UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

PAPEL DE LA CITOMICA FUNCIONAL EN EL ESTUDIO
DE MECANISMOS DE REFRACTARIEDAD DE LAS
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Laura Garcia Rico

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular

Programa de Doctorado en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina

“PAPEL DE LA CITOMICA FUNCIONAL EN EL ESTUDIO
DE MECANISMOS DE REFRACTARIEDAD DE LAS
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS”

Memoria de Tesis presentada por

Laura Garcia Rico

Para optar al Grado de

Doctora en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina






UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular

Programa de Doctorado en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina

“PAPEL DE LA CITOMICA FUNCIONAL EN EL ESTUDIO DE MECANISMOS DE
REFRACTARIEDAD DE LAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS”

Memoria de Tesis presentada por

Laura Garcia Rico

Para optar al Grado de

Doctora en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina

Investigacion realizada en el Instituto de Investigacion Contra la Leucemia Josep Carreras
Tesis Doctoral realizada bajo la direccién del Dr. Jordi Pétriz Gonzalez

y la tutoria de la Dra. Victoria Nogués Bara

Laura Garcia Rico Jordi Pétriz Gonzalez Victoria Nogués Bara

La Doctoranda El Director de Tesis La Tutora de Tesis

Bellaterra, 2019






El Dr. Jordi Pétriz Gonzélez, lider del Grupo de Investigacién de Citomica
Funcional del Instituto de Investigacion Contra la Leucemia Josep Carreras del

Campus ICO-Germans Trias i Pujol (Badalona),

CERTIFICA:

Que Laura Garcia Rico ha realizado bajo su direccion y supervision el trabajo de
investigacion que se expone en la memoria de Tesis titulada “Papel de la citdmica
funcional en el estudio de mecanismos de refractariedad de las neoplasias
hematolégicas” para optar al Grado de Doctora en Bioquimica, Biologia Molecular

y Biomedicina por la Universitat Autbnoma de Barcelona.

Que este trabajo se ha llevado a cabo en Grupo de Investigacion de Citdmica
Funcional del Instituto de Investigacion Contra la Leucemia Josep Carreras,

Campus ICO-Germans Trias i Pujol (Badalona).

Y para que asi conste, se firma el presente certificado:

Jordi Pétriz Gonzalez Laura Garcia Rico

El Director de Tesis La Doctoranda

Badalona, 2019






A mi yaya,

que solia decirme:
“oye, tu curas muy bien el cancer, ;no?”

En tu memoria, aqui tienes mi granito de arena






AGRADECIMIENTOS






En aquest moment, només puc donar GRACIES. Gracies a totes i a tots, ja que sou
moltes persones que heu posat el vostre granet de sorra per a fer aquest projecte

possible.

Ningu va dir que fer un projecte de tesi doctoral fos facil, i no ho ha estat. Durant 4 anys i
6 mesos hi ha hagut treball, esforg, estrés, llagrimes i, evidentment, aprenentatge, molt
aprenentatge, somriures, alegries, moments inoblidables, il-lusions, descobriments. En
aquest temps he pogut créixer tant a nivell professional com a nivell personal, i és aixd,

per sobre de tot, amb el que em quedo.

Per comengar, vull donar les gracies al Jordi Petriz, el meu jefe. Gracies, en primer lloc,
per confiar en mi per a fer el projecte de master al teu grup de recerca de la Vall d’'Hebron.
| gracies, després, per donar-me el suport i ajudar-me per a qué pogués fer el projecte de
Tesi Doctoral a I'lnstitut de Recerca contra la Leucémia Josep Carreras (IJC). Em sento
molt afortunada i agraida de tenir un jefe com tu. Durant aquest temps m’has ensenyat,
m'has acompanyat, m'has donat suport, m’has motivat, m’has escoltat, m’has posat
reptes, has confiat en mi per a participar d’altres projectes, has fet possible que vagi a
congressos... Gracies per tot el temps que has dedicat, i per la paciéncia que has tingut

amb mi, sobretot en aquests Ultims mesos frenétics!

També voldria donar les gracies a la meva tutora de la UAB, la Victoria Nogués, per la
seva disponibilitat i disposicio a resoldre tots els meus dubtes i a guiar-me en la realitzacio
de la Tesi Doctoral. Aixi com als membres de la comissié de seguiment de la Tesi,
formada pel Dr. Jaume Farrés, el Dr. Joan Carles Domingo i el Dr. Ginés Viscor.
Gracies per any rere any reunir-vos amb mi, aconsellar-me, interessar-vos per la meva

feina i ajudar-me.

El nostre grup de recerca no hagués tirat endavant si no hagués estat per I'Institut de
Recerca Contra la Leucémia Josep Carreras. Gracies, Sr. Josep Carreras, i a totes les
persones que hi ha darrera d’aquest gran projecte que és la Fundacié i, que, dia a dia, ho
dona tot per fer que la leucémia i altres neoplasies hematologiques es puguin curar.

Gracies, de la mateixa manera, al Prof. Evarist Feliu per confiar en nosaltres i donar-nos

11



suport, aixi com reconeixement. |, finalment, gracies Kiku, per ser tant proper, per ajudar-

nos i escoltar-nos. La nostra recerca és possible gracies a vosaltres!

Quan vaig comengar la tesi, al grup només hi érem en Jordi i jo, pero de seguida es va
omplir amb la incorporacié de dos nois amb moltes ganes, motivacid i il-lusié per formar
part del nostre grup: 'Angel i el Jorge. Gracies, nois, per venir amb nosaltres, per fer
créixer el grup, per tot el suport que m’heu donat per a fer aquest projecte de Tesi i per
les estones passades al laboratori, que, amb companyia es passen molt millor! Gracies
per ser tan bones persones, cosa dificil de trobar! | gracies per la paciéncia que heu tingut
amb mi aquests Ultims mesos. Jorge, compartim uns inicis de tesi durillos, que ben segur
ens han fet més forts. Gracies per ser tan actiu, treballador, per esforcar-te tant i per estar
disposat a ajudar-me fins i tot abans de que tho demani. Angel, amb tu les plantes molen
més! Gracies per ensenyar-me tantes coses, pel teu suport, per la teva feina, pel teu

esforg i per les teves ganes d'aprendre coses noves!

Un dels punts forts de I'lJC és l'estreta relacié que t& amb el Servei d’'Hematologia de
I'Hospital Germans Trias i Pujol. En el nostre cas, especialment amb el Laboratori de
Citometria. En primer lloc, gracies, Jordi Junca, pel teu interés, per donar-nos suport
amb els teus coneixements, per tenir tantes ganes i empenta per investigar, per tots els
projectes que hem desenvolupat plegats, i pels teus consells i ajuda en el meu projecte
de Tesi. Sara, Minerva, infinitas gracias por vuestra ayuda. No puedo estar mas
agradecida por todo lo que hacéis por nuestro grupo. Trabajar con personas como
vosotras no tiene precio. Gracias por el tiempo, paciencia, interés y por ser como sois. |
al Marc Sorigué, benvingut al grup! Gracies per voler fer recerca amb nosaltres i per tenir

tantes ganes d'aprendre i de fer coses noves! Ben segur que sumarem!

Una altra de les raons de ser del nostre grup de recerca son les empreses
biotecnologiques que ens donen suport, especialment, Sysmex i Thermo Fisher.
Muchisimas gracias, Pepe, asi como a tus compafieros/as de Sysmex, por creer en
nosotros, por ayudarme y hacer posible que pueda estar aqui y que haya podido ir a

congresos y gracias por tu humanidad y personalidad. Thanks to Mike and Jolene from

12



Thermo Fisher for your support, for giving us the opportunity to develop our research, for

your comments, interest, and collaboration. It's a real pleasure to work altogether!

Encara que el nostre grup sigui petit, formem part del que és la gran familia de I'lJC. En
aquesta etapa he pogut conéixer a persones increibles que m’han aportat moltissimes
coses i amb les que he viscut moments meravellosos. Gracias Paula, por ser como eres
y por todos los momentos que hemos compartido, llegaras muy lejos, lo sé. Nuri, mi compi
del Baix! Gracias por informarme de todos los “cotis”, que, si no, no me enteraria de nada,
y por ser la “organizer” por excelencia. Mar, gracies per ser també una super informadora,
i per deixar-me aprendre tantes coses de tu. Rocio, gracias por tu ayuda y por ser mi
primera compi de mesa. Jesi, fichaje! Gracias por tu energia y trabajo. Jordi, gracies per
la teva alegria contagiosa, i Laura, gracies per ser 'anima de la festa, ets una crack! He
pogut aprendre també moltes coses de vosaltres, slper Doctors! Pame, por tus
margaritas, Francisco, pels teus comentaris Unics i els teus aguacates, Natalia, per les
teves visites al lab amb la side population, Josep, per ser com ets, se't troba a faltar!
Vosotros, los otros pre-docs, con los que compartimos nuestros dramas, y hacemos que
estos momentos sean mas llevaderos. Gracias. Y a las nuevas incorporaciones en el
mundo pre-doc y en la secta de la 3a planta, Celia y Miriam. Gracias por aportar nueva
energia al instituto y acompafiarnos en comidas y dramas. Suerte y &nimo en esta etapa
que estais empezando. Y mencién a nuevas incorporaciones, las Anas, y a los que han
pasado por aqui, Vera, Elena, Neus, Paula, Erica, Guillem, Laura, Alba... de todos me

llevo algo. Gracias.

I més IJC. Gracies Eulalia, pels teus coneixements i pel teva ajuda cedint-nos mostres.
Joao, gracias por tu interés, motivacion y criticas, siempre constructivas, que me sirven
para tanto. Gracies Emili per donar alegria a cultius, aixi com per la teva vitalitat i manera
de ser. Thanks to Fumi and Marcus for your challenging questions, for your interest in
our work, and for your advices. Gracies Alba i Albert, per estar per nosaltres i ajudar-nos

tant. | a la resta de I'Institut i Campus, la vostra feina és increible!

No em puc oblidar de la resta del Servei d’Hematologia de I'Hospital. Gracies a aquesta

gran relacié he aprés moltissimes coses de tots els professionals que en formen part, tant

13



en sessions cliniques, bibliografiques com en col-laboracions que han sorgit. Gracies al
Laboratori de Biologia Molecular, a la Lourdes, la Silvia, |a Itziar, el Pepe, la Marta i la
Diana, per tots els coneixements que m'emporto de vosaltres i per ser tan bons
professionals i persones. | gracies al Laboratori de Citogenetica, a la Isabel, la Marisol,
I'Aleix, el Javier, la Neus, I'Adela, pel mateix, i per la vostra ajuda amb els cariotips de
les linies cel-lulars. Gracies! També gracies a la Dra. Elisa Orna i al Dr. Tomas Navarro,
per tot el que m’heu ensenyat sobre la citomorfologia. I, evidentment, gracies a tots els
clinics que estan dia a dia tractant amb els pacients i que donen a I'hora suport a la
recerca que fem, al Dr. Josep Maria Ribera, el Dr. Albert Oriol, la Dra. Blanca Xicoy i
la Dra. Inés Rodriguez, i a la resta de metges, residents i professionals de I'equip

d’hematologia. La vostra feina no té preu.

A mis amigos y amigas, por estar a mi lado, por ser mi via de escape, de desconexion y
por hacerme pasar momentos Unicos. Minerva, gracias por ser mi animadora nimero 1,
por ayudarme tanto, por todo. Miky, gracias por los pequefios momentos, que, aunque
sean menos de los que quisiéramos, son Unicos. Ari, aunque la distancia siempre nos ha
separado, sé que estas y estaras ahi. Janat, Ester, Alba y Laura, gracias por sacarme
de aqui y compartir viajes increibles (jy los que quedan!). Gracias a los y las
“Barretimonis” (y ex), Laura, Judith, Mireia, Cristian, Irina, Zara... y jtodos/as!, por
tantos momentos vividos, por el apoyo, todo lo que me aportdis cada uno/a de
vosotros/as, en especial mencién a Dani, gracias por tu ayuda con la Figura 6! A las del
cole, Ana y Berta, por nuestras quedadas mensuales; a las “marujas de Cornella”, por
seguir ahi; i als meus compis biomeds i biotecs per estar al comengament d’aquesta

bonica bogeria anomenada ciéncia. Es increible estar rodeada de personas asi. Gracias.

Y gracias a la familia Garcia y a la familia Rico, a los que estan y a los que ya no estan,
por vuestro interés, apoyo, y por los momentos compartidos. Y, sobre todo, gracias a mi
padre, Jesus, y a mi madre, Luisa, y a mi hermano, Albert, por haber hecho de mi la
persona que soy ahora. Gracias por haberme ofrecido la oportunidad de dejarme ser
quien yo quisiera ser, por hacerme volar, por dejar que me equivoque, por hacerme

independiente y libre, y por estar ahi en todo momento. Os quiero.

14



LISTADO DE ABREVIATURAS






7-AAD
ADN
ALP
APLS
ARN
BCMA

BP

CAR
CcD
CDP

CETLAM

CF
CFM
clg
CLP
CMP
cP

CRAB

7-aminoactinomycin D - 7-aminoactinomicina

Acido desoxirribonucleico

Alkaline phosphatase - Fosfatasa alcalina

Alkaline Phosphatase Live Stain

Acido ribonucleico

B cell maturation antigen - Antigeno de maduracion de células B
Bandpass - Paso de banda

Citoplasmatico

Chimeric antigen receptor - Receptor de antigeno quimérico
Cumulo de diferenciacion

Common dendritic progenitor - Progenitor comun dendritico

Grupo Cooperativo de Estudio y Tratamiento de las Leucemias

Agudas y Mielodisplasias

Concentracion final

Citometria de flujo multiparamétrica

Cytoplasmic immunoglobulin - Inmunoglobulina citoplasmatica
Common lymphoid progenitor - Progenitor comun linfoide
Common myeloid progenitor - Progenitor comun mieloide

Célula plasmatica

Hypercalcemia, renal insufficiency, anemia, and bone lesions -

Hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y lesiones 6seas

17



CsC

DAPI

DCV

DfN

DLP

DMSO

ECOG

EDTA

EFS

ELN

ELP

ERM

FAB

FBS

FISH

FSC

G-CSF

GMP

GMSI

18

Cancer stem cell - Célula madre tumoral
Diamidino-2-phenylindole - Diamidino-2- fenilindol
DyeCycle™ Violet

Different-from-normal - Diferente de lo normal

Dichroic longpass - Dicroico de paso largo

Dimethyl sulfoxide - Dimetilsulfoxido

Eastern Cooperative Oncology Group
Etilendiaminotetraacético

Event-free survival - Supervivencia libre de eventos
European Leukemia Net - Red europea de leucemia
Early lymphoid progenitor - Progenitor linfoide temprano
Enfermedad residual medible
Franco-americano-britanico

Fetal bovine serum - Suero fetal bovino

Fluorescence in situ hybridization - Hibridacién in situ fluorescente
Forward scatter - Dispersion frontal

Granulocyte colony-stimulating factor - Factor estimulador de

colonias de granulocitos

Granulocyte-macrophage progenitor - Progenitor de granulocitos

y macréfagos

Gammapatia monoclonal de significado incierto



HBA

HBSS

HLA

HR

HSC

IMWG

ISAC

ISS

IT-HSC

LAIP

LLA

LLA-B

LLA-T

Hanks’ Balanced Salt Solution con albimina y azida sodica
Hanks’ Balanced Salt Solution

Human leukocyte antigen - Antigeno leucocitario humano
Hazard ratio

Hematopoietic stem cell - Célula madre hematopoyética
Intervalo de confianza

Inmunoglobulina

Immunoglobulin -~ heavy chain - Cadena pesada de

inmunoglobulina

International Myeloma Working Group - Grupo de Trabajo

Internacional del Mieloma

International Society for Advancement of Cytometry - Sociedad

Internacional para el Avance en Citometria

International  staging system - Sistema internacional de

estadificacién

Intermediate term hematopoietic stem cell - Célula madre

hematopoyética de plazo intermedio

Leukemia-associated  immunophenotype - Inmunofenotipo

asociado a la leucemia
Leucemia linfoblastica aguda
Leucemia linfoblastica aguda de precursores B

Leucemia linfoblastica aguda de precursores T

19



LMA

LPA

LDH

LLB

LLT

LMPP

LP

LSC

LT-HSC

MDP

MDSC

MEP

MFI

MO

MPO

20

Leucemia mieloide aguda

Leucemia promielocitica aguda
Lactato deshidrogenasa

Linfoma linfoblastico de precursores B
Linfoma linfoblastico de precursores T

Lymphoid-primed multipotent progenitor - Progenitor multipotente

de pre-instruccion linfoide
Longpass - Paso largo
Leukemic stem cell - Célula madre leucémica

Long term hematopoietic stem cell - Célula madre

hematopoyética de largo plazo

Monocyte-dendritic cell progenitor - Progenitor de monocitos y

células dendriticas

Myeloid-derived suppressor cell - Célula supresora de origen

mieloide

Megakaryocyte-erythrocyte  progenitor -  Progenitor  de

megacariocitos y eritrocitos

Median fluorescence intensity - Mediana de la intensidad de la

fluorescencia
Mieloma multiple
Médula 6sea

Mieloperoxidasa



MPP

NGS

NK

NLNW

NPM1

OomiP

OMS

oS

PCR

PD-1

PD-L1

PETHEMA

Pl

PMA

PMT

Proteina M

RC

R-ISS

Multipotent progenitor - Progenitor multipotente

Next generation sequencing - Secuenciacion masiva de nueva

generacion

Natural Killer

No lyse no wash

Nucleophosmin 1 - Nucleofosmina 1

Optimized multicolor immunofluorescence panel - panel de

inmunofluorescencia multicolor optimizado
Organizacién Mundial de la Salud
Overall survival - Supervivencia global

Polymerase chain reaction - Reaccién en cadena de la

polimerasa

Programmed death-1

Programmed death-ligand 1

Programa Espariol de Tratamientos en Hematologia

Propidium iodide - Yoduro de propidio

Phorbol 12-myristate 13-acetate - Forbol 12-miristato-13-acetato
Photomultiplier tube - Tubo fotomultiplicador

Proteina monoclonal

Remision o respuesta completa

Revised international staging system - Sistema internacional de

estadificacién revisado

21



ROC

RT-qPCR

SP
SPop

ST-HSC

TCR

TdT

TKI

TPH

22

Receiver operating characteristic - Caracteristica operativa del

receptor

Real time quantitative polimerase chain reaction - Reaccidn en

cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
Sangre

Surface immunoglobulin - Inmunoglobulina de superficie
Side scatter - Dispersion lateral

Single nucleotide polymorphism - Polimorfismo de nucleotido

Unico
Shortpass - Paso corto
Side population

Short term hematopoietic stem cell - Célula madre

hematopoyética de corto plazo
T cell receptor - Receptor de células T

Terminal ~ deoxynucleotidyl transferase - Desoxinucleotidil

transferasa terminal
Tyrosin-kinase inhibitor - Inhibidor de la tirosina cinasa

Trasplante de progenitores hematopoyéticos



INDICE






AGRADECIMIENTOS ... ssssssssssssssessssssssssssssssens 9

LISTADO DE ABREVIATURAS .......ccooeirrrermsssrnrresesssssssssessssssssssesessssssssssesessssssssssenens 15
INDICE.......oouuuueeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssssseees 23
INTRODUCCION.......ooovuveememmsemsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseess 31
1. LA HEMATOPOQYESIS ......cooveeeremrenresressessessssssssssssesessessessesssssssssssssssessessessens 33
2, NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS ...........coommmmreersussenssssssssesssssssssssssssssassnesess 36
2.1.  Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud............ccocovrivriininnne. 37
2.1.1. Neoplasias MIElOIdES...........coureerriererce e 37
2.1.2. Neoplasias lINfOIAES...........crrrrrierreeee e 38
2.2.  Neoplasias hematoldgicas estudiadas en esta Tesis Doctoral .............ccco....... 38
2.2.1.  Leucemia mieloide aguda...........c.cervrurieinniininiereee e 38
22110 DEFINICION ...ttt e 38
2.2.1.2. BHOLOGIA. ..o 39
2.2.1.3. Caracteristicas clinicas, citomorfolégicas y genéticas ..........ccoevevvvreeeininnnes 41
2.2.1.4. ClaSIfICACION ........vveieiicieices et 42
2.2.1.5. INMUNOTENOLIPO ..o 46
2.2.2. Leucemia linfoblastica aguda de precursores B..........ccccocvvvveccensicscncnennn,s 50
2.2.2.1. DEfINICION ..ot 50
2.2.2.2. BHOIOGIA......c.cvceieeee et 50
2.2.2.3. Caracteristicas clinicas, citomorfoldgicas y genéticas ............coovveevvirecrerennn, 52
2.2.2.4. ClaSIfICACION ......coovuiiieicrciieie e 54
2.2.2.5. INMUNOFENOLIPO ......oviiiicie e 56
2.2.3. Mieloma MURIPIE......c.oveeevereieieeccte e 57



2.2.31.
2.2.3.2.
2.2.33.
2234,
2.2.35.
2.3.
2.3.1.
2.3.2.
23.2.1.
2.3.2.2.
2.3.3.
24.
24.1.
24.2.
243.
25.
26.
26.1.
26.1.1.
26.1.2.
2.6.13.
26.2.
2.6.3.
2.6.3.1.

