of microRNAs. In fact, another class lla
HDAC, HDAC4, has been reported to be a target of miR-155in
a Eu-miR-155 transgenic mouse model.*® Eu-miR-155 mice
exhibit high proliferation rates of pre-B cells and develop
lymphoma/leukemia. Croce and colleagues have shown that
miR-155 targets HDAC4, leading to its underexpression, and
that the ectopic expression of HDAC4 in diffuse large B-cell
lymphoma cells inhibits miR-155-induced proliferation and
increases the apoptosis of the cells.®® The elucidation of the
molecular mechanisms involved in the repression of HDAC7 in
pro-B-ALL and B-cell lymphoma is a current focus of study
in our laboratory. The modulation of HDAC7 expression in
specific types of B-ALL and B-cell lymphoma leading to the
induction of apoptosis and the downregulation of the c-Myc
oncogene may be a promising therapeutic pathway in future.
On the basis of this study, HDAC7 appears to be a promising
therapeutic target in these particular types of hematological
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disease. Our data will help to generate new, highly specific and
personalized therapies for the treatment of pro-B-ALL and
B-cell lymphoma.

Materials and methods

Plasmids and retroviral supernatant generation. pRetro-X-Tight-Pur-
HDAC?7 constructs were generated by cloning full length or deleted HDAC7 cDNAs
obtained by EcoRI digestion of the pcDNA3.1-HDAC7 plasmids into the pRetro-X-
Tight-Pur vector (Takara Bio, Otsu, Japan). MSCV-c-Myc-GFP retroviral vector was
obtained from Addgene (Cambridge, MA, USA). pLKO.1-shHDAC3KD1-GFP and
pLKO.1-shHDAC3KD2-GFP constructs were generated by cloning two validated
shRNAs sequences that target HDAC3 (SIGMA, St. Louis, MO, USA), into the
pLKO.1-GFP lentiviral vector. For retrovirus generation, pRetro-X-Tight-Pur-HDAC7
and pRetro-X-Tet-On-Advanced (Takara Bio) plasmids were transfected into the
packaged cell line Platinum-E and the supernatant was collected 48h post
transfection. For lentivirus generation, the generated constructs were transfected
into 293 T cells together with enveloped and packaging plasmids and supernatant
was collected 48 h post transfection.

Retroviral transduction and doxycycline treatment. Inducible
HDAC?7 expression in SD-1 and Namalwa cell lines was achieved by the generation
of the SD-1 and Namalwa Tet-On-Tight-HDAC7 cell lines. In brief, SD-1 and
Namalwa cells were first infected with the supernatant containing the pRetro-X-Tet-
On-Advanced viral particles overnight and 72h later selected with 1.5 ug/ml
geneticin (GIBCO, Carlsbad, CA, USA). Next the selected cells were infected with
the pRetro-X-Tight-Pur-HDAC? viral particles overnight and after 72 h selected with
3 ug/ml puromycin. For HDAC7 expression, cells were treated with 500 ng/ml of
doxycycline for the indicated periods. For c-Myc expression or HDAC3 knockdown,
SD-1 and Namalwa Tet-On-Tight-HDAC? cell lines were transduced with MSCV-
Empty-GFP, MSCV-c-Myc-GFP, pLKO.1-GFP and pLKO.1-shHDAC3KD1+KD2-GFP
and GFP-positive cells were sorted by flow cytometry.

Proliferation and cell cycle assays. For the MTT assays, 5x10* cells
were plated onto 24-well plates. At different times, MTT was added at a final
concentration of 5mg/ml. After incubation for 3h (37°C, 5% CO,), the blue
formazan derivative was solubilized in dimethyl sulfoxide and the absorbance was
measured at 570 nm. Cell proliferation was also assessed by cell counting. Cell
cycle and apoptosis were assessed by propidium iodide staining (distribution of cells
in Gy/Gy, S and Go/M phase, and in SudGy) followed by flow cytometry analysis
using a Gallios flow cytometer (Gallios, Beckman-Coulter, Brea, CA, USA).

Co-Immunoprecipitation assays. Co-immunoprecipitation assays were
performed as previously described in.2°

Mouse xenograft assay. Five-week-old male athymic nu/nu mice (Charles
River, Wilmington, MA, USA), housed under specific pathogen-free conditions, were
used in this study. To minimize tumor growth dispersion observed by subcutaneous
injection of SD-1 cell line, SD-1-Tet-On-Tight-HDAC7 cells were developed in two
steps: (i) 5x 10° SD-1-Tet-On-Tight-HDAC? cells were subcutaneously injected into
the back of n=5 animals. Once the tumors grew, they were harvested, cut into
equal size small fragments and subcutaneous transplanted into the back of other
nude mice. Mice bearing subcutaneous engrafted tumors (150-200 mm®) were
randomly allocated in the two treatment groups: (i) mice drank 1% glucose; and (ii)
drank 1% glucose plus 2mg/ml doxycycline in water. The tumor growth was
recorded twice per week and tumor volume (in mm3) was estimated according to
the formula V = /6 x L x W2.(W) width and (L) length. For Namalwa-Tet-On-Tight-
HDACT cells (1.5x 10°) were injected orthotopically into the middle of the spleen
and the tumors were monitored by palpation twice a week. Likewise, mice were
randomly allocated in the two treatment groups: (i) mice drank 1% glucose; and (ii)
drank 1% glucose plus 2 mg/ml doxycycline in water. At the time of killing (30 days
after induction in SD-1 cells and 15 days for Namalwa cells) all the tumors were
excised and weighed, analyzed macroscopically and by hematoxylin and eosin
tissue staining for histological assessment. All experiments were approved by the
IDIBELL animal care and use committee.