26

DEFINICION ...t 57
BHOl0GIA...... e 58
Caracteristicas clinicas, citomorfologicas y genéticas..........cccovvvreerrieininnenes 59
CIASIfICACION. ... 60
INMUNOTENOLIPO ... 62
Herramientas de diagnostico integrado ..., 63
CItOMOITOIOGIA ...t 66
INMUNOFENOLIPAAD ..o 68
Inmunofenotipado de la leucemia aguda...........c.ccoeevvvvicceiicece e, 73
Inmunofenotipado del mieloma MUItPIE ..........coveericirnie e 75
Citogenética y genética MOIECUIAT............coveuriiierierereeceses s 76
Seguimiento de las neoplasias hematoldgicas..........c.cccovveeevvircceisicenene, 80
Tecnologias basadas en citometria de flujo multiparamétrica..............ccccu...e. 82
Tecnologias moleculares basadas enla PCR..........cccoooeevviieceenccccies 84
Tecnologias de Next Generation SEQUENCING ...........ccccevueveeviieeeesiisseeenns 86
Pronostico y clasificacion seguin €l fESG0 .......cvveeeverviieeeeie e, 87
TrAtAMIENTO. ......cveece e 94
Principales esquemas de tratamiento.........c.ccccvveeeiiiccssc e, 94
Tratamiento general de la leucemia mieloide aguda..........c.ccocoveeeviiiccrennnnn, 94
Tratamiento general de la leucemia linfoblastica aguda de precursores B ....... 96
Tratamiento general del mieloma mUMPIE...........ccoevvviviicesiccee e 98
El trasplante de progenitores hematopoyéticos...........ccvvveevviicceesi s, 99
Terapias BMEIGENTES ......cccvviiceeree e 102
Terapias moleculares y epigenétiCas ...........ocoueeevirereiesseseeee s 103



2.6.3.2. INMUNOLEIAPIAS .....eovvveeeriicieescreese e 103

3. MECANISMOS DE REFRACTARIEDAD DE LAS NEOPLASIAS

HEMATOLOGICAS .......ocoomerresssessesesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 105
3.1, Heterogeneidad intratumoral ..o 106
3.2, SUpPresion INMUNIATIA .........covererireericireee e 108

4, LA CITOMICA FUNCIONAL PARA EL ESTUDIO DE LAS NEOPLASIAS

HEMATOLOGICAS........coereeeeeeeeessseesssesssssessssssssessssessssessssessssessasessssessassssssessssesssseses 111
HIPOTESIS........oooonssssessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssessssassssssasssssss 119
OBUETIVOS ..ottt ss s s s sesssssassstsasssasasasasssssssssssnns 123
MATERIALES Y METODOS........oceueeeseeeseessseesssessssessssesssssssssessssessssessssessssessssesssseees 127
1. MUESTRAS BIOLOGICAS.........cooeeeeeemeeesseessseessssessssesssessssssssssssssessssessaseees 129
1.1. PACIBNEES ...ttt 129
1.2, LiNBAS CEIUIAES .......cocvveeeeeteteetetctctctetete ettt ettt tens 131
2. REACTIVOS.......cccccrcrssnmsnssnsns s ss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 131
2.1, CitOMEtro de flUjO ..o 131
2.2.  Anticuerpos MONOCIONAIES ...........coviuriiiririreirieieereesee e 131
2.3.  Marcadores de acidoS NUCIBICOS ..........cocveveeiiveieieiciceeee e 132
2.4.  Sustratos fluorogénicos, farmacos, estimuladores e inhibidores .................... 132
2.5. Medios de cultivo, SOIUCIONES Y DUEIS .......cvvvvveeeeieee e 133
3. INSTRUMENTACION ...oooeereeeeeeeeesseessseessssesssssssseessssssssesssssssssessssessssessaseees 135
3.1, Citometria de fIUjO ......covieeiee e 135
3.1.1. Puesta a punto y mantenimiento............ccovernirnennsncee e 135



3.1.2.  Configuracion de 10S filtroS ...........ccoerernirnrsccese e 136

3.1.2.1. Citémetro de flujo de enfoque aclstico Attune™ ............ccoevevrnninniinnenne 137
3.1.2.2. Citémetro de flujo de enfoque actstico Attune™ NXT.........ccccoveevrirccrnrennen, 138
3.1.3.  AdQquisICION de 1a MUESHFA.........ceuiiereerce e 140
3.1.4. Compensacion electronica de los espectros de emision............ccccvvverereenenee 140
3.2, OftrainStrumentacion ...........c.ocoeeiriercrninieee s 141
4. PROTOCOLOS GENERALES.............ccoeneenmererenressessssssssssssssssssessessessessessens 141
41.  Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina............cccococvvvnrinnininnnee. 141
4.2.  Ensayos de extrusion del sustrato APLS............cccoovrrinninnienesceees 142
43.  Andlisis de la actividad fosfatasa alcalina en la side population...................... 143
4.4.  Analisis del CICIO CEIUIAT ..o 143
45.  Determinacion de PD-L1 de superficie en MDSCS.........cccoovverinneenieinenenes 144
46.  Determinacion de PD-L1y CD11b citoplasmaticos..........cocouvrerrrierireenennnne 145
4.7.  Ensayo de competicion de anticuerpo monoclonal y farmaco para PD-L1 ..... 145
5. ANALISIS DE DATOS ......oocommmneeessssessessssssessssssssssessssssasssssssssssssssssssssssnenees 146
RESULTADOS ......cooecccnrseseesssssssesessssssssssesssssssssssessssssssssessssssssssssesssssssssnssessasassnsnes 149

Trabajo I: Identificacion de progenitores leucémicos con elevada actividad

fosfatasa alcalina y relacion con la recaida y enfermedad refractaria en leucemia

AQUAR oo ————— 151
1. INTRODUCCION...........oeemeneeessussessssssssssesssssssssnesssssssssnessssssssssssssssasssnesssssassens 153
2, RESULTADOS. ...t ssss s sssssssssssssssssesssssssasssesss 155

28



2.1.  Desarrollo de una metodologia para la determinacion de la actividad fosfatasa

alcalina en combinacion con el inmunofenotipado mediante citometria de flujo.......... 155

2.1.1. APLS no resulta téxico a nivel celular y su fluorescencia se mantiene estable en

B HIEIMPO <. 155
2.1.2.  APLS no es extruido por el transportador multidroga ABCG2 ...........cccccueenee. 157

2.1.3. Las células de la side population presentan de forma diferencial actividad ALP

segun las concentraciones de oxigeno ambientales..........oevererrirniesnesnennn. 158
2.1.4. Lalinea celular KG-1a como control positivo de actividad fosfatasa alcalina. 159

2.1.5. Las soluciones de lisis de eritrocitos alteran la determinacién de la actividad

fosfatasa alCcaling..............coooviiiiiiiiii 160
2.2.  Determinacion de la actividad ALP en leucemias agudas refractarias.. .........161

2.2.1. Caso 1: Células CD34* con elevada actividad ALP detectadas en diferentes

seguimientos de una leucemia linfoblastica aguda de precursores B refractaria......... 161

2.2.2. Caso 2: Células CD34* con elevada actividad ALP detectadas en el diagndstico

y la recaida de una leucemia linfoblastica aguda de precursores B refractaria. ........... 167
2.2.3. Casos 3-5: La actividad ALP no esté restringida a células CD34+.................. 168

2.3. Importancia de la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina en el

diagnéstico de la leucemia mieloide aguda...........cccceervicccssee i 169
2.3.1.  Caracteristicas de los pacientes y prondstico ..........cccevvvvveeessisecessnnnns 169

2.3.2. Diferencias de la actividad fosfatasa alcalina en pacientes con leucemia mieloide

aguda: Identificacion de dOS gruPOS .......ccvvcvcvceiiece e 176
2.3.3. Diferencias en la respuesta al tratamiento entre ambos grupos ..................... 178
2.3.4. Diferencias en la supervivencia entre ambos grupos..........ccoeevrvrecrerisiinnes 180
2.3.5.  Analisis MUItIVAMAA0 ..o 181

29



Trabajo II: Disefio y evaluacién de un ensayo de screening directo para la deteccion

de PD-L1 en MDSCs y su potencial uso en la prediccion del éxito de la

(101001 Lol (=T T o T - ST 183
1. INTRODUCCION...........ocemmenressssssessssssssssesssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssesssssassens 185
2. RESULTADOS ........correisnsessessssssessesssssssesssssssssesssssssssssssssssesssssssessassens 186
2.1.  Disefio de un panel screening multicolor para la deteccién de PD-L1 ............ 186

2.2.  PD-L1 presenta un patron diferencial de expresién ante la estimulacion en

presencia de ésteres de forbol..........ovviiciiiicc s 188
2.3.  PD-L1 no se detecta a nivel CitoplasmatiCo...........ccvvvrenierenninniesienes 190
24.  PD-L1 se detecta de forma diferencial segun el tiempo de estimulacion......... 191

2.5.  El anticuerpo monoclonal conjugado y durvalumab compiten para un sitio de

union de PD-L1 espacialmente CErcano ...........covuveeinieeineeinnesseeseesesisessseenenas 193
DISCUSION ..o ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 195
CONCLUSIONES. .........conureesrississsssssssssssssssesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssssssssssass 223
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...........ccoommereessusesssssssssesssssssssssssssssssnesssssssssnenees 227
Y= 253

1. ARTICULOS CIENTITICOS ASOCIADOS A LOS TRABAJOS DE LA TESIS
(001030 0 255

2. OTROS ARTICULOS CIENTITICOS PUBLICADOS EN LA ETAPA DE LA TESIS
(001030 0 255

3. COMUNICACIONES EN CONGRESOS INTERNACIONALES DE LOS
TRABAJOS DE LA TESIS DOCTORAL......covurmmmmsssmssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssns 256

30



INTRODUCCION






1. LAHEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es un proceso fisioldgico esencial para el organismo que
consiste en el mantenimiento y en la formacidn continua de poblaciones celulares
sanguineas. Estas poblaciones se originan a partir de las células madre

hematopoyéticas (hematopoietic stem cells, HSCs).

Este proceso fisioldgico transcurre durante el desarrollo embrionario y durante la
etapa adulta con la finalidad de mantener los sistemas sanguineo y linfatico. En
individuos adultos, la hematopoyesis se lleva a cabo principalmente en la médula
6sea (MO). La MO es un tejido esponjoso que se alberga en las cavidades
centrales de los huesos axiales y largos. Proporciona un soporte fisico y un nicho
celular para el desarrollo de las poblaciones sanguineas, asi como el
microambiente necesario para producir todas las sefiales reguladoras durante la
hematopoyesis, mediadas por citocinas, hormonas y mecanismos de cooperacion

celular (1,2).

Las HSCs existentes en la MO son capaces de reconstituir integramente el
sistema hematopoyético, ya que pueden dar lugar a todas las células de los
distintos linajes que lo conforman (3) y de otros linajes celulares (4), y es por esa
razon que se las considera células madre pluripotentes. Las HSCs tienen la
capacidad de autorenovarse, para poder mantenerse indiferenciadas a largo
plazo, y de diferenciarse, dando lugar a todos los tipos celulares de cada linaje.
No obstante, la mayoria de las HSCs se mantiene en fase quiescente y solo una
fraccion de estas avanza en el ciclo celular para poder diferenciarse o

autorenovarse (5).

Existen diversos modelos y propuestas sobre el desarrollo de la hematopoyesis,
asi como de la clasificacion de los distintos tipos de HSCs y de sus caracteristicas

especificas. Comprender la hematopoyesis es fundamental para poder
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posteriormente estudiar las enfermedades ocasionadas por alteraciones durante
la diferenciacion hematopoyética (1). Uno de los modelos existentes (6) postula la
existencia de dos tipos de HSCs: Las HSCs de largo plazo (long term HSCs, LT-
HSCs) y las HSCs de corto plazo (short term HSCs, ST-HSCs), y mas
recientemente las de plazo intermedio (intermediate term HSCs, IT-HSCs) (7).
Estas se diferencian por su capacidad de autorenovacion, siendo las LT-HSCs
aquellas que la conservan mas incrementada, mientras que las ST-HSCs, las que
menos; y por su capacidad de diferenciacion, siendo las ST-HSCs las mas

comprometidas para diferenciarse en el resto de progenitores (Figura 1).

{J

Entrada en el Autorenovacion O
ciclo celular
Diferenciacion /
‘ = o—0—-0
Salida del IT- ST-
ciclo celular H Q
c HSC HSC SC
quiescente activa .
Progenitores
T multipotentes

LT-HSC

Figura 1. Estadios de la diferenciacion de las HSCs. Adaptada de Nakamura-
Ishizu et al., 2014 (8).

A partir de las ST-HSCs, se originan los progenitores multipotentes (multipotent
progenitors, MPPs) para dar lugar a las células de los linajes mieloide y linfoide.
Se distinguen entonces los progenitores comunes mieloides (common myeloid
progenitors, CMPs) (9) y los progenitores comunes linfoides (common lymphoid
progenitors, CLPs) (10). De los CMPs derivan las células de linaje mieloide:
monocitos, granulocitos, eritrocitos y megacariocitos; y de los CLPs derivan las
células de linaje linfoide: linfocitos T, linfocitos B y células Natural Killer (NK). No

obstante, y como se puede observar en la Figura 2, la diferenciacion
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hematopoyética es mucho mas compleja, ya que las células linaje-comprometidas

pueden originarse a través de diferentes progenitores y vias de diferenciacion.
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Figura 2. Jerarquia de la diferenciacion hematopoyética en adultos. CD, cimulo de
diferenciacion; LMPP, Lymphoid-primed MPP - MPP de pre-instruccién linfoide; ELP, early
lymphoid progenitor - progenitor linfoide temprano; GMP, granulocyte-macrophage progenitor -
progenitor de granulocitos y macrofagos; MEP, megakaryocyte-erythrocyte progenitor - progenitor
de megacariocitos y eritrocitos; CDP, common dendritic progenitor - progenitor comun dendritico;
MDP, monocyte-dendritic cell progenitor - progenitor de monocitos y células dendriticas. Adaptada
de Rieger y Schroeder, 2012 (11).

Las células que constituyen el sistema hematopoyético se pueden identificar y
distinguir por la expresion de antigenos y/o cumulos de diferenciacién (CD) que
se encuentran en la membrana celular, citoplasma o nucleo. Estos CD se emplean

como marcadores celulares con el objetivo de clasificar poblaciones leucocitarias
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en asociacion con su grado de madurez o inmadurez y el linaje (12). Los
progenitores mas primitivos, desde las LT-HSCs hasta los MPPs, se caracterizan
por ser CD34+/CD38-/CD117high, CDI0 se encuentra expresado en las LT-HSCs,
y esta expresion se pierde cuando estas se diferencian hacia ST-HSCs. Los CMPs
y CLPs contintan expresando CD34 y CD117 y otros marcadores tales como
CD123 y CD38, en el caso de los progenitores mieloides, y CD135 en el caso de
los linfoides. Las células linaje-comprometidas dejan de expresar estos
marcadores mas caracteristicos de células inmaduras para expresar los

marcadores caracteristicos del propio linaje (13).

La perturbacién de los complejos procesos fisioldgicos que regulan la
hematopoyesis puede desencadenar alteraciones hematoldgicas que

ocasionalmente conlleven el desarrollo de una neoplasia hematolégica.

2. NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Las neoplasias hematoldgicas constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades del sistema hematopoyético caracterizadas por perturbaciones en
la regulacion de la hematopoyesis que alteran la produccidn de uno o varios tipos
celulares y producen la infiltracion de las células afectadas en diversos tejidos
impidiendo la produccién normal del resto de células (14). Los tejidos afectados
por este grupo de enfermedades incluyen la médula 6sea, la sangre periférica y
los tejidos linfaticos, aunque también pueden verse afectados otros tejidos y
drganos. Las alteraciones de la hematopoyesis pueden ser debidas a mutaciones
genéticas 0 a aberraciones cromosdmicas, asi como a modificaciones
epigenéticas producidas en alguno de los estadios celulares del proceso. El origen
de estas afecciones es diverso, ya que pueden verse alterados distintos tipos

celulares y vias de sefializacion y regulacion.
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Segun el linaje celular afectado, las neoplasias hematoldgicas se clasifican en dos
grandes grupos: Las neoplasias mieloides, cuando las células neoplasicas
pertenecen al linaje mieloide, y las neoplasias linfoides, cuando las células

afectadas pertenecen al linaje linfoide.

2.1. Clasificacion de la Organizaciéon Mundial de la Salud

Las neoplasias hematoldgicas se clasifican segun los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recogidos en Clasificacion de Tumores de Tejidos
Hematopoyéticos y Linfoides. La cuarta edicion revisada en el afio 2017 es la que
se ha consultado en la elaboracidn de esta Tesis Doctoral (15). A continuacion,
se mencionan las categorias principales de neoplasias mieloides y linfoides segun
la OMS y desde el punto 2.2 al punto 2.5 se desarrollaran mas extensamente las
neoplasias hematologicas estudiadas en esta Tesis Doctoral: la leucemia mieloide

aguda, la leucemia linfoblastica aguda de precursores B y el mieloma mdltiple.

2.1.1.Neoplasias mieloides

Las neoplasias mieloides se originan debido a alteraciones en la mielopoyesis,
es decir, el proceso de la hematopoyesis de formacion de las células de linaje

mieloide a partir de los progenitores comunes mieloides.

Segun la OMS 2017, las neoplasias mieloides se clasifican en nueve categorias

principales:

i.  Neoplasias mieloproliferativas

ii.  Mastocitosis

ii. ~ Neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia y reorde-
namientos genéticos

iv.  Neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas
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v.  Sindromes mielodisplasicos
vi.  Neoplasias mieloides con predisposicion familiar
vii.  Leucemia mieloide aguda y neoplasias de precursores rela-
cionados
viii. ~ Neoplasia de células dendriticas plasmacitoides

ix.  Leucemias agudas de linaje ambiguo

2.1.2.Neoplasias linfoides

Las neoplasias linfoides se originan debido a alteraciones en la linfopoyesis, es
decir, el proceso de la hematopoyesis de formacion de las células de linaje linfoide

a partir de los progenitores comunes linfoides.

Segun la OMS 2017, las neoplasias linfoides se clasifican en seis categorias

principales:

i.  Neoplasias de precursores linfoides
i.  Neoplasias de células B maduras
ii. ~ Neoplasias de células Ty NK maduras
iv.  Linfomas Hodgkin
v.  Alteraciones linfoproliferativas asociadas a inmunodeficiencias

vi.  Neoplasias histiociticas y de células dendriticas

2.2. Neoplasias hematoldgicas estudiadas en esta Tesis Doctoral
2.2.1.Leucemia mieloide aguda
2.2.1.1. Definicién

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un tipo de neoplasia mieloide caracterizada
por la expansion clonal de alguno o varios progenitores mieloides y la acumulacion

de estos en la médula ésea y finalmente en la sangre periférica, y en ocasiones

38



en otros tejidos, interfiriendo en las proporciones habituales del resto de células y
provocando, en consecuencia, neutropenia, anemia y/o trombocitopenia. Las
células leucémicas se denominan blastos o también mieloblastos, debido a sus

propias caracteristicas de inmadurez celular (15).

La incidencia global de esta enfermedad es de 1 - 4,3 casos por 100.000
habitantes anualmente, con mayor incidencia en Europa Occidental, Estados
Unidos y Australia. La edad media de los pacientes en el momento del diagnéstico

es de 65 afios con una ligero predominio entre los hombres (15-17).

2.2.1.2. Etiologia

El origen de esta enfermedad es multifactorial. Se habla de leucemia mieloide
aguda secundaria cuando se origina a partir de otra neoplasia hematologica
mieloide, ya sea un sindrome mielodisplasico o un sindrome mieloproliferativo.
También se ha observado que ciertos tratamientos aplicados debido a una
manifestacién de una neoplasia previa estan relacionados con el desarrollo
posterior de una LMA relacionada con el tratamiento. Estos incluyen la exposicion
a agentes ionizantes, a inhibidores de las topoisomerasas o a otros agentes

quimioterapéuticos (18).

Sin embargo, la LMA se manifiesta en la mayoria de las ocasiones como una
nueva enfermedad en individuos previamente sanos. En este caso, se habla de
leucemia mieloide aguda de novo. Las causas por las cuales se desarrolla la LMA
de novo son diversas y multiples factores de riesgo pueden provocar alteraciones
que lleven a un proceso de leucemogénesis, con el consecuente desarrollo de la

enfermedad.

Uno de los modelos de ontogenia de la LMA es el sugerido por Gilliland y Griffin
en el afo 2002 (19), el modelo two-hit de leucemogénesis. Este modelo postula

que los mieloblastos leucémicos se originan tras la aparicion de dos lesiones
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genéticas de diferente clase que de manera cooperativa inician la leucemia,
aunque ninguna de estas alteraciones la desarrollaria por si misma. Las
mutaciones de clase | resultan en una activacién constitutiva de receptores de
superficie celular del tipo tirosina cinasa. Esta activacién confiere una ventaja
proliferativa que deriva en una expansion clonal de los progenitores
hematopoyéticos afectados, sin efecto en su diferenciacion. Las mutaciones de
clase ll, caracterizadas por la formacion de genes de fusién, suponen un
detrimento en la diferenciacion hematopoyética y en la posterior activacion del
programa de muerte celular o apoptosis. Actualmente, se considera que las
alteraciones genéticas que ocurren en primera instancia son las mutaciones de
clase Il, mientras que las de clase | ocurren en una fase mas tardia. En la Figura

3 se ilustra el esquema del modelo propuesto por Gilliland y Griffin.

Mutaciones de Clase | Mutaciones de Clase |
PML/RARa
FLT3-ITD
LAM1/ETO
FLT3 D835Y
) CBFB/SMMHC
Mutaciones N- o K-RAS .
Fusiones MLL

Sirven principalmente para
alterar la diferenciacién
hematopoyética y la
subsecuente apoptosis

Rx LMA Rx
ej. inhibidores de FLT3 ej. ATRA

Confieren ventaja proliferativa
y/0 de supervivencia, pero no
afectan a la diferenciacion

Figura 3. Modelo de cooperacion entre mutaciones de clase | y de clase Il
para desarrollar leucemia mieloide aguda. Adaptada de Gilliland y Griffin,
2002 (19).
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2.2.1.3. Caracteristicas clinicas, citomorfolégicas y genéticas

La LMA es una neoplasia mieloide muy heterogénea a nivel citomorfolégico, ya
que se pueden encontrar alteradas diversas poblaciones celulares de linaje
mieloide; a nivel clinico, ya que el curso de la enfermedad y las manifestaciones
clinicas que presentan los pacientes son diversos y variados; y a nivel genético,
ya que han sido exploradas y descritas multiples alteraciones recurrentes en esta

entidad, siendo muy diversas entre pacientes (20).

Las manifestaciones clinicas derivan principalmente de la infiltraciéon de los
mieloblastos leucémicos en la MO y en otras localizaciones extramedulares. El
reemplazo del resto de células hematopoyéticas resulta en alteraciones
hematol6gicas que conllevan neutropenia, anemia o trombocitopenia. Estas
alteraciones pueden provocar fiebre, fatiga, sangrado, palidez, dolor dseo,
infecciones, entre otros sintomas. Los sintomas pueden ser muy variables entre

pacientes, por lo que es dificil definir unos criterios clinicos caracteristicos (21).

A nivel citomorfoldgico, el diagnéstico de la LMA se determina cuando el
porcentaje de blastos leucémicos presente en la MO, ya sea de mieloblastos,
monoblastos/promonocitos y/o megacarioblastos, sea igual o superior al 20%
(22). No obstante, se puede diagnosticar con porcentajes de blastos inferiores al
20% si hay asociada una translocacion de los cromosomas 8 y 21,
1(8;21)(922;922.1); una inversion del cromosoma 16, inv(16)(p13.1;922); una
alteracion del cromosoma 16, t(16;16)(p13.1;922) o el gen de fusion PML-RARA
(15).

Las alteraciones genéticas de la LMA son muy diversas, heterogéneas y
complejas (20). Los criterios de la OMS 2017 enumeran las mas comunes,
baséndose en los estudios de The Cancer Genome Atlas Research Network del
afio 2013 (23), donde se analizaron los genomas de 200 pacientes con LMA de

novo utilizando secuenciacién completa del genoma (whole genome sequencing)
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en 50 casos y secuenciacion completa del exoma (whole exome sequencing) en
150 casos. Un promedio de 13 genes se encontraron alterados, de los cuales 5
resultaron recurrentes. Un total de 23 genes estaban significantemente mutados
en la LMA (Figura 4). De los 200 pacientes, 199 revelaron una mutacién no
sindnima de una de las nueve categorias de genes relevantes para la patogénesis
de la LMA (Tabla 1), contribuyendo a ampliar las dos clases de genes del modelo
two-hit de leucemogénesis (19).
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Figura 4. Genes significativamente mutados en 200 pacientes con LMA.
Adaptada de The Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013 (23).

2.2.1.4. Clasificacion

En 1970, un grupo cooperativo de expertos franco-americano-britanicos (FAB)
dividié la LMA entidad en varios subtipos. Esta clasificacién se basé en la
citomorfologia, incluyendo el estado madurativo de los tipos celulares dominantes
de cada subgrupo (Tabla 2). La clasificacion FAB fue publicada en 1976 (24) y
modificada en 1985 (25,26) y en 1991 (27), cuando se incluyé el subgrupo MO.

Los subgrupos M0 a M5 corresponden a precursores leucocitarios. Los grupos M6
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y M7 de la clasificacion FAB estén identificados con precursores de eritrocitos y

megacariocitos/plaquetas, respectivamente.

Tabla 1. Grupos funcionales de las alteraciones genéticas de la leucemia mieloide aguda. Adaptada
de The Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013 (23) y de Swerdlow et al., 2017 (15).

Clase Tipo Ejemplos de alteraciones

Clase 1 | Fusiones de factores de transcripcion 1(8;21), inv(16), t(15;17)

Clase 2 | Nucleofosmina 1 (Nucleophosmin 1, NPM1) Mutaciones en NPM1

Clase 3 | Genes supresores de tumores Mutaciones de TP53y PHF6

TET2, IDH1, IDH2

Genes relacionados con la metilacion del acido | (hidroximetilacién del ADN);
desoxirribonucleico (ADN) DNMT3A (ADN
metiltransferasa)

Clase 4

Clase 5 | Genes de activacion de la sefial Mutaciones de KITy RAS

Mutaciones de ASXL1y
Clase 6 | Genes modificadores de cromatina EZH2; fusiones de KMT2A y
KMT2A-PTD

Mutaciones de CEPBA,

Clase 7 | Genes de factores de transcripcidén mieloide RUNX/

Mutaciones de STAG2,

Clase 8 | Genes del complejo de la cohesina RAD21, SMC1y SMC2

Mutaciones de SRSF2,

Clase 9 | Genes del complejo del espliceosoma U2AF1y ZRSR2
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Tabla 2. Clasificacion franco-americano-britanica (FAB) de la leucemia
mieloide aguda (25-27).

Subtipo FAB | Nombre

Mo Leucemia mieloblastica aguda con diferenciacién minima
M1 Leucemia mieloblastica aguda sin maduracion

M2 Leucemia mieloblastica aguda con maduracion

M3 Leucemia promielocitica aguda (LPA)

M4 Leucemia mielomonocitica aguda

M4 eos Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia

M5 Leucemia monocitica aguda
M6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica aguda

La clasificacién FAB sigue siendo til hoy en dia y se sigue aplicando para agrupar
la LMA en subtipos morfolégicos. Sin embargo, debido al incremento del
conocimiento sobre esta enfermedad y por Unicamente tener en cuenta la
citomorfologia, esta clasificacion ha sido reemplazada por la clasificacién de la
OMS, que ademéas de la citomorfologia, tiene en cuenta las caracteristicas
citogenéticas, e informacion sobre la genética molecular y el inmunofenotipo. Su

version mas reciente (15) es la que se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud de la leucemia mieloide aguda
(15).

Tipo Subtipos

LMA con t(8:21)(q22922); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16)(p13.1922) 0 t(16:16)(p13.1:q22); CBFB-MYH11

LPA con PML-RARA

LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3

LMA con 1(6:9)(p22;q34.1); DEK-NUP214

LMA con alteraciones LMA con inv(3)(g21.3926.2) 0 1(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2,

genéticas recurrentes MECOM

LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1

LMA con BCR-ABL1 (entidad provisional)

LMA con NPM1 mutada

LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA

LMA con RUNXT mutado (entidad provisional)

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia

Leucemia mieloblastica aguda con diferenciacién minima

Leucemia mieloblastica aguda sin maduracion

Leucemia mieloblastica aguda con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

LMA no especificada de otro _ — —
: Leucemia monoblastica/monocitica aguda
modo

Leucemia pura eritroide

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis con mielofibrosis aguda
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2.2.1.5. Inmunofenotipo

La clasificacion de la OMS de la leucemia mieloide aguda (15), especifica el

inmunofenotipo que presenta cada entidad.

Los inmunofenotipos mas caracteristicos de los diferentes tipos de leucemia

mieloide aguda son los siguientes:

LMA con anomalias genéticas recurrentes
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LMA con 1(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1: subpoblacién de blastos
CD34high HLA-DRhigh CD13high, CD33dm y con mieloperoxidasa (MPO)
elevada; subpoblacion con maduracion neutrofilica CD15*/CD65*;
escasos blastos con asincronia en la maduracion CD34+*/CD15%;
marcadores linfoides CD19, PAX5, CD79a citoplasmatico (cCD79a) y
expresion de desoxinucleotidil transferasa terminal  (terminal
deoxynucleotidyl transferase, TdT) ocasionalmente; CD56 puede

encontrarse expresado.

LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11:
blastos inmaduros CD34hig"/CD117"sh: poblaciones diferenciadas hacia
linaje granulocitico CD13*/CD33*/CD15*/CD65*/MPO* y hacia monocitico
CD14+*/CD4+*/CD11b*/CD11c*/CD64+/ CD36*/lisozima*.

LPA con PML-RARA: MPO*/HLA-DRow-/CD34low-/CD11a*/CD11b*/
CD18+/CD13*-/CD1174dm/CD64*.

LMA con £(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3: en edad pediatrica se
han descrito casos CD33he"/CD65Me/CD4high/HLA-DRhigh/CD13low/
CD34low/CD14low; en adultos se encuentran preferiblemente expresados
marcadores de diferenciacion monocitica CD14, CD4, CD11b, CD11c,
CD64, CD36 y lisozima, con expresion variable de marcadores de

inmadurez CD34 y CD117, y en algunos casos con expresion de CD56.



LMA con t(6;9)(p22;q34.1); DEK-NUP214: blastos sin un fenotipo
mieloide que pueden expresar MPO, CD9, CD13, CD33, CD38, CD123
y HLA-DR y en la mayoria de casos expresan CD117, CD34, CD15, CD64
y TdT.

LMA con inv(3)(q21.3926.2) o (3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM:
blastos CD34*/CD33*/CD13*/CD117*HLA-DR*; expresion aberrante de
CD7; algunos casos expresan marcadores megacariociticos CD41 'y
CD61.

LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1: los
megacarioblastos expresan CD41, CD42b ylo CD61; pueden ser
CD13*/CD33* y normalmente son negativos para CD34, CD45 y HLA-DR.

LMA con BCR-ABL1 (entidad provisional): expresion de CD13, CD33
y CD34. Expresion aberrante de CD7, CD19 y TdT.

LMA con NPM1 mutada: expresion de marcadores mieloides
CD33*/CD13*-; los marcadores de inmadurez suelen ser CD117+/
CD123*/CD110*/HLA-DR/CD34-; subgrupo con perfil monocitico
CD36+/CD64+/CD14*.

LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA: HLA-DR*/CD15*

marcadores aberrantes CD7+y CD56-.

LMA con RUNX1 mutado (entidad provisional): blastos CD13*/CD34+/
HLA-DR* con expresion variable de CD33, marcadores monociticos y
MPO.
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LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

Debido a la gran heterogeneidad de esta entidad, los inmunofenotipos pueden ser
también de gran complejidad. Los blastos expresan los marcadores CD13 y CD33
de manera aberrante o débil; los casos de displasia multilinea presentan blastos
HLA-DR'ow/CD117'ow/CD1350%/CD38low: los blastos CD34+/TdT*/CD7* estan
asociados a aberraciones de los cromosomas 5 y 7; en los casos de LMA
secundaria a sindrome mielodisplasico, se detecta una subpoblacion de blastos
CD34+/CD38'ow/HLA-DR¥; los marcadores CD7 y CD56 se encuentran

expresados aberrantemente de manera habitual.
Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia

No existe un inmunofenotipo especifico para la LMA relacionada con la terapia
por tratarse de un grupo muy heterogéneo. Los blastos suelen expresar los
marcadores CD34, CD13, CD33 y MPO.

LMA no especificada de otro modo

e Leucemia mieloblastica aguda con diferenciacion minima:
caracterizada por la presencia de antigenos de hematopoyesis temprana
(CD34, CD38 y HLA-DR) asi como por la falta de antigenos de
maduraciéon mieloide y monocitica; blastos CD13+*/CD117+/CD33*-
/CD38low/HLA-DRlow: sin expresion de marcadores citoplasmaticos Bo T
CD3, CD79a o CD22 citoplasmaticos; positividad en algunos casos para
TdT y CD7.

¢ Leucemia mieloblastica aguda sin maduracion: caracterizada por una
subpoblacién de blastos MPO*/CD13*/CD33*/CD117*; la mayoria de
casos presentan fenotipo CD34*/HLA-DR*; sin marcadores de

maduracién granulocitica o monocitica; sin presencia de marcadores
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citoplasmaticos B o T CD3, CD79a o CD22; expresiéon aberrante
ocasional de CD7 junto con CD2, CD4, CD19 o CD56.

Leucemia mieloblastica aguda con maduracién: con presencia de la
combinacion de marcadores mieloides CD13, CD33, CD65, CD11b y
CD15; expresion de CD34, CD117 y HLA-DR en subpoblaciones de

blastos; expresion aberrante de CD7 ocasionalmente.

Leucemia mielomonocitica aguda: subpoblaciones de blastos con
antigenos mieloides CD13*/CD33*/CD65*/CD15*; subpoblaciones con
marcadores de diferenciacion monocitica; subpoblaciones de blastos
inmaduros CD34+/CD117+*; ocasionalmente CD7* y expresion aberrante

de otros marcadores de manera infrecuente.