Immunofluorescence. Tumors were fixed in 4% formaldehyde overnight at
4°C, embedded in paraffin wax and sectioned at 4 zm. For immunofiuorescence staining,
antigen retrieval was performed in 10 mm sodium citrate (pH 6.0). Tumor sections were
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blocked with 5% horse serum in phosphate-buffered saline for 1 h at room temperature
and incubated with primary antibodies overnight at 4 °C. The primary antibody used
was anti-Ki67 (Thermo Scientific, Alcobendas, Spain). Tumor sections were then
incubated with secondary antibodies for 1h at room temperature. Nuclei were
stained using 4',6-diamidino-2-phenylindole. Samples were imaged on a Leica TCS
SP5 spectral confocal microscope (LEICA, Barcelona, Spain), with a 63XNA 1.4
objective and using the LASAF software version 7 (LEICA). Microphotographs were
analyzed with Fiji software (http://fiji.sc/). In brief, images were analyzed in gray
scale and median filtered. More than 2400 cells per animal (three glucose; three
glucose+Doxy) where analyzed in Ki67 staining and apoptotic nuclei.

Western blot. Western blot analysis was performed according to standard
procedures. Western blots were developed with the ECL detection kit (Amersham
Biosciences, Pittsburgh, PA, USA).

RT-gPCR expression analyses. RT-gPCR analysis were performed as
previously described in.%°

GSE34861 analysis. Expression profiling (microarray) of 191 samples of adult
B-lineage ALL and 3 normal pre-B samples were extracted from GEO database
(GSE34861). Raw data were robust multichip average (RMA) normalized using the
RMA algorithm in NimbleScan 2.5 software (Roche NimbleGen, Inc, Basel,
Switzerland). For differential expression analysis, average Log2 expression of the
normal samples were subtracted from each cancer patient expression data (Log2
value) for each gene using in house python script. The association between the
immunophenotypes of the various B-ALL patients and the downregulated levels of
HDAC7 was examined using the Fisher test. Two HDAC7 probes were analyzed:
cds1 Homo sapiens histone deacetylase 7A (HDAC7A), transcript variant 1, mR and
cds2 Homo sapiens histone deacetylase 7A, mRNA (cDNA_clone_MGC:74915_
IMAGE:6179239), complete cds. Both the probes were normalized with respect to
values of healthy patients. GSE34861 data were analyzed under R statistical
language. The g-values where obtained from multiple correction by false discovery
rate (FDR). The odds ratio (OR) shows the association between ALL
immunophenotype and the downregulation of HDAC?. If an OR> 1 indicates that
ALL immunophenotype is positively associated with having downregulated levels of
HAC7, whereas OR < 1 indicates negative association between having the specific
ALL immunophenotype and HDAC7 downregulation. An OR=1 indicates no
association between ALL immunophenotype and HDAC7 expression. To identify the
associations between the characterized cytogenetic features of B-ALL and low
levels of HDAC? expression we applied the Wilcox test. Data were analyzed using
the R statistical language. To assess the correlation between c-MYC and the two
HDAC? probes in the 191 B-ALL patients the Pearson correlation coefficient was
computed (rho) and linear regression was performed.

Microarray experiments. SD-1 Tet-On-Tight-HDAC7 or SD-1 cells were
treated or not for 24 h with doxycycline and collected in Trizol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). RNA was extracted as described above. PCR-amplified RNAs
were hybridized against an Affymetrix human array chip (Affymetrix Human
Genome U219 Strip, Santa Clara, CA, USA) at the IRB genomics facility. Affymetrix
raw CEL files have been deposited in the GEO database (GSE51895).

Microarray analysis. Expression data were analyzed using the R statistical
program. The RMA method was applied to the raw data. This comprises
three steps: convolution background adjustment, probe-level quantile normalization
and median polish summarization. Linear model analysis (LIMMA package,
Bioconductor) was used to identify the significant upregulated and downregulated
genes. A FDR multiple test was applied to the P-values obtained from the LIMMA
procedure; the upregulated and downregulated genes were considered to be
significant for the values of adjusted P<0.05. Values of log2FC>0.5 and
log2FC < 0.5, respectively, indicated the upregulated and downregulated genes.

Functional and pathway enrichment analysis. Functional annotation
of differentially expressed genes was based on GO (Consortium, 2000; http://www.
geneontology.org) as extracted from the EnsEMBL and the KEGG pathway
databases. Accordingly, all genes were classified into ontology categories. We took
only the GO/pathway categories that had at least 10 annotated genes. We used
GiTools for enrichment analysis and heatmap generation *(www.gitools.org). The
resulting P-values were adjusted for multiple testing using Benjamin and Hochberg's
FDR method.
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Putative TF motif occurrence in promoter region. The possible
occurrence of the TF motif in the promoter region (500-bp upstream and 200-bp
downstream of the transcription start site) was predicted with the STORM
algorithm,®® applying a cutoff of P=0.0000125 and position frequency matrices
from the TRANSFAC database® (professional version release 2009.4).

Statistical analyses. All data, except those from the arrays, were analyzed
using GraphPad Prism5 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Student’s ttest and one-
or two-way ANOVA, incorporating Bonferroni multiple comparisons, were carried out
to evaluate the differences between the groups.
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