Leucemia monoblastica/monocitica aguda: expresion de CD13, CD33,
CD15 y CD65; expresion de marcadores de diferenciacion monocitica
CD14, CD4, CD11b, CD11c, CD64, CD68 y CD36; expresion ocasional
de CD34 y frecuente de CD117 y HLA-DR; CD7 y CD56 se expresan

aberrantemente de manera ocasional.

Leucemia eritroide pura: eritroblastos CD71*/CD235a*; blastos
CD117+/HLA-DR-/CD34-.

Leucemia megacarioblastica aguda: megacarioblastos
CD41+/CD61*/CD42b*; presencia de marcadores mieloides CD13 y
CD33. CD45, CD34 y HLA-DR pueden ser negativos. También puede

haber expresién aberrante de CD7.

Leucemia basofilica aguda: blastos CD13*/CD33*/CD123+/CD203c*
ICD11b* y negativos para marcadores monaociticos; CD34 y CD117 son
poco habituales. CD9, CD22 citoplasmatico y TdT son marcadores que

se pueden expresar aberrantemente.
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e Panmielosis con mielofibrosis aguda: blastos CD34* coexpresando
algun marcador mieloide (CD13, CD33 y/o CD117).

2.2.2.Leucemia linfoblastica aguda de precursores B
2.2.2.1. Definicién

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neoplasia linfoide caracterizada
por una interrupcién en la diferenciacién de los precursores linfoides durante la
linfopoyesis. Esta interrupcidn se puede dar en diferentes fases de la linfopoyesis.
Viene acompafiada de un incremento de la proliferacion de los precursores
afectados y la acumulacion de estos, denominados también blastos o
linfoblastos, en la MO y expansidn a otros tejidos, como a la sangre periférica,
provocando una pérdida del homeostasis celular, asi como sucede en la LMA.
Cuando las células afectadas son de origen B, se habla de leucemia linfoblastica
aguda de precursores B (LLA-B), en cambio, cuando las afectadas son de origen

T, se habla de leucemia linfoblastica aguda de precursores T (LLA-T) (15).

La incidencia global de esta enfermedad es de 1 - 4,75 casos por 100.000
habitantes anualmente, siendo el 75% de los casos LLA-By el 25% LLA-T. Es una
enfermedad méas predominante en nifios/as menores de 6 afios (75% de los casos

de LLA) y especialmente mas devastadora en adultos (15-17).

2.2.2.2. Etiologia

El origen de esta entidad patoldgica es todavia desconocido. En la mayoria de

casos aparece como una neoplasia de novo en individuos previamente sanos.

Existe una mayor prevalencia de esta neoplasia en la poblacién pediatrica con
sindrome de Down, asi como en individuos pediatricos portadores de otras
alteraciones genéticas constitucionales (28). Otros factores de predisposicion

estan relacionados con la exposicion a radiaciones ionizantes, pesticidas, ciertos
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disolventes (29) o a virus como el Epstein-Barr y el virus de la inmunodeficiencia
humana (30,31).

Estudios de genome-wide association han demostrado la asociacion entre la
presencia de ciertos polimorfismos de nucledtido Unico (single nucleotide
polymorphisms, SNPs) de genes tales como GATAS3, ARID5B, IKF1, CEBPE y
CDKN2A/B y el riesgo a desarrollar LLA (32-34). Si bien, a pesar de que las
aberraciones cromosémicas son una caracteristica principal en la LLA, no son

suficientes para iniciar la leucemia.

Por lo tanto, y como en la mayoria de canceres, la LLA probablemente surge de
las interacciones entre exposiciones exdgenas y enddgenas, y de la
susceptibilidad genética del propio individuo, tal y como se ilustra en la Figura 5
(35). De entre esas exposiciones, las hipotesis mas aceptadas postulan que la
LLA puede iniciarse por una respuesta inmunitaria anémala ante infecciones

viricas o bacterianas, especialmente durante la edad pediatrica (36,37).

Exposiciones

v !

Iniciacion Promocion Leucemia
Riesgo in utero post-natal —»{ linfoblastica
aguda

t t

Variaciéon genética heredada

Figura 5. Causalidad compuesta de la leucemia linfoblastica aguda. Adaptada de Inaba
etal., 2013 (35).
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2.2.2.3. Caracteristicas clinicas, citomorfolégicas y genéticas

Las manifestaciones clinicas de la LLA-B son consecuencia de la acumulacion
de precursores linfoides malignos en la médula 6sea, en sangre periférica y en
otras localizaciones extramedulares. Esta acumulacion de blastos puede causar
citopenias (trombocitopenia o leucopenia) y anemia. Los sintomas mas comunes

incluyen fiebre, pérdida de peso, fatiga e infecciones.

Segun los criterios citomorfolégicos, el diagndstico de LLA-B requiere la
presencia de un minimo del 20% de blastos en la médula 6sea. En caso que este
porcentaje sea menor, se recurre a la denominacion de linfoma linfoblastico B
(LLB). Los blastos varian desde ser pequefios en tamafio, con un diametro entre
14y 20 um, el doble de los linfocitos pequefios, con escaso citoplasmay cromatina
condensada, a blastos con un diametro superior a 20 ym, con cantidades
moderadas de citoplasma y cromatina dispersa. Generalmente, los linfoblastos
son bastante uniformes y dificilmente se puede distinguir entre blastos de tipo By
de tipo T (15,24).

Las diferentes alteraciones genéticas que presenta la LLA-B describen los
subtipos bioldgicos y clinicos. Estas alteraciones se dividen en tres subgrupos: [1]
translocaciones cromosémicas que resultan en nuevos genes de fusion que
expresan proteinas leucemogénicas o en la sobreexpresion de oncogenes; [2]
grupos de ploidia establecidos caracterizados por la ganancia o pérdida de ciertos
cromosomas; y [3] otras alteraciones. En la Tabla 4 se detallan las alteraciones

genéticas clinica y biologicamente relevantes para los tres subgrupos (38).
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Tabla 4. Subgrupos genéticos de leucemia linfoblastica aguda de precursores B clinica
y biolégicamente relevantes. Adaptada de Moorman, 2012 (38).

Subgrupo 1: Translocaciones

cromosomicas / genes de fusion EelEs
t(12;21)(p13;922) ETV6-RUNX1
t(1;19)(q23;p13)/der(19)t(1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1
t(4;11)(q21;923) MLL-AFF1
t(11;19)(q23;p13.3) MLL-MLLT1

Otras translocaciones de MLL

627 (MLLT4), 9p21 (MLLT3),
10p12 (MLLT10), 1p32 (EPS15)

1(9;22)(q34;q11.2)

BCR-ABL1

t(17;19)(q22;p13)

TCF3-HLF

Translocaciones IGH@-CEBP

19913 (CEBPA, CEBPG), 20413 (CEBPB),
14911 (CEBPE), 8q11 (CEBPD)

Otras translocaciones IGH@

121 (BCLY), 1924 (LHX4), 5431 (IL3), 6p22 (ID4),
7p14 (TRG@), 11923 (?), 1124 (mir-125b), 12p13
(BCL1), 17921 (IGF2BP1), 19p13 (EPOR)

t(X;14)(p22;932)/t(Y;14)(p11;932)

IGH@-CRLF2

del(X)(p22.33p22.33)/del(Y)(p11.32p11.32)

P2RY8-CRLF2

Subgrupo 2: Ploidia

Nimero de cromosomas

Casi haploidia

< 30 cromosomas

Hipodiploidia moderada / Casi triploidia

30-39 / 60-78 cromosomas

Elevada hiperdiploidia

51-65/67 cromosomas
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Tabla 4 (continuacién). Subgrupos genéticos de leucemia linfoblastica aguda de
precursores B clinica y biolégicamente relevantes. Adaptada de Moorman, 2012 (38).

Subgrupo 3: Otros Definicion

Amplificacion intracromosomal del

cromosoma 21 Amplificacion de 21922.11-21¢22.12

Cinco 0 mas alteraciones cromosdmicas no
Cariotipo complejo relacionadas en ausencia de otra alteracién
establecida

2.2.2.4. Clasificacion

Asi como para la LMA, existe una clasificacion de la LLA basada en la morfologia
celular propuesta por el grupo FAB en 1976 (24) y asociada a la clinica en 1981
(39). Esta clasificacion dividié la LLA, tanto de precursores B como de precursores
T, en tres subtipos (L1, L2 y L3), basandose en el tamafio celular, las
caracteristicas del citoplasma, la presencia/ausencia y el tamafio del nucleolo, la

vacuolizacion y la basofilia (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificaciéon franco-americano-britanica (FAB) de la leucemia
linfoblastica aguda. Adaptada de Bennet et al., 1976 (24).

Subtipo FAB | Caracteristicas

Células pequefias (14 - 20 um de didmetro), cromatina homogénea,
L1 nucleo regular, nucleolo no visible, escaso citoplasma, basofilia
moderada y vacuolizacion variable

Células grandes (> 20 ym de diametro) y heterogéneas, cromatina
heterogénea, nucleo irregular, nucleolo presente y grande,
citoplasma moderadamente abundante, basofilia y vacuolizacién
variable

L2

Células grandes y homogéneas, cromatina homogénea, nucleo
L3 regular, nucleolo prominente, citoplasma moderadamente
abundante, basofilia intensa y vacuolizacién prominente
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Ademas de la clasificacion FAB, la OMS clasifica la leucemia linfoblastica aguda
de precursores B teniendo en cuenta las alteraciones genéticas en grupos
clinicamente relevantes. La LLA-B o LLB se incluye en el grupo de neoplasias de
precursores linfoides, donde también se incluyen la LLA-T (o linfoma linfoblastico
de precursores T, LLT) y la leucemia/linfoma linfoblastico de células NK. En la
Tabla 6 se detalla la clasificacion de la LLA-B/LLB segun la versién del afio 2017
publicada por la OMS (15).

Tabla 6. Clasificaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud de la leucemia
linfoblastica aguda de precursores B / linfoma linfoblastico de precursores B
(15).

Tipo Subtipos

Leucemiallinfoma linfoblastico de precursores B, no especificado de otro modo

Leucemia/linfoma linfoblastico B con
1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

Leucemiallinfoma linfoblastico B con t(v;11923.3);
reordenamiento de KMT2A

Leucemia/linfoma linfoblastico B con
t(12;21)(p13.2;,22.1); ETV6-RUNX1

el e Leucemiallinfoma linfoblastico B con hiperdiploidia

linfoblastico de precursores
B con alteraciones genéticas Leucemia/linfoma linfoblastico B con hipodiploidia

recurrentes

Leucemia/linfoma linfoblastico B con
t(5;14)(q31.1;932.1); IGH-IL3

Leucemia/linfoma linfoblastico B con
t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B BCR-ABL1 like

Leucemia/linfoma linfoblastico B con iAMP21
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2.2.2.5. Inmunofenotipo

A continuacién, se describen los inmunofenotipos mas caracteristicos de los

diferentes subtipos de LLA de precursores B (15):
LLA-B no especificada de otro modo

Los linfoblastos se caracterizan por ser CD19*/cCD79a*/cCD22*, asi como
CD10*/CD22+/CD24*/TdT* en la mayoria de los casos; puede haber expresion
aberrante de CD33 y CD13. Segun el grado de diferenciacién del precursor de
linaje B, existe una expresion diferencial de CD10, asi como de inmunoglobulinas
citoplasmaticas (cytoplasmic immunoglobulin, clg) y de superficie (surface

immunoglobulin, slg):
e LLA pro-B: CD19%/cCD79a*/cCD22*/TdT*/CD10-/clgu-/slg-
e LLA-B comun: CD19%/cCD79a*/cCD22*/TdT*/CD10*/clgu/slg
e LLA pre-B: CD19*/cCD79a*/cCD22+/TdT*/CD10*/clgu*/slg-
e LLA-B madura: CD19*/cCD79a*/cCD22*/TdT*/CD10-*/clgu/slg*

LLA-B con alteraciones genéticas recurrentes

LLA-B con t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1: blastos CD10*/CD19+*/
TdT+; expresion frecuentemente aberrante de CD13, CD33 y cCD66.

e LLA-B con t(v;11923.3); reordenamiento de KMT2A: blastos con
fenotipo de célula pro-B CD19*/CD10- y expresion de CD15.

e LLA-B con t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1: blastos CD19*/CD10%/

CD34+; frecuente expresion aberrante de CD13.

e LLA-B con hiperdiploidia: blastos tipicos de célula B CD19*/CD10* y
también CD34+.
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e LLA-B con hipodiploidia: blastos con fenotipo de célula pre-B
CD19*/CD10*/clgu*.

e LLA-B con t(5;14)(q31.1;932.1); IGH-IL3: blastos CD19*/CD10*.

e LLA-B con t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1: blastos con fenotipo de
célula pre-B CD19+*/CD10*/cIgp*.

e LLA-B BCR-ABL1 like: blastos CD19*/CD10*.

LLA-B con iAMP21: no existe informaciéon detallada del inmunofenotipo.

2.2.3. Mieloma multiple
2.2.3.1. Definicion

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia linfoide caracterizada por la
proliferacion monoclonal y la acumulacién de células plasmaticas (CPs) malignas
en la médula 6sea. Ademas de encontrarse en la MO, las CPs malignas pueden
infiltrarse a sangre periférica y a otros tejidos y dérganos extramedulares,

sobretodo en estadios méas tardios del curso de la enfermedad (15).

En la mayoria de pacientes, el MM se caracteriza por la secrecién por parte de las
CPs malignas de la misma inmunoglobulina (Ig) monoclonal formada por una
cadena pesada (IgG, IgA, IgM, IgE o IgD) y una cadena ligera, restringida a ser k
o A. Esta inmunoglobulina monoclonal se conoce como proteina monoclonal
(proteina M). En el 15-20% de los pacientes, Unicamente son secretadas las
cadenas ligeras libres monoclonales por parte de las células mielomatosas. Entre
el 1% y 5% de los pacientes no secreta ni proteina M ni cadenas ligeras

monoclonales (40).

La incidencia global de la enfermedad varia entre 1 - 6,63 por 100.000 habitantes
por afo. Es una neoplasia que se acostumbra a presentar con mas frecuencia en

hombres que en mujeres y en pacientes mayores de 50 afios (16,17).

o7



2.2.3.2. Etiologia

Las causas que provocan el mieloma multiple son todavia desconocidas, aunque
varios estudios han analizado diferentes factores de riesgo potenciales para
desarrollar esta enfermedad. Algunos autores han relacionado el desarrollo del
MM en pacientes expuestos a las radiaciones originadas tras la explosion de
armas nucleares (41). Sin embargo, otros estudios posteriores no obtuvieron una
relacion asociativa (42). También ha sido estudiada la exposicion a pesticidas,
agentes infecciosos, disolventes, bencenos, entre otros compuestos (43,44), sin

resultados concluyentes.

Los estudios de genome-wide association han identificado loci genéticos
asociados a un riesgo incrementado de padecer MM. También se han identificado

SNPs que provocan la activacion de MYC, asociada a la progresién a MM (45).

En la mayoria de casos, el MM viene precedido por una alteracién pre-maligna
denominada gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI), que se
caracteriza por la presencia de proteina My la ausencia de sintomas de mieloma

u otra enfermedad linfoproliferativa (46).

El mieloma multiple, asi como las alteraciones hematoldgicas relacionadas con
las células plasmaticas, se desarrolla cuando se producen translocaciones
cromosomicas que involucran a genes de las cadenas pesadas de
inmunoglobulina (immunoglobulin heavy chain, IGH) o aneuploidias, que
confieren una ventaja selectiva en la proliferacion celular de las células
plasmaticas y alteran la produccion normal de inmunoglobulinas. Ello provocaria
una expansion clonal que puede llevar al desarrollo de la GMSI 'y posteriormente
del MM, siempre y cuando se produzcan eventos genéticos secundarios. En la
Figura 6 se ilustra un esquema del desarrollo de las diferentes gammapatias

monoclonales (47).
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Figura 6. Desarrollo de las gammapatias monoclonales. Adaptada de Kumar et al., 2017 (47).

2.2.3.3. Caracteristicas clinicas, citomorfolégicas y genéticas

La mayoria de los pacientes con mieloma multiple presentan unas caracteristicas
clinicas relacionadas con alteraciones en ciertos 6rganos producidas por las CPs
malignas, ya sea por su acumulacion o por la secrecion de la proteina M y/o de
citocinas. Estas alteraciones se presentan en una o mas de las siguientes
manifestaciones clinicas: hipercalcemia, insuficiencia renal, anemia y lesiones
bseas (hypercalcemia, renal insufficiency, anemia, and bone lesions; CRAB).
Otras manifestaciones clinicas incluyen infecciones, sangrado y ocasionalmente

afecciones neuroldgicas.

A nivel citomorfolégico, las CPs malignas se diferencian de las CPs normales
en varios aspectos. Por un lado, presentan anomalias relacionadas con el nucleo
de la célula, tales como la condensacion andmala de la cromatina, o bien, nucleo
irregular. Por otro, existen cambios relacionados con el citoplasma, incluyendo la

coloracion y las inclusiones formadas a causa del metabolismo alterado de las
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inmunoglobulinas. Segun el paciente, las CPs malignas presentan diferentes

grados de diferenciacion (48).

Por lo que se refiere a las alteraciones genéticas, el MM es considerado una
enfermedad bioldgicamente heterogénea, ya que se presentan alteraciones muy
diversas relacionadas con esta enfermedad. Como se ha explicado anteriormente,
existen unas alteraciones primarias del tipo translocaciones cromosémicas y
aneuploidias y otras secundarias, que llevan finalmente al desarrollo de la

enfermedad. En la Tabla 7 se destacan las mas frecuentes (15,47).

2.2.3.4. Clasificacion

La clasificacién de la OMS del afio 2017 (15) incluye el mieloma multiple dentro
de la categoria de neoplasias de células B maduras, especificamente en del grupo
de neoplasias de células plasmaticas. Este grupo incluye: [1] gammapatia
monoclonal de significado incierto; [2] mieloma mdltiple o mieloma de células
plasmaticas; [3] plasmacitoma; [4] enfermedades por depésito de proteina
monoclonal; y [5] neoplasias de células plasmaticas asociadas a sindromes

paraneoplasicos.

El mieloma multiple se define segun las siguientes caracteristicas: mas de un 10%
de células plasmaticas malignas en médula ésea o evidencias de plasmacitoma
extramedular y al menos un evento definitorio de mieloma, ya sea una

caracteristica CRAB o un marcador de malignidad' (49).

Existen, ademas, tres variantes del mieloma mdltiple que dependen de los
sintomas manifestados, los niveles de proteina M, el porcentaje de células
plasmaticas malignas y su grado de infiltracion. Las variantes en cuestién son las

siguientes:

1260% células plasmaticas malignas, ratio de cadenas libres en suero = 100 0 mas de una lesién
focal.
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Tabla 7. Alteraciones genéticas del mieloma multiple. Adaptada de Kumar et al., 2017 (47) y
de Swerdlow et al., 2017 (15).

Alteraciones cromosomicas

Trisomia de los cromosomas

Hipeld ploiie 3,5,7,911, 15,19 y 21

t(11;14)(q13;932)

Translocacion de CCND1, 1(12;14)(p13;q32)

CCND2y CCND3

1(6;14)(p21;932)

Translocacion de NSD2 t(4;14)(p16;932)
1(14;16)(932;923)

Translocacion de MAF (14:20)(q32,11)
1(8;14)(q24;932)

Alteraciones genéticas secundarias

KRAS, NRAS, FAM46C, DIS3, TP53, BRAF, TRAF3, PRDM1, CYLD, RB1,
IRF4, EGR1, MAX, HIST1H1E y ACTG1

Alteraciones epigenéticas

Alteracion de la metilacion del ADN

Alteracion de la estructura de la cromatina

Desregulacién de microARNs

e Mieloma multiple quiescente: Este tipo de mieloma presenta células
plasmaticas clonales en la médula 6sea entre el 10% y el 60% y/o niveles

de proteina M en suero = 30g /L. Sin embargo, no presenta ninguno de
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los eventos definitorios del mieloma mdltiple. Es una forma de mieloma
que se encuentra entre la GMSI y el MM plenamente desarrollado.

e Mieloma multiple no secretor: Las células plasmaticas malignas no
producen secrecion de proteina M en el 1% y el 3% de los mielomas
multiples. Esta proteina M es producida por las CPs, pero no secretada
al plasma. Se detectan cadenas libres presentes en suero o bien ratios
alteradas. Las caracteristicas clinicas se manifiestan a un nivel
moderado.

e Leucemia de células plasmaticas: Esta variante presenta mas de un
20% de células plasmaticas malignas respecto al total de leucocitos en

sangre periférica o un recuento absoluto superior a 2 x 109 /L.

2.2.3.5. Inmunofenotipo

En el mieloma multiple, las células plasmaticas malignas presentan un
inmunofenotipo ligeramente diferente al de las células plasmaticas normales, por
lo que seré esencial determinarlo adecuadamente y poder discernir entre las dos

poblaciones celulares.

Las CPs normales se caracterizan por ser principalmente CD45'ow, CD38hish y
expresar CD138. En cambio, las CPs malignas expresan CD38 con menor
intensidad, CD138 con mayor intensidad y CD45 puede ser negativo o de
expresion muy débil. Las CPs normales presentan una heterogeneidad en la
expresion de CD19, asi como de CD81, son positivas para CD27 y CD81 y no
expresan CD56, o en muy baja intensidad. Sin embargo, las células plasmaticas
aberrantes se caracterizan por la falta de CD19 y por expresar CD27 en menor
intensidad y no tener expresion de CD81. También presentan una expresion
aberrante de antigenos tales como CD56 y CD117. Las CPs normales expresan
proporciones similares las cadenas ligeras K y A 'y, en cambio, las CPs malignas

estan restringidas a la expresion de un solo tipo de cadena ligera (50-52).
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2.3. Herramientas de diagnéstico integrado

En el diagnéstico de las neoplasias hematoldgicas, es esencial combinar el

estudio de las manifestaciones clinicas que presente el paciente con las

caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas y genéticas que presentan las

células neoplasicas. En las Tablas 8, 9y 10 se hace un resumen de las principales

herramientas para el diagnéstico de la LMA, la LLA-B y el MM, respectivamente.

Tabla 8. Herramientas para el diagnéstico de la leucemia mieloide aguda. Adaptada

de Dohner et al., 2017 (53).

Procedimientos para establecer el diagnéstico

Recuento sanguineo completo y diferencial

Citomorfologia del aspirado de médula 6sea

Citomorfologia de la biopsia de médula ésea

Inmunofenotipado

Anélisis citogenéticos y genéticos

Citogenética

Deteccion de mutaciones genéticas (NPM1,
CEPBA, RUNX1, FLT3, TP53y ASXL1)

Deteccion de reordenamientos genéticos (PML-
RARA, CBFB-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, BCR-
ABL1, otros genes de fusion)

Procedimientos adicionales

Historia demografica, médica, familiar, sanguinea

Examen fisico

Analisis de comorbilidades

Analisis bioquimicos; test de coagulacion; analisis
de orina; test de hepatitis A, B y C; test del virus de
la inmunodeficiencia humana 1

Tipaje de alelos del sistema antigeno leucocitario
humano (human leukocyte antigen, HLA) para
establecer la elegibilidad para trasplante alogénico
de médula 6sea
Radiografia  de

térax,  electrocardiograma,

ecocardiografia

Puncion lumbar

Almacenamiento de muestras en biobanco

La sangre periférica y los aspirados o biopsias de médula dsea son los tejidos

principalmente analizados en el diagnéstico de estas neoplasias hematolégicas
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(15). En el caso de las leucemias agudas, también se analiza el liquido
cefalorraquideo (53,54), indicado para el estudio de la infiltracion extramedular, y
en el caso del mieloma multiple, el tejido 6seo, para conocer si existen lesiones

osteoliticas mediante tecnologias de imagen (55,56).

Tabla 9. Herramientas para el diagnéstico de la leucemia linfoblastica aguda de
precursores B. Adaptada de Hoelzer et al., 2016 (54).

Procedimientos para establecer el diagndstico ~ Procedimientos adicionales

Recuento sanguineo completo y diferencial Historia demografica, médica, familiar, sanguinea

Citomorfologia del aspirado o biopsia de médula .
Examen fisico

6sea y de sangre
Citomorfologia del fluido cerebroespinal Andlisis de comorbilidades
] Analisis bioquimicos, test de coagulacion, analisis
Inmunofenotipado )
de orina
Tipaje de alelos de HLA para establecer la
Anélisis citogenéticos y genéticos elegibilidad para trasplante alogénico de médula
osea
. » Radiografia de térax, electrocardiograma,
Citogenética

ecocardiografia
Deteccion de reordenamientos genéticos (BCR-
ABL1, MLL-AFA4, TCF3-PBX1, ETV6-RUNX1, Puncion lumbar
otros genes de fusion)
Deteccion de mutaciones genéticas (no

. o Almacenamiento de muestras en biobanco
implementado a nivel clinico)

Diagnosticar y definir correctamente la entidad es, por lo tanto, de gran
importancia para poder establecer un pronostico y un tratamiento adecuado. Las
herramientas de diagndstico incluyen la citomorfologia, para definir la morfologia
y las caracteristicas celulares; el inmunofenotipado, mediante citometria de flujo

e inmunohistoquimica, para identificar la expresion aberrante de antigenos; y la
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citogenética y genética molecular, para identificar las aberraciones
cromosomicas y alteraciones genéticas que presenta la entidad. La integracion de
estas herramientas es imprescindible para identificar, clasificar y definir el
tratamiento de las neoplasias hematolégicas. Dada esta aproximacion integrada
y multimodal requerida para el diagnéstico y clasificacion de las neoplasias
hematoldgicas, es recomendable que estos estudios de diagnostico se realicen
acorde con las manifestaciones clinicas del paciente y se informen en un

documento Unico e integrado (15).

En los siguientes subapartados, se detallaran estas herramientas para el
diagnéstico integrado de las enfermedades hematoldgicas y como se aplican para

el analisis de las neoplasias estudiadas en la Tesis Doctoral.

Tabla 10. Herramientas para el diagndstico del mieloma multiple. Adaptada de Caers et
al., 2018 (55) y Moreau et al., 2017 (56).

Procedimientos para establecer el diagnéstico

Recuento sanguineo completo y diferencial Examen fisico

Electroforesis de suero y/u orina para evaluacion - .
Andlisis de comorbilidades

de la proteina M
Cuantificacion de inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM),
caracterizacion de cadenas pesadas y de cadenas  Analisis bioquimicos
ligeras libres
Determinacion de albdmina, B2-microglobulina, N

) ) Test renal y hepatico
proteina C-reactiva y lactato deshidrogenasa (LDH)

Evaluacién de lesiones dseas (tecnologias de L . .
Anélisis citogenéticos y genéticos

imagen)
Citomorfologia del aspirado o biopsia de médula i
) Citogenética
dsea
) Deteccion de reordenamientos cromosomicos y
Inmunofenotipado

deleciones por FISH (t(4;14), del(17p), y t(14;16))

Determinacién de creatinina sérica y niveles de Deteccion de mutaciones genéticas (no

calcio implementado a nivel clinico)
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2.3.1. Citomorfologia

La citomorfologia comprende el estudio de las caracteristicas celulares mediante
microscopia optica y electrénica. En las enfermedades hematologicas, es
necesario identificar la morfologia celular, las proporciones de las diversas
poblaciones celulares y sus caracteristicas, tanto a partir de sangre periférica

como de médula 6sea.

Para determinar las diversas poblaciones celulares, se realizan frotis de sangre
periférica y médula 6sea y se tifien con May-Grinwald-Giemsa o Wright-Giemsa
para la visualizacién 6ptima de los granulos citoplasmaticos y de la cromatina
nuclear (57). Los recuentos celulares obtenidos del analisis de la sangre periférica
generalmente deberian ser acordes con los resultados obtenidos mediante el
contador hematoldgico. Las poblaciones que se cuantifican en la médula dsea son
las siguientes: blastos, promonocitos, promielocitos, mielocitos, metamielocitos,
neutrdfilos en banda, neutréfilos segmentados, eosindfilos, basdfilos, monocitos,
linfocitos, células plasmaticas, precursores eritroides y mastocitos. Los
megacariocitos no son tenidos en cuenta para el célculo de los porcentajes finales
(15).

En el caso de la leucemia mieloide aguda, la citomorfologia ayuda a definir, por
un lado, el porcentaje de blastos sobre el total de las poblaciones celulares, y por
otro, la morfologia de estos para determinar el linaje afectado (Figura 7a). El
porcentaje de blastos sera definitorio de leucemia mieloide aguda si este es
superior al 20% en MO. Porcentajes menores determinan anemias refractarias
con exceso de blastos tipo | o ll, o LMA en caso de que haya asociada una
translocacién de los cromosomas 8 y 21, 1(8;21)(q22;g22.1), una inversion del
cromosoma 16, inv(16)(p13.1;g22), una alteracién del cromosoma 16,
1(16;16)(p13.1;022), o la fusion PML-RARA (15). Segun la morfologia que
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presenten los blastos, la LMA se puede clasificar en una de las categorias FAB
(25-27).

En la leucemia linfoblastica aguda, la citomorfologia no determinara si los
blastos leucémicos son de origen B o T, aunque si indicard su grado de
maduracion y, por lo tanto, en qué categoria FAB se clasifican (24) (Figura 7h).
Como en la LMA, el limite inferior de blastos que se debe detectar mediante
citomorfologia en MO es del 20%. Porcentajes inferiores al 20% pueden estar
relacionados con linfomas linfoblasticos, si ademas van acompafiados de

ausencia de infiltracion de blastos en la sangre periférica (15).

En el mieloma multiple se determinara el porcentaje de células plasmaticas
malignas (Figura 7c) para el diagndstico y clasificacion en las diversas variantes.
Un porcentaje de CPs malignas mayor al 60% representa uno de los eventos
definitorios de malignidad en el mieloma. Porcentajes inferiores al 10% de CPs
deberan ir acompafiados de otros eventos definitorios para poder diagnosticar la
enfermedad (49).

o
®

Figura 7. Citomorfologia de células malignas. (A) Blastos correspondientes a una leucemia
mieloide aguda M1. Tincion Wright-Giemsa. Adaptada de Mihova, 2013 (58). (B) Blastos
correspondientes a una leucemia linfoblastica aguda L1. Tincién Wright-Giemsa. Adaptada de
Mihova, 2013 (59). (C) Células plasmaticas maduras malignas correspondientes a un mieloma
multiple. Tincion May-Griinwald-Giemsa. Adaptada de Ribourtout et al., 2015 (48).
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2.3.2. Inmunofenotipado

Una vez conocidas las caracteristicas clinicas y citomorfol6gicas, se procede a la
caracterizacion inmunofenotipica, necesaria en el diagnostico integrativo de cada
una de las entidades. Con la finalidad de permitir la clasificacién de la neoplasia
hematolégica adecuadamente, es necesario realizar el inmunofenotipado en el
momento del diagnostico, que definira el estado de maduracién de la célula
maligna, y proporcionara de la informacién inmunofenotipica para el seguimiento

pertinente de la evolucidn de la enfermedad (15).

La citometria de flujo multiparamétrica (CFM) es la tecnologia
mayoritariamente utilizada para estudiar el inmunofenotipo de las neoplasias
hematolégicas (60). Permite analizar miles de células en un periodo de tiempo
muy corto y combinar multiples marcadores simultdneamente para conocer
detalladamente el fenotipo de las poblaciones neoplasicas. Los avances de las
ultimas décadas relativos a mejoras en la instrumentacion de los citdmetros y la
disponibilidad de un amplio abanico de anticuerpos y fluorocromos (61), han
mejorado la capacidad de esta tecnologia para discriminar poblaciones celulares
normales de aquellas con aberraciones inmunofenotipicas, siendo clave en el
diagnostico de las neoplasias hematologicas. Ademés, debido a su alta
sensibilidad, serd una herramienta de gran utilidad en la determinacion de la
enfermedad residual medible (ERM) durante el seguimiento de los pacientes (62—
64).

El principio de funcionamiento de esta tecnologia retne la combinacién de tres
componentes principales: un sistema fluidico, un sistema optico y un sistema
electronico (Figura 8). Estos sistemas permiten analizar las caracteristicas de
dispersion de la luz y fluorescencia de células en suspension y también de otros
elementos como microorganismos, el nucleo o preparaciones de cromosomas
(65).
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Figura 8. Componentes principales de un citometro de flujo.
Adaptada de Adan et al., 2017 (66).

El sistema fluidico del citdmetro permite direccionar las células mediante un
fluido acompafiante, que envuelve la muestra. Para evitar la mezcla del
espécimen y del fluido acompafiante, el movimiento del fluido sigue un patrén de
flujo laminar (67), es decir, un movimiento en el cual el fluido se dispone en
laminas paralelas. Al llegar a la zona de analisis, la region central donde se
dispone el espécimen se va estrechando vy, por tanto, la velocidad del flujo
incrementa. En la camara de analisis se produce un efecto de enfoque
hidrodinamico, utilizado en la mayoria de citometros para el diagndstico clinico,
que permite el preciso posicionamiento de las células gracias al fluido

acompafante y a la diferencia de presiones entre muestra y fluido.

Las células atraviesan la camara de analisis de forma individual para llegar al
punto de interseccion entre el laser y la célula, denominado punto de
interrogacion. En el punto de interrogacién, el haz de luz de cada laser del

citdmetro excita los fluorocromos de las células de la forma méas uniforme posible.
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La fluorescencia emitida, asi como la dispersion de la luz frontal y lateral, se
recoge mediante el sistema 6ptico. El sistema Optico esta conformado por una
serie de filtros que permiten separar emisiones de la fluorescencia segun su

longitud de onda y dirigirlas a los distintos detectores del sistema electrénico.

El sistema electronico consta de tubos fotomultiplicadores (photomultiplier
tubes, PMTs) que convierten los fotones de luz que llegan a los detectores en un
impulso eléctrico. Los fotodiodos de avalancha pueden convertirse en una
alternativa a los PMTs, dado que son fotodetectores con una eficiencia cuantica
de deteccion superior que permite obtener mejores resultados en el analisis de
longitudes de onda espectros de emisidn superiores a 400 nm y hasta 1100 nm,
mientras que los PMTs permiten convertir longitudes de onda de hasta 800 nm,
con una eficiencia cuantica inferior (68). La sefial electrénica convertida por los
detectores genera un pulso de voltaje, caracterizado por su altura, anchuray area,
muy util en la discriminacién de agregados celulares (61). Esta sefial electrénica
finalmente es procesada por el sistema informatico acoplado al citémetro para
obtener y almacenar datos y realizar el analisis pertinente de la informacién

recogida (65).

Los parametros que analiza el citometro de flujo se engloban en dos subtipos
basicos: los parametros de dispersién de la luz y los parametros de fluorescencia.
Los parametros de dispersion de la luz proporcionan informacion de la dispersion
frontal (forward scatter, FSC), que generalmente se asocia con el tamafio de las
particulas analizadas; y de la dispersion lateral (side scatter, SSC), que se asocia
con la complejidad celular (65). La combinacion del FSC y SSC resulta muy util
para distinguir las distintas poblaciones leucocitarias (linfocitos, monocitos y
granulocitos) asi como los blastos, debido a sus diferencias en tamafio y
complejidad (61), sin necesidad de realizar ningun tipo de marcaje de

fluorescencia. Para poder detectar aquellos marcadores de interés, las muestras

70



deben ser preparadas previamente, dado que las caracteristicas de
autofluorescencia no permiten generalmente distinguir subpoblaciones celulares,

a pesar de existir componentes celulares intrinsecamente fluorescentes (69).

El procedimiento de inmunofenotipado tiene la finalidad de detectar
marcadores bioldgicos especificos (antigenos, receptores, proteinas, enzimas,
etc.) a nivel de célula Unica y sobre un gran numero de ellas, por lo que los
especimenes a estudiar son sometidos a inmunoreacciones en presencia de
anticuerpos monoclonales conjugados covalentemente a fluorocromos. Si el
marcador biol6gico sujeto a estudio se encuentra expresado en las células a
analizar, y si la inmunoreaccion se ha producido eficientemente, como resultado,
el anticuerpo habré reconocido a su antigeno mediante una unién especifica al
epitopo correspondiente. Al adquirir los especimenes en el citdmetro de flujo, el
fluorocromo conjugado sera excitado por la luz del laser. La luz emitida seréa
recogida a través de los filtros del sistema dptico y transformada en una sefal
electrénica (70). De este modo, se podrén detectar marcadores celulares a nivel

de la membrana, a nivel citoplasmatico o a nivel nuclear.

Enla Clasificacion de Tumores de Tejidos Hematopoyéticos y Linfoides de la OMS
(15) se detalla el inmunofenotipo que pueden presentar las células neoplasicas
de cada entidad, como es el caso de la LMA, la LLA-B y el MM, con el objetivo de
poder identificarlas y asi como de poder diferenciarlas de otras entidades, en

combinacion con el resto de pruebas diagnésticas.

Segun Craig y Foon (60), los pasos a seguir para el diagndstico de una neoplasia
hematol6gica mediante CFM son los siguientes: [1] identificacion de células de
distintos linajes y de su grado de madurez; [2] deteccidn de células andmalas a
través de la identificacion de expresiones antigénicas aberrantes; [3]
documentacién detallada del inmunofenotipo de las células aberrantes; [4]

evaluacion de la informacién disponible y de su potencial en poder distinguir una
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entidad; [5] informacién inmunofenotipica que proporcione un valor prondstico
adicional, incluyendo la identificacion de dianas para la potencial utilizacion de

terapias dirigidas.

Para analizar diversos marcadores de forma simultdnea, las muestras se
incubaran en presencia de combinaciones especificas de anticuerpos
monoclonales. Estas combinaciones especificas de anticuerpos se denominan
paneles multicolor. Para ello, es preciso determinar qué marcadores son
necesarios detectar y cuél es el fluorocromo al que debe estar unido el anticuerpo
que detectara dicho marcador después de la inmunoreaccién. Existen
recomendaciones consenso para la eleccion de fluorocromos (51,64), asi como
herramientas proporcionadas por diversas casas comerciales para el disefio de
los paneles. Cabe tener en cuenta que los citémetros de flujo utilizados en el
diagnéstico clinico permiten detectar y discriminar una cantidad limitada espectros
de emision, por lo general, entre 8 y 10 colores. Por tanto, si es necesario
determinar un nimero de marcadores en una muestra superior al nimero de
detectores del citdmetro de flujo, sera necesario el disefio de paneles en los que
se realicen combinaciones de los diferentes marcadores a evaluar, y que permitan
obtener una informacién diagndstica completa (61). Para facilitar el uso de
paneles multicolor, la revista cientifica Cytometry, revista oficial de la Sociedad
Internacional para el Avance en Citometria (International Society for Advancement
of Cytometry, ISAC) ha generado una coleccién de articulos que incluyen la
descripcion de paneles multicolor denominados OMIPs. Los OMIPs, del inglés,
optimized multicolor immunofluorescence panels, son publicaciones especiales
que detallan nuevos paneles multicolor disefiados y optimizados para su
aplicacién en citometria de flujo y otras tecnologias basadas en fluorescencia
policromatica. Esta iniciativa se ha desarrollado con el objetivo de que puedan ser
usados por distintos laboratorios, y crear de este modo nuevos OMIPs; ademés

de poder disponer de paneles multicolor revisados y reglados (71,72).
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Las mejoras en esta tecnologia han permitido incrementar el numero de
fluorocromos estudiados simultdneamente, la cantidad de células analizadas, el
tiempo de adquisicién y la resolucion de las poblaciones, permitiendo estudiar de
forma simulténea, répida y eficiente mltiples caracteristicas dentro de un mismo
tipo celular. Ademas, se han desarrollado recomendaciones de consenso para la
estandarizacion entre los diferentes laboratorios de diagndstico (73,74), siendo de
gran importancia en el establecimiento de protocolos de preparacién de

especimenes, valores de referencia y bases de datos.

A continuacién, se presentan las estrategias a seguir para la realizacion del
inmunofenotipado en el momento del diagnostico de la leucemia aguda y del

mieloma multiple mediante citometria de flujo.

2.3.2.1. Inmunofenotipado de la leucemia aguda

La red europea de leucemia European Leukemia Net (ELN) propone un panel
comun (75) para el inmunofenotipado mediante CFM en caso de sospecha de
leucemia aguda. Este panel comun permite discernir entre leucemia aguda
mieloide, linfoblastica o de fenotipo mixto; determinar el grado de maduracién de
las células leucémicas; identificar el linaje afectado (precursores B o T, en caso
de la LLA); asi como posibles marcadores aberrantes que puedan expresar las
células neoplasicas. Este panel forma parte del proyecto Harmonemia, realizado
por un grupo de expertos con el objetivo de obtener datos de CFM comparables

de una manera simple, rapida y robusta (76).

En Tabla 11 se especifican los marcadores del panel comun de leucemia aguda

propuesto por la ELN.

En primera instancia, la combinacion del marcador leucocitario comun CD45 junto
con el SSC delimitara las poblaciones leucocitarias de linfocitos, monocitos y

granulocitos maduros, asi como los precursores eritrocitarios, caracterizados por
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la ausencia de este marcador (77). La poblacion de células leucémicas también
se podra identificar mediante la combinacion de ambos parametros, aunque,
segun el tipo de leucemia aguda, esta poblacion presentara una expresion mas o
menos intensa e incluso negativa de CD45. Por lo tanto, su determinacion servira
como primera orientacién (78). La TdT es un ADN polimerasa presente en el
nucleo de los blastos de LLA de precursores B o T, y en algunas LMA inmaduras.

Al estar ausente en linfomas, servira para discernir entre estas entidades (75).

Los siguientes marcadores del panel ayudaran a discernir entre LMA o LLA de
precursores B o T. El marcador CD3 citoplasmatico se expresa en LLA-T (79), la
mieloperoxidasa (MPO) es una enzima caracteristica del linaje mieloide (80) y el

marcador CD79a citoplasmatico es caracteristico de células B (81).

Tabla 11. Panel comun de leucemia aguda propuesto por la ELN. Adaptada de Béné et

al., 2011 (75).
e (D45
e (D3 citoplasmatico, MPO, CD79a citoplasmético,
Para una orientacion rapida TdT

e (D7, CD2, CD10, CD22 (citoplasmatico o de
superficie), slg, CD13, CD33 y CD34

e HLA-DR, CD1a, CD4, CD5, CD8, CD3, Igu
(citoplasmatico), CD14, CD117, CD56, CD65,
CD41 0 CD61, CD235 0 CD36

Clasificacion del linaje y definicion
de entidades clinicas

Orientacion de la terapia dirigida,
dependiendo del tipo de leucemia y e (CD20,CD22, CD33y CD52
del ensayo clinico considerado
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Otros marcadores ayudaran a discriminar también las poblaciones de origen T
(CD7y CD2), B (CD10, CD22 e inmunoglobulinas de superficie) o mieloide (CD13
y CD33). El marcador de inmadurez CD34 se puede expresar en los blastos y en
las células madre leucémicas (leukemic stem cells, LSCs) de la mayor parte de

leucemias agudas (15,82,83).

Una vez se ha procedido a clasificar el linaje de la leucemia aguda, se
caracterizara la entidad de una forma mas exhaustiva para poder determinar
entidades clinicas especificas (15). Para ello, se analizara la expresién de otros
marcadores especificos del tipo de leucemia determinado, asi como de
marcadores caracteristicos de otros linajes, para estudiar si las células leucémicas

presentan una expresion aberrante de otras moléculas.

2.3.2.2. Inmunofenotipado del mieloma multiple

El inmunofenotipado en el momento del diagndstico del mieloma multiple es
necesario para identificar, detectar y cuantificar las células plasmaticas malignas
presentes en la MO. La CFM permitira diferenciar las CPs malignas de las
normales gracias a la determinacion de marcadores tanto de superficie como
intracelulares que se expresan distintamente en ambas poblaciones. Ademas,
también sera de gran importancia en el diagnéstico diferencial entre el mieloma

multiple y otras afecciones (84,85).

Segun las recomendaciones del grupo cooperativo European Myeloma Network
(55), para diferenciar entre CPs normales y malignas es necesario que disefiar un
panel multicolor que permita el analisis de marcadores caracteristicos de células
plasmaticas. CD38, CD138 y CD45, junto con las caracteristicas de FSC y SSC,
son los marcadores y parametros basicos para distinguir las células plasmaticas.
Para discernir la expresion aberrante de marcadores y asi identificar las CPs
malignas, se afiadiran otros marcadores de membrana tales como CD19, CD56,
CD117, CD20, CD28, CD27 y CD81. Finalmente, la identificacion de la expresion

75



de las cadenas ligeras K y A, expresadas a nivel citoplasmatico, permitira conocer
si existe una restriccidn clonal a una de las cadenas por parte de la poblacién de

CPs determinada.

2.3.3. Citogenética y genética molecular

Los estudios citogenéticos son de gran utilidad el diagnéstico de la mayor parte
de neoplasias hematoldgicas, ya que permiten determinar aberraciones a nivel
cromosomico de las células malignas. A nivel clinico, las técnicas citogenéticas
utilizadas se engloban en la citogenética convencional, que incluye el cariotipado,
y en la citogenética molecular, que incluye la hibridacion in situ fluorescente
(fluorescence in situ hybridization, FISH). La genética molecular sera también
necesaria para detectar mutaciones o reordenamientos del genoma asociados a
la neoplasia hematoldgica. Las técnicas moleculares que se utilizan a nivel
diagndstico se basan en la reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase

chain reaction, PCR).

La citogenética convencional es la disciplina citogenética que comprende el
estudio del cariotipo, es decir, del numero y estructura de los cromosomas que
conforman el nucleo de las células. El cariotipado de las células obtenidas de
especimenes procedentes de médula dsea o sangre periférica permitira evaluar y
detectar anomalias cromosomicas estructurales (inversiones, translocaciones y
deleciones) y anomalias numéricas (aneuploidias); siendo relevante para definir
los diferentes subtipos de leucemias agudas de la OMS (15) y para caracterizar
el mieloma multiple, asi como para definir el prondstico citogenético de estas
entidades (53,86-88). Para realizar el cariotipado, las células obtenidas son
sometidas a un proceso de proliferacidn y secuestro mitético para disponer de
preparaciones cromosomicas en la metafase del ciclo celular, asumiendo asi su
conformacién mas condensada y por tanto adecuada para la visualizacién de los

cromosomas. Para revelar los detalles estructurales de los cromosomas en la
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metafase, se realiza una técnica de tincion basada en el uso de Giemsa: el bandeo
G (89). El colorante de Giemsa se une al ADN cromosémico generando bandas
mas oscuras para las regiones heterocromaticas y bandas mas claras para las
regiones donde la cromatina estd menos condensada. Una vez visualizados,
identificados, pareados y ordenados los cromosomas de cada célula, se
representan en un mapa citogenético, tal y como se muestra en la Figura 9, y se
determinan las anomalias cromosdmicas para finalmente obtener el cariotipo del
paciente, acorde con la nomenclatura especificada en el Sistema Internacional

para la Nomenclatura Citogenética Humana (90).
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Figura 9. Mapa citogenético de un cariotipo obtenido mediante bandeo G de
un subclon de LMA con monosomia del cromosoma 7. Adaptada de Ma et al.,
2015 (91).

Las limitaciones de esta técnica incluyen la necesidad de obtener un nimero
minimo de células en metafase, la posible morfologia cromosémica alterada que
puede dificultar la detecciéon de alteraciones, y el limite de resolucién a la
deteccion de reordenamientos mayores a 10-20 megabases (89). No obstante, la

determinacion del cariotipo en el diagndstico de las neoplasias hematoldgicas es
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de obligatoria realizacidén segun las recomendaciones actuales (53-55), debido a
que permite analizar la totalidad de los cromosomas y obtener asi un mapa

detallado de las anomalias citogenéticas que pueda presentar el paciente.

Técnicas citogenéticas mas sofisticadas, como son la técnica de FISH y el array
de hibridacion genomica comparativa, se engloban en el campo de la
citogenética molecular. Estas técnicas han permitido incrementar el
conocimiento de ciertas anomalias cromosémicas debido a su mayor resolucion
respecto a la citogenética convencional y a su mayor aplicabilidad, dado que
permiten detectar anomalias cromosémicas de células interfasicas (92,93). A nivel
clinico, la técnica de FISH se utiliza para detectar alteraciones especificas en los
cromosomas mediante sondas complementarias a la secuencia genética unidas
covalentemente a un fluorocromo. La unién de la sonda a su region de ADN
complementaria se puede detectar y visualizar mediante microscopia de
fluorescencia (Figura 10). Se realiza como técnica complementaria a la
citogenética convencional, para determinar alteraciones indetectables mediante
la técnica de bandeo G o facilitar la caracterizacién de reordenamientos

complejos; y siendo de obligatoria realizacion si no es posible obtener el cariotipo.

Figura 10. FISH de color dual en el nucleo de
cromosomas metafasicos con una prueba BCR/ABL en
una LLA-B. Las sefiales de fusiéon positivas para la
translocacién BCR-ABL1 estan indicadas con flechas.
Adaptada de JaroSova et al., 2000 (94).
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Para el diagndstico de la LMA, las alteraciones cromosémicas que se determinan
son los reordenamientos PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MY11, KMT2A y
las fusiones genéticas de EVI1 o las pérdidas de los cromosomas 5q, 7q 0 17p
(563). En LLA-B el reordenamiento BCR-ABL1 sera de importante determinacion
para definir el subtipo LLA-B con 1(9;22)(q34.1;q11.2), y asi iniciar un protocolo
especifico de tratamiento basado en inhibidores de la tirosina cinasa (tyrosin-
kinase inhibitors, TKIs) (95). Otros reordenamientos cripticos a determinar son el
del gen KMT2A y el reordemamiento ETV6-RUNXT (54,96). Para determinar
reordenamientos cromosémicos en el mieloma multiple, se ha de hacer una
separacion previa de las células plasmaticas CD138* para determinar la presencia
de anomalias genéticas tales como translocaciones que involucren el locus IGH o
la delecion de 17p (55,97).

Los reordenamientos detectados mediante citogenética convencional y/o
molecular se confirmarédn y cuantificardn mediante técnicas de genética
molecular basadas en PCR cuantitativa a tiempo real (real time quantitative PCR,
RT-gPCR), con la finalidad de identificar los genes de fusion resultantes de los
reordenamientos cromosomicos. La cuantificacion del numero de transcritos de
los genes de fusion sera necesaria para el posterior seguimiento de la enfermedad
(53-55).

En referencia a la LMA, existen alteraciones genéticas que no son detectables
mediante técnicas citogenéticas, aun siendo especialmente importantes en la
definicion de la OMS de subtipos de LMA (15). Por lo tanto, se debera recurrir a
técnicas moleculares basadas en PCR y secuenciacion de Sanger o a técnicas
de RT-gPCR (53) para su confirmacion. En el diagndstico de esta entidad, se
determinard si existen mutaciones de los genes NPM1, CEPBA, RUNX1y también
de FLT3 (tanto para duplicaciones internas en tandem como para el dominio

tirosina cinasa), entre otras mutaciones relevantes. Las mutaciones de FLT3 no
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definen un subgrupo de LMA. Sin embargo, y debido a su relevante impacto

pronostico, su determinacion sera necesaria (98,99).

Recientemente, han surgido técnicas moleculares mas avanzadas como la PCR
digital, la secuenciacion masiva de nueva generacion (next generation
sequencing, NGS) y los microarrays de expresion o de hibridacién gendmica
comparativa. Estas tecnologias podrian ayudar a diagnosticar el pronéstico de los
pacientes con mas eficacia, con la finalidad de definir un tratamiento mas
especifico, ademas de suponer un avance fundamental en el conocimiento de
estas enfermedades. Sin embargo, estas tecnologias todavia no estan
establecidas en la rutina clinica habitual, restringiendo su uso a nivel de

investigacion o en ensayos clinicos (23,100-105).

2.4. Seguimiento de las neoplasias hematoldgicas

Las técnicas de diagnostico mencionadas anteriormente son también de gran
utilidad en el seguimiento del paciente, permitiendo la evaluacién de la respuesta
al tratamiento. El seguimiento del paciente mediante dichas técnicas ayuda a
determinar si la enfermedad ha remitido parcial o completamente, si por lo
contrario hay persistencia o progresion, o si se produce una recaida, siendo critico

en la toma de decisiones terapéuticas.

El seguimiento las neoplasias hematoldgicas estudiadas en esta Tesis Doctoral,
entre otras, se realiza en primera instancia mediante el estudio de la
citomorfologia, donde se determina el grado de persistencia de las células
malignas, asi como si las proporciones homeostéticas de las poblaciones
celulares han sido reestablecidas, recogiendo los resultados obtenidos en el
mielograma. De este modo, se podra determinar si se cumplen los criterios de

remision o respuesta completa (RC). La presencia de menos de un 5% de
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células aberrantes sera una de las caracteristicas para poder definir una RC del

tratamiento de la neoplasia hematoldgica (53,54,56).

Ademas de la realizacién de los analisis citomorfoldgicos de la MO durante el
seguimiento del paciente, es necesario el uso de tecnologias méas sensibles para
estimar mejor la reduccién de la enfermedad después de la terapia,
proporcionando informacién acerca de la evoluciéon de la neoplasia y de la
respuesta al tratamiento en cada paciente de manera individual. Mediante
citometria de flujo multiparamétrica y técnicas de biologia molecular se pretende
cuantificar la enfermedad residual medible, hasta hace poco tiempo
denominada enfermedad residual minima. La ERM es el porcentaje de células
malignas detectables en el paciente durante el tratamiento y en la remisién, por
encima de la sensibilidad de la técnica empleada, del orden de 10 a 109, a
diferencia de la citomorfologia, que solo permite una sensibilidad de 5 x 102, Tal
y como se muestra en la Figura 11 (106), la RC determinada por citomorfologia
puede venir acompafiada de una persistencia de ERM que conlleve a una recaida
hematoldgica. Por otro lado, cabe destacar que incluso habiendo asumido una
ERM negativa determinada segun la sensibilidad de la tecnologia utilizada,

finalmente se puede producir una recaida de la enfermedad.

100
MRemisién completa /Recaida hematolégica \/
107 Limite de deteccion

(citomorfologia)

Persistencia de la ERM

103
l Recaida de la ERM

Limite de cuantificacion
(determinacion de la ERM)

.| Limite de sensibilidad
(determinacion de la ERM)

Proporcion de células leucémicas

Figura 11. Términos de enfermedad residual medible en funcién de la sensibilidad de la
tecnologia utilizada. Adaptada de Briilggemann et al., 2012 (106).
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En la LLA de precursores B, la determinacion de la ERM después del tratamiento
de induccion y consolidacién tiene un impacto pronostico independiente muy
importante, identificando pacientes con ERM positiva como un grupo de riesgo
elevado y siendo utilizada en la toma de decisiones terapéuticas (107-109). En la
LMA, debido a la heterogeneidad de la enfermedad (20), la ERM no es uno de los
estandares para tomar decisiones terapéuticas (53). Si bien, debido a que ciertos
estudios han demostrado la importancia de la ERM como factor prondstico
(110,111), se espera que la integracion de los factores definidos en el diagndstico
y en la determinacién de la ERM puedan ser informativos en las decisiones
terapéuticas (112). En el MM, la ERM se incluye en los criterios de respuesta
(113), habiéndose relacionado el estatus de la ERM con la supervivencia libre de

progresion y la supervivencia global de los pacientes (114,115).

Actualmente, la ERM se determina mediante protocolos basados en citometria de
flujo multiparamétrica y tecnologias moleculares basadas en la PCR. Hay que
mencionar que en los Ultimos afios estan emergiendo nuevas tecnologias como
la PCR digital y la NGS, que también pueden utilizarse para la determinacién de
la ERM. Cada metodologia difiere en su aplicabilidad y en su sensibilidad para
detectar y cuantificar la ERM. No obstante, los protocolos para determinar la ERM
tanto mediante tecnologias actuales como emergentes no han sido

estandarizados, haciendo de su utilizacién clinica todavia un reto.

2.4.1. Tecnologias basadas en citometria de flujo multiparamétrica

Una vez se ha caracterizado el inmunofenotipo de las células malignas, y con el
objetivo de monitorizar la evolucién de la enfermedad mediante citometria de flujo,
se disefiara un panel de marcadores que permita determinar la enfermedad
residual medible. El umbral actual de determinacion de positividad o negatividad
de la ERM es del 0,1% para la LMA, 0,01% para la LLA-B y 0,001% para el MM

(116-118). Por lo tanto, la sensibilidad de esta tecnologia vendra determinada en
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funcidn de la patologia a monitorizar y oscilara entre 10-3 y 105, pudiendo llegar
hasta 10.

La ventaja clave de la citometria de flujo multiparamétrica en la determinacién de
la ERM de estas enfermedades reside principalmente en la amplia aplicabilidad

de esta tecnologia, pudiéndose utilizar en mas del 90% de los casos (62,119,120).

Para determinar la ERM en la leucemia aguda mediante CFM, se especificara en
el momento del diagnéstico el inmunofenotipo asociado a la leucemia (leukemia-
associated immunophenotype, LAIP), el cual proporcionara la informacion
fenotipica de los blastos leucémicos. Con estos datos, se determinara la ERM
post-terapia identificando células que presenten el LAIP especificado en el
momento del diagnostico (121,122). Sin embargo, esta aproximacion asume la
estabilidad inmunofenotipica de la leucemia después de la terapia y se ha
demostrado en diversos estudios que los inmunofenotipos de las leucemias
agudas pueden ser diferentes después del tratamiento (123), debido a la
capacidad de diferenciaciéon que conservan las células leucémicas inmaduras.
Alternativamente, la ERM se puede determinar mediante otra aproximacién
existente basada en la deteccion de los inmunofenotipos “diferentes de lo normal”
(different-from-normal, DfN). La aproximacién DfN tendra la ventaja de no
necesitar un conocimiento previo del inmunofenotipo en el momento del
diagndstico y de tener en cuenta la inestabilidad inmunofenotipica de las
leucemias, ademas de los posibles clones pre-leucémicos que podrian

seleccionarse al someter a los pacientes a quimioterapia (124,125).

La sensibilidad de la CFM para la deteccion de la ERM en la LLA-B es de 104y
su aplicabilidad es superior al 90% (120). EuroFlow, un consorcio europeo de
citometria de flujo e inmunofenotipado, ha publicado estudios realizados con el
objetivo de estandarizar protocolos basados en esta tecnologia. En estos, se

detalla la implementacion de paneles de 8 colores para la evaluacion de la ERM
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en la LLA-B con una sensibilidad < 10 y aplicables en méas del 98% de los
pacientes (64). En la LMA, sin embargo, la determinacion de la ERM mediante
CFM tiene una sensibilidad de 10 y una aplicabilidad en méas del 90% de los

casos (62).

Para determinar la ERM en el mieloma muiltiple, se deben identificar las células
plasméticas malignas y distinguirlas de las normales, de la misma manera que en
el momento del diagnéstico. Debido a que las CPs malignas tienen un
inmunofenotipo caracteristico y facilmente distinguible de las CPs normales, la
determinacion de la ERM mediante CFM se puede aplicar virtualmente en todos
los pacientes (119). En los tltimos afios, nuevos estudios del consorcio EuroFlow
han permitido incrementar la sensibilidad de la CFM para determinar la ERM en
el MM, debido a la integracion de mas de 8 marcadores evaluados
simultdneamente y el incremento del numero de células analizadas, llegando a
niveles de sensibilidad del orden de 10. Estos estudios han sido validados para

poder asi implementar la estandarizacion de esta técnica a nivel clinico (51).

2.4.2. Tecnologias moleculares basadas en la PCR

La tecnologia de la PCR cuantitativa a tiempo real puede servir para identificar,
por una parte, reordenamientos genéticos clonales de las cadenas pesadas de
inmunoglobulina, y, por otra parte, reordenamientos o mutaciones de genes

recurrentes asociados a la neoplasia hematoldgica.

Los reordenamientos de los segmentos V, D y J del locus IGH son eventos
aleatorios producidos en el proceso de maduracién de las células B. La
transformacion maligna resulta en células neoplasicas con reordenamientos de
IGH clonales. Por lo tanto, los linfoblastos de la LLA-B y las CPs malignas del MM
presentaran clonalidad en los reordenamientos de /GH. La RT-qgPCR detecta y
cuantifica estos reordenamientos permitiendo asi la determinacién de la ERM,

debido a que Unicamente se presentan en las células de origen B malignas. Para
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poder detectar los reordenamientos clonales, se requiere disefiar oligonucleétidos
alelo-especificos dirigidos a las células malignas del paciente. Esta tecnologia
presenta unos niveles de sensibilidad del orden de 10-5-10-6(113) y un alto grado
de estandarizacion para la LLA-B (126) y el MM (119). En contraste, al disefiarse
oligonucledtidos alelo-especificos para cada paciente en el momento del
diagnéstico, se pueden obviar subclones, indetectables en primera instancia, que
posteriormente evolucionen. También se pueden producir fenémenos de
hipermutacién somatica que no sean detectados mediante los oligonucleétidos
alelo-especificos inicialmente disefiados para el seguimiento del paciente
(127,128). Ademas, el uso de esta tecnologia supone un proceso largo, laborioso

y de coste elevado, siendo aplicable Unicamente en el 60-70% de los casos.

La identificacién de reordenamientos o mutaciones de genes recurrentes
asociados a la enfermedad mediante RT-gPCR solo sera aplicable en aquellos
pacientes que presenten las alteraciones genéticas descritas para el estudio de la
ERM. Por un lado, el reordenamiento BCR-ABL se produce en el 25% de las LLA-
B de adulto (15). La deteccidn de los transcritos de fusion de BCR-ABL mediante
RT-gPCR es relevante para el diagnostico y también de gran importancia para el
seguimiento de la ERM. Este procedimiento, aunque solo aplicable para este tipo
de leucemia, es més sencillo de realizar y méas eficiente en la determinacion del
estado de los pacientes que la determinacion mediante CFM o por disefio de
oligonucledtidos alelo-especificos para cada paciente (129). En la LMA, se usara
esta metodologia para determinar la ERM en aquellos pacientes que presenten
los transcritos de fusion PML-RARA, presentes en un 10-15% de los pacientes de
LMA (130), y CBFB-MYH11 0 RUNX1-RUNX1T1, que representan un 20% de las
LMAs (131), ya que son unos predictores importantes de la recaida (132,133).
Otras fusiones presentes en esta enfermedad, como MLLT3-KMT2A, no se
monitorizaran por RT-gPCR debido a la reducida expresién de la fusién génica

(134). La mutacion de NPM1, presente en un tercio de los pacientes con LMA
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(135), también sera monitorizada mediante técnicas de RT-qPCR o secuenciacion
de Sanger, dado que esta mutacién tiene asociado un gran impacto pronéstico
(136,137), y, debido al elevado nivel de expresidn del transcrito, su cuantificacién
mediante esta tecnologia adquirird una sensibilidad del orden de 10%. La
presencia de otros genes mutados como FLT3 o KIT, podran ser también
monitorizados mediante estas técnicas, pero siempre de forma complementaria a
otras determinaciones (116). Por otro lado, el MM, al ser tan heterogéneo, no
presenta mutaciones o reordenamientos de genes descritos para el seguimiento

por RT-qPCR, por lo que la ERM no seré determinada mediante este abordaje.

La PCR digital es una adaptacion de la tecnologia de RT-qPCR que permite una
cuantificacion absoluta de los acidos nucleicos del transcrito que se necesita
detectar, ya que no depende de curvas de calibracion. Sin embargo, actualmente
no se aplica en el diagnostico clinico, siendo solamente utilizada a nivel de

investigacion (138-140).
2.4.3.Tecnologias de Next Generation Sequencing

Las tecnologias de secuenciacion del ADN de nueva generacion o de high
throughput permiten la secuenciacién paralela y repetida de millones de pequefios
fragmentos de ADN para evaluar unos genes determinados e incluso el genoma

completo (141).

Estas tecnologias podrian solventar ciertas desventajas que presentan la CFM y
la RT-gPCR en la determinacion de la ERM, como son la falta de estandarizacion,
la sensibilidad, la limitada aplicabilidad y la subestimacion de los procesos de
evolucion clonal e hipermutacion somatica. Por un lado, la estandarizacion de la
NGS podria ser sencilla debido uso de oligonucleétidos consensuados, evitando
el disefio de oligonucledtidos alelo-especificos por paciente. La sensibilidad de la
técnica es de 10, y aunque limitada del mismo modo por el numero de células

(142,143), la deteccion de la ERM presenta una elevada resolucion. Y finalmente,
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al poder evaluarse el genoma completo, se tendrian en cuenta los procesos de
evolucion clonal o hipermutacion somatica que pudieran presentarse, ya que la
NGS detectaria los subclones minoritarios y los cambios asociados, por lo que se
podrian evaluar los reordenamientos de /GH para las neoplasias de células B (MM
y LLA-B). En el caso de la LMA, esta tecnologia seria solamente aplicable cuando
la entidad presentara alteraciones genéticas recurrentes (40-50% de los

pacientes) (116).

No obstante, esta tecnologia no ha sido todavia implementada en la rutina clinica
habitual debido a que presenta ciertas limitaciones, como la necesidad de una
infraestructura compleja, de personal experto para interpretar los datos, asi como
un elevado coste, y el tiempo requerido para realizar el procedimiento completo.
También es indispensable el analisis de especimenes del paciente antes del

tratamiento y no demuestra eficacia en el caso de especimenes aplasicos.

2.5. Prondstico y clasificacion segun el riesgo

Las técnicas de diagnéstico y seguimiento de las neoplasias hematoldgicas
permiten establecer unas caracteristicas determinadas de la entidad para asi
poder establecer el prondstico de la enfermedad. Ademas de las caracteristicas
de la entidad, existen factores del propio paciente que también tendran una
influencia en el curso de la enfermedad, asi como los factores determinados

después del diagnéstico y relacionados con la respuesta del paciente.
2.5.1. Factores pronoésticos relacionados con el paciente

La edad avanzada en el momento del diagnéstico es un factor prondstico
desfavorable tanto en la LMA, en la LLA-B como en el MM. No obstante, factores
como el estado general, definido por la escala Eastern Cooperative Oncology

Group (ECOG) (144), la salud general y otras comorbilidades modularan el efecto
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de la edad en cuanto a la tolerancia al tratamiento (53,54,145). Ademés, en la
LMA, el hecho de tener antecedentes de una neoplasia hematoldgica previa, 0
una LMA relacionada con el tratamiento, esta asociado con un pronéstico adverso
(53).

2.5.2. Factores pronoésticos relacionados con la entidad

Las alteraciones genéticas que pueda manifestar la LMA suponen un factor
pronostico de gran importancia. Diversos estudios (146-148) han analizado el
riesgo de tener ciertas mutaciones genéticas y/o translocaciones cromosémicas,
y han determinado su impacto prondstico. En las Ultimas recomendaciones de la
red europea ELN (53), se publica un sistema de estratificacion de riesgo basado
en la genética, donde se establecen tres categorias de riesgo: favorable,
intermedio o adverso (Tabla 12). Cabe destacar que el reordenamiento PML-
RARA, caracteristico que la leucemia promielocitica aguda, no entra en este
sistema de estratificacion de riesgo, dado que la entidad se revisa en unas
recomendaciones de la ELN especificas (149) y actualizadas recientemente en su

ultima version (150).

En la LLA-B, el nimero de leucocitos en el diagndstico sera un factor pronostico
independiente, siendo un numero superior a 30x10° /L un indicador de mal
pronostico analizado en diversos estudios (151-153). La infiltracion de células
neoplasicas en el sistema nervioso central también se considera un factor de
pronéstico adverso, aunque no independiente (154). Los avances en los
conocimientos de las caracteristicas citogenéticas y genéticas de la LLA-B han
servido para poder definir el pronéstico de la enfermedad en funcion del tipo de
alteraciones especificas que se determinen en el momento del diagnéstico. En la
Tabla 13 se presentan las alteraciones citogenéticas de mayor importancia en la

LLA-B de las cuales se ha podido determinar su impacto pronéstico (86,87).
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Tabla 12. Estratificacion de riesgo de la LMA de la European LeukemiaNet segun
la genética (2017). Adaptada de Dohner et al., 2017 (53).

Categoria de
riesgo

Alteracion genética

Favorable

1(8;21)(q22;g21); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
NPM1 mutada sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDlow2
Mutacion bialélica de CEBPA

Intermedio

NPM1 mutada y FLT3-ITDhigh2

NPM1 wild type sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD ¥ (sin
alteraciones genéticas de riesgo adverso)

(9;11)(p21.3;123.3); MLLT3-KMT2A

Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o
adversas

Adverso

1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); translocaciones de KMT2A
1(9;22); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3926.2) 0 1(3:3)(q21.3:926.2); GATA2, MECOM
(EVI)

-5 0 del(5q); -7, -17/abn(17p)

Cariotipo complejo?; Cariotipo monosémico?
NPM1 wild type y FLT3-TDNsh

RUNX1, ASXL1 o TP53 mutados

2 [ ow, ratio alélica moderada (< 0,5); High, ratio alélica elevada (= 0,5).

3 Tres 0 mas alteraciones cromosémicas no relacionadas en ausencia de las designadas
translocaciones o inversiones recurrentes de la OMS (15).

4 Presencia de una monosomia Unica (a excepcion de la pérdida de los cromosomas X o Y) en
asociacion con al menos una monosomia adicional o una alteracién cromosdmica estructural.
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Tabla 13. Biomarcadores genéticos de la LLA-B y su categoria de riesgo. Adaptada
de Moorman, 2016 (86) y lacobuchi y Mullighan, 2017 (87).

Categoria de

. Alteracion genética
riesgo

Elevada hiperdiploidia®

t(12;21); ETV6-RUNX1

t(1;19); TCF3-PBX1

Translocaciones de IGH

Alteraciones citogenéticas no clasificadas como
favorables o adversas

t(v;11923.3); translocaciones de KMT2A
1(9;22); BCR-ABL1

t(17;19); TCF3-HLF

Cariotipo complejo®;

Hipodiploidia moderada; casi haploidia’
iIAMP21

Favorable

Intermedio

Adverso

Para poder determinar la categoria de riesgo en el MM, se tendran en cuenta otros
factores prondsticos de la enfermedad, debido a la elevada heterogeneidad a nivel
citogenético y genético que presenta la entidad. El primer marcador prondstico
determinado en MM fue el grado de signos CRAB que pudieran presentar los
pacientes (155). Posteriormente, los niveles de 2-microglobulina y albumina se
incluyeron como factores prondsticos, para poder asi establecer el sistema
internacional de estadificacion (International Staging System, ISS) del MM (156).
El ISS revisado (revised ISS, R-ISS) por el Grupo de Trabajo Internacional del
Mieloma (International Myeloma Working Group, IMWG) (88) incluye, ademas, la
citogenética de riesgo elevado y la presencia de unos elevados niveles séricos de

lactato deshidrogenasa (Tabla 14).

5 Méas de 50 cromosomas.

6 Cinco 0 mas alteraciones cromosomicas.

7 Pérdida cromosomica masiva (entre 30-39 cromosomas y menos de 30 cromosomas,
respectivamente).
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Tabla 14. ISS e ISS revisado del IMGW para el mieloma mdltiple. Adaptada de Palumbo
et al., 2015 (88).

Estadio ISS Alteracion genética
ISS | B2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L; albimina sérica = 3,5 g/dL
1SSl Diferente al grado ISS | y Il
ISS Il B2-microglobulina sérica > 5,5 mg/L
R-ISS | B2-microglobulina sérica < 3,5 mg/L; albimina en suero = 3,5 g/dL y

ausencia de alteraciones genéticas de riesgo elevado (del(17p) y/o
t(1;14) ylo t(14;16))

R-ISS I Diferente al grado R-ISS 1 y Il

R-ISS Il B2-microglobulina sérica > 5,5 mg/L y presencia de alteraciones
genéticas de riesgo elevado (del(17p) y/o t(1;14) ylo t(14;16)) o LDH

sérica elevada

2.5.3. Factores prondsticos relacionados con la respuesta

Como se ha explicado en apartados anteriores, a partir de los factores pronosticos
propios del paciente y de la entidad en el momento del diagndstico, se clasifican
las entidades segun el riesgo asociado. En primera instancia, estos modelos de
estratificacion aportan una idea general del estado de la enfermedad para poder
iniciar el tratamiento de los pacientes. Posteriormente, se deberan tener en cuenta
los factores relacionados con la respuesta de la enfermedad, manifestada a raiz

del tratamiento, para poder reevaluar y determinar la terapia adecuada.

De los factores prondsticos mas importantes relacionados con la respuesta, se
encuentra el estado de la ERM, siendo un factor pronéstico independiente de
respuesta en la LLA-B y el MM demostrado en diversos estudios
(63,115,157,158).
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Tabla 15. Criterios de respuesta de la leucemia mieloide aguda, la leucemia

linfoblastica aguda de precursores B y el mieloma mdiltiple. Adaptada de Déhner et al.,
2017 (53); Hoelzer et al., 2016 (54) y Kumar et al., 2016 (113).

Leucemia mieloide aguda

Categoria

Definicion

Remision completa sin
ERM

Remision completa

Remision completa con
recuperacion
hematoldgica incompleta
Estado morfolégico libre

de leucemia

Remision parcial

Criterios de respuesta completa con ERM negativa
determinada mediante RT-gPCR o CFM

Blastos en médula 6sea < 5%; ausencia de blastos
circulantes y blastos con bastones de Auer; ausencia de
enfermedad extramedular; recuento absoluto de neutréfilos
= 1,0 x 109/L; recuento de plaquetas = 100 x 109 /L
Criterios de RC a excepcion de neutropenia residual (< 1,0
x 109/L) o trombocitopenia (< 100 x 109/L)

Blastos en médula 6sea < 5%; ausencia de blastos
circulantes y blastos con bastones de Auer; ausencia de
enfermedad extramedular; no recuperacion hematoldgica

Criterios de RC; blastos en médula dsea entre el 5% y el
25% y disminucion de los blastos del 50% respecto al pre-

tratamiento

Leuce

mia linfoblastica aguda de precursores B

Categoria

Definicion

Remision completa

Remision molecular
completa / negatividad
para la ERM

Respuesta molecular/ERM
Fallo molecular / ERM

positiva

Blastos en médula dsea no detectables por citomorfologia
(<5%)
Paciente en RC con ERM no detectable mediante métodos

moleculares

Paciente en RC, ERM negativa determinada mediante CFM
Paciente en RC, con ERM positiva determinada mediante
CFMy RT-gPCR
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Tabla 15 (continuacion). Criterios de respuesta de la leucemia mieloide aguda, la

leucemia linfoblastica aguda de precursores B y el mieloma muiltiple. Adaptada de
Déhner et al., 2017 (53); Hoelzer et al., 2016 (54) y Kumar et al., 2016 (113).

Mieloma maltiple

Categoria Definicion
Respuesta completa RC con ERM negativa determinada mediante RT-gPCR
molecular
Respuesta completa RC estricta con ausencia de células plasmaticas aberrantes
inmunofenotipica fenotipicamente analizadas mediante CFM
Respuesta completa RC con ratio de cadenas libres normal y ausencia de células
estricta plasmaticas determinada mediante inmunohistoquimica o

citometria de flujo

Respuesta completa Proteina M sérica y en orina negativa mediante
inmunofijacién; desaparicion de plasmacitomas y células
plasmaticas en médula 6sea < 5%

Muy buena respuesta Proteina M sérica y en orina detectable mediante
parcial inmunofijacién pero no mediante electroforesis o reduccién
= 90% de la proteina M sérica y < 100mg en orina
Respuesta parcial Reduccién = 50% de la proteina M sérica y reduccién > 90%
0 <200mg en orina

El seguimiento de la enfermedad daréd lugar a unos criterios de respuesta
especificos para cada entidad (Tabla 15). Segun estos criterios, se decidira el
tratamiento a seguir por cada paciente. Cabe destacar que el estado de la ERM
en la LMA aun no se tiene en cuenta para la determinacion del criterio de
respuesta. Sin embargo, en las ultimas recomendaciones de la ELN (53), se
propone la categoria RCerw., especificada en la Tabla 15. Esta nueva categoria
seria de gran utilidad para poder distinguir aquellos pacientes en RC con ERM
positiva de aquellos con ERM negativa, ya que diversos estudios han demostrado
diferencias significativas en la incidencia de recaida de la LMA entre los pacientes
de ambos grupos (112,159,160).
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2.6. Tratamiento

Una vez diagnosticada, caracterizada y clasificada la neoplasia, se establecera el
tratamiento mas adecuado que recibira paciente. En el caso de la LMA, la LLA-B
y el MM, por lo general, el tratamiento consistira inicialmente en una induccion
basada en quimioterapia. Si el paciente no es elegible para este tipo de

tratamiento se procedera a realizar medidas terapéuticas de soporte.

El esquema general de tratamiento consiste en una fase inicial de induccién, una
fase de consolidaciéon, que puede incluir un trasplante autélogo o alogénico de
progenitores hematopoyéticos, y una fase de mantenimiento, en caso que sea
recomendable. Este esquema puede variar segun la enfermedad y sus

caracteristicas especificas, el estado del paciente y la respuesta al tratamiento.

2.6.1. Principales esquemas de tratamiento
2.6.1.1. Tratamiento general de la leucemia mieloide aguda

En los ultimos afios, el enfoque del tratamiento de la LMA (Figura 12) no ha
experimentado cambios sustanciales. En este enfoque, se excluye la leucemia

promielocitica aguda, ya que entrara en otros esquemas de tratamiento (161).

En primera instancia, se evalUa al paciente para determinar si es candidato a
quimioterapia intensiva. La edad serd un condicionante importante, asi como
también lo serd su estado general (162-164). Si el paciente resulta no ser
candidato, se le administrara quimioterapia a bajas dosis o, alternativamente,

medidas terapéuticas de soporte.

La induccion con altas dosis de quimioterapia consiste generalmente en la
administraciéon de antraciclinas durante tres dias (por ejemplo, idarubicina o
daunorubicina) seguida de siete dias de administracion de citarabina. En caso de
que el paciente no sea candidato a quimioterapia intensiva, se le administrara
citarabina a bajas dosis (53). En los protocolos CETLAM12>70, del Grupo
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Cooperativo de Estudio y Tratamiento de las Leucemias Agudas y Mielodisplasias

(CETLAM), la citarabina a bajas dosis se combina con fludarabina (165). La

administracién de azacitidina ha sido evaluada en ensayos clinicos y comparada

con los regimenes actuales de bajas dosis (166). Los pacientes sometidos a

quimioterapia a bajas dosis manifiestan respuestas insatisfactorias, por lo que,

generalmente, se valora la posibilidad de administrar terapias evaluadas mediante

ensayos clinicos con el objetivo de poder mejorar la respuesta al tratamiento.

Tratamiento

inicial LMA
R
[ ]
Paciente Paciente no
candidato a candidato a
quimioterapia quimioterapia
- Medidas de
Induccion soporte
R R
| |
Altas dosis:
Antraciclina y Bajas dosis
citarabina (7+3)
SR Citarabina +
Consolidacion fludarabina
__|Citarabina * otros || Ensayos clinicos
agentes (Azacitidina)
— TPH alogénico

Figura 12. Esquema de tratamiento general para la leucemia mieloide aguda (53).
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Una vez alcanzada la remision del paciente, se inicia la fase de consolidacion.
Esta fase consiste en la administraciéon de citarabina en combinacién o no con
otros agentes. Para aquellos pacientes elegibles, se procedera a realizar una
terapia de acondicionamiento o mieloablativa seguida de un trasplante de

progenitores hematopoyéticos (TPH) alogénico.

La fase de mantenimiento no forma parte de los esquemas de tratamiento
estandares de la LMA, debido a la falta de evidencia de beneficio que este

tratamiento pueda suponer (167).

2.6.1.2. Tratamiento general de la leucemia linfoblastica aguda de

precursores B

El esquema de tratamiento general de la LLA-B (Figura 13) constara de una pre-
fase antes de la fase de induccién. En esta pre-fase se administran
corticoesteroides (prednisona o dexametasona) en monoterapia 0 en combinacion
con otros farmacos (por ejemplo, vincristina o ciclofosfamida). La pre-fase permite
una reduccion segura de la leucemia mientras se obtienen los resultados de los
analisis citogenéticos y moleculares. Posteriormente, se inicia la fase de
induccién con el objetivo de alcanzar la RC, a poder ser con negatividad para la
ERM, disminuyendo asi la probabilidad de recaida (168). La mayoria de
regimenes de inducciéon consisten en la administracion de vincristina,
corticoesteroides y antraciclinas (por ejemplo, idarubicina o daunorubicina). La
fase de consolidacion consistira en la administracién de elevadas dosis de
metotrexato en combinacion con asparaginasa a dosis intermedias para pacientes
de riesgo moderado o intermedio y a dosis elevadas para pacientes con riesgo
elevado. En esta fase del tratamiento, existe riesgo de recaida en pacientes de
riesgo elevado o que presenten ERM positiva (169), motivo por el cual se
recomienda someter a los pacientes a un TPH alogénico. En cambio, si la ERM

es negativa o el riesgo de los pacientes es estandar o moderado, se procedera a
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la fase de mantenimiento. Esta fase consiste en la administracién de 6-

mercaptopurina y metotrexato. La omisién de la terapia de mantenimiento

empeora el pronostico de los pacientes, sobretodo en la LLA pre-B (54). A modo

profilactico, se administra adicionalmente en todas las fases un tratamiento por

via intratecal consistente en metotrexato, citarabina y esteroides con el objetivo

de evitar la infiltracion de las células leucémicas en el sistema nervioso central

(54).

Tratamiento inicial
LLA-B

Paciente candidato a
quimioterapia

Paciente no
candidato a
quimioterapia

Pre-fase
(Corticoesteroides +
otros farmacos)

Induccion
(Vincristina,
corticoesteroides y
antraciclinas)

Consolidacion

Medidas de soporte

Metotrexato +
asparaginsasa +
mantenimiento

Metotrexato +
asparaginsasa +
TPH alogénico

Figura 13. Esquema de tratamiento general para la leucemia linfoblastica aguda de

precursores B (54).
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2.6.1.3. Tratamiento general del mieloma multiple

El tratamiento general del MM (Figura 14) estara condicionado por la elegibilidad
de los pacientes para ser sometidos a un TPH autélogo. Cuando los pacientes no
sean elegibles a TPH, en la fase de induccién se administrara bortezomib o
talidomida combinado con melfalan y prednisona o lenalidomida y dexametasona

a dosis moderadas.

Tratamiento inicial MM

Paciente elegible Paciente no elegible
a TPH autélogo a TPH autélogo
Induccién Induccion
dexa-rr?;::gg;nf t};,rcer - Bortezomib o talidomida,
e melfalan y prednisona

+ TPH autélogo - Lenalidomida y

dexametasona +
daratumumab

Mantenimiento
(lenalidomida)

Figura 14. Esquema de tratamiento general para el mieloma maltiple (56).

En pacientes no elegibles a TPH, se ha aprobado recientemente la administracion

de daratumumab como primera linea de tratamiento en combinacion con los
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lenalidomida y dexametasona debido a la demostrada mejora en la disminucién
del riesgo de progresion (170). Mediante ensayos clinicos se estan evaluando

otras combinaciones de farmacos.

En pacientes jovenes en buen estado general, se realiza una induccién seguida
de un TPH autdlogo. Esta induccion consiste en la administracion de dosis
elevadas de bortezomib y dexametasona. La administracion de un tercer farmaco
en esta fase, como la talidomida, se esta evaluando mediante ensayos clinicos,
mostrando mejores resultados (171) en comparacion a las respuestas obtenidas

mediante la administracién de los esquemas actuales de tratamiento.

Con posterioridad al TPH autdlogo, se procede a la fase de mantenimiento
basada en la administracion de lenalidomida. En pacientes no elegibles a TPH,
este mantenimiento no esta recomendado. La fase de consolidacién también se
omite en las recomendaciones (56), puesto que no hay evidencia de su aplicacién
sistematica. Cabe sefialar que el tratamiento de soporte en el mieloma mdiltiple
sera de gran utilidad para manejar los signos CRAB que pueda manifestar el

paciente.

2.6.2.El trasplante de progenitores hematopoyéticos

En el tratamiento de una neoplasia hematolégica, asi como de otras
enfermedades, el trasplante de progenitores hematopoyéticos es uno de los
procedimientos considerados potencialmente curativos (172). Concretamente, el
TPH ha demostrado ser la mejor oportunidad para incrementar la supervivencia
libre de enfermedad en la leucemia aguda y el mieloma multiple (173-175),
llegando a curar a determinados grupos de pacientes. EI TPH es un procedimiento
basado en la infusién intravenosa de progenitores hematopoyéticos para
reestablecer el sistema hematopoyético e inmunitario del paciente. Previamente
a la infusion de los progenitores, el paciente es sometido a un tratamiento de

acondicionamiento para erradicar los componentes celulares del sistema
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hematopoyético del paciente, asi como las células neoplasicas. Los progenitores
infundidos pueden proceder del propio paciente (TPH aut6logo) o de un donante
(TPH alogénico) (176). En relacion al TPH alogénico, el donante preferiblemente
debe ser un hermano/a histocompatible para los loci de HLA o, en su defecto, un
donante HLA-idéntico no emparentado, identificado en el registro de donantes de
médula dsea (177). Para aquellos pacientes sin donantes HLA-idénticos, existen
tres fuentes alternativas de progenitores hematopoyéticos: [1] donantes HLA-no
idénticos, debido a la ausencia de compatibilidad para alguno de los loci de HLA,
[2] sangre de cordon umbilical; y [3] donantes haploidénticos emparentados,
siendo compatibles Unicamente para un haplotipo de HLA (177). Para reducir los
efectos de la disparidad de los loci de HLA en donantes haploidéntidos, se
procede a la deplecion de las células T, a la seleccion positiva de los progenitores

CD34+, entre otras aproximaciones (178).

Inicialmente, los progenitores hematopoyéticos, caracterizados por la expresion
de CD34 y la expresidn débil de CD45, se obtenian mediante punciones en la MO
de ambas crestas iliacas posteriores del donante. No obstante, este
procedimiento actualmente se ha reemplazado en el trasplante autélogo y en la
mayoria de trasplantes alogénicos por la obtencidn de los progenitores a partir de
sangre periférica movilizada. Puesto que los progenitores hematopoyéticos
representan una proporcion muy minoritaria de las células circulantes en sangre
periférica, previamente a la obtencion de estas, debe realizarse un proceso de
movilizacion de los progenitores desde la MO a la sangre periférica mediante la
administracion de factores estimuladores de colonias de granulocitos (granulocyte
colony-stimulating factor, G-CSF) que provocan la proliferacién de neutréfilos y la
secrecion de proteasas. Las proteasas degradaran las proteinas que anclan las
células madre en la MO, liberandolas de este modo hacia la circulacion periférica.

También se administran otros agentes movilizadores como plerixafor y
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ciclofosfamida con la misma finalidad. Una vez movilizados, los progenitores se

concentraran mediante el procedimiento de leucoaféresis (179).

En la leucemia aguda, el TPH preferible sera de tipo alogénico (53,54). Este sera
recomendable cuando el riesgo del trasplante sea menor al beneficio que pueda
suponer. El riesgo dependeréa del estado del paciente, de las caracteristicas del
donante y de los factores propios del trasplante. En la LMA, los pacientes de
riesgo favorable no estaran indicados en primera instancia para el TPH. En
cambio, en pacientes de riesgo adverso, el TPH sera recomendado post-remision
para reducir el riesgo de recaida. La ERM servira de guia al manejo. Los pacientes
con ERM positiva podran ser candidatos de recibir TPH alogénico antes
experimentar una probable recaida. En LLA-B, las recomendaciones actuales
indican realizar el TPH cuando la citogenética sea de riesgo elevado, cuando la
ERM post-consolidacion sea positiva o frente a recaidas de la enfermedad. Cabe
tener en cuenta que en el trasplante alogénico, al infundirse células de un donante,
los linfocitos de su sistema inmunitario reaccionan contra el receptor, causando
inflamacidn de los tejidos (piel, higado e intestino) y provocando asi la enfermedad
del injerto contra el huésped (Figura 15). Esta enfermedad es una de las
principales causas de mortalidad del trasplante alogénico, aunque para combatirla
se pueden administrar diversos tratamientos basados en corticoides (180,181).
Por otro lado, se ha demostrado que esta reaccion reduce asimismo la incidencia
de recaidas post-trasplante, ya que permite erradicar células tumorales residuales
después del acondicionamiento (182), generando asi el efecto del injerto contra

la leucemia.

En el mieloma mdaltiple, el TPH preferible sera de tipo autélogo (56). Los
candidatos seran pacientes menores de 65 afios 0 menores de 70, siempre y
cuando estén en buen estado general. Estos pacientes se someten a una fase de

induccion a altas dosis y posteriormente los progenitores hematopoyéticos se
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recogen desde la sangre periférica movilizada. Una vez obtenidos, se realiza un
régimen de acondicionamiento, principalmente basado en la administracién de

melfalan, y la posterior infusion de los progenitores.
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Figura 15. Proceso inmunitario en condiciones de homeostasis y en enfermedad
del injerto contra el huésped. Adaptada de Teshima et al., 2016 (181).

2.6.3. Terapias emergentes

Tanto las leucemia aguda como el mieloma multiple constituyen enfermedades de
una gran importancia para la investigacion y exploracién de nuevas terapias. El
incremento del conocimiento acerca de estas enfermedades, tanto a nivel
inmunofenotipico como citogenético y genético, asi como del microambiente
celular, permite desarrollar terapias que se han de validar previamente en ensayos
clinicos para poder después ser aplicadas en los esquemas de tratamiento. A

continuacion, se presentan algunas de las nuevas terapias desarrolladas:
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2.6.3.1. Terapias moleculares y epigenéticas

Terapias moleculares: Los inhibidores de FLT3, como la midostaurina y el
sorafenib, se utilizan en pacientes de LMA con mutaciones en FLT3 con
resultados variables en ensayos clinicos (183-186). Los pacientes de LLA-B con
la translocacion BCR-ABL1, se tratan con TKls como el imatinib combinado con
quimioterapia, mostrando mejoras en las tasas de RC (187,188). Estos inhibidores
también se utilizan en el tratamiento de pacientes BCR-ABL like o0 en LMA con
BCR-ABL1. Actualmente, se estan desarrollando TKls de nueva generacion con
buenos resultados (189). También se pueden encontrar otras terapias dirigidas a
JAK/STAT, mTOR, o BCL2 con resultados esperanzadores (190-193).

Terapias epigenéticas: Se estan desarrollando terapias para pacientes con
mutaciones en genes modificadores epigenéticos (194). Entre ellos, se
encuentran los inhibidores de IDH1 y IDH2, cuyos genes se encuentran mutados
frecuentemente en LMA (195), que han demostrado remisiones duraderas en
pacientes en recaida o refractarios (196), o inhibidores de ADN metiltransferasa
para reordenamientos de KMT2A (197), evaluandose su administracion como
agente Unico mediante ensayos clinicos y mostrando unos resultados preliminares

de eficacia moderada (198).

2.6.3.2. Inmunoterapias

Anticuerpos monoclonales: Se han desarrollado gran variedad de anticuerpos
monoclonales humanizados dirigidos contra determinados antigenos expresados
en las células neoplasicas. Para la LMA, se han desarrollado anticuerpos contra
CD33 y CD123 (199,200). En la LLA-B, se esta aplicando rituximab, dirigido a
CD20, con resultados prometedores (201), asi como anticuerpos contra CD19,
tales como blinatumomab (202) y contra CD22, como el inotuzumab ozogamicina

(203). Para el MM, daratumumab, dirigido a CD38, fue aprobado para ser
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administrado a pacientes ya tratados (204) e investigado y aprobado en el afio

2018 como terapia de primera linea (170,205).

CAR-T: Los receptores de antigeno quiméricos (chimeric antigen receptor, CAR)
son proteinas de fusién que incorporan dominios de reconocimiento de antigeno
y dominios de sefializacion de células T (Figura 16) (206). Generalmente, las
células T del paciente son modificadas genéticamente para reconocer antigenos

determinados.
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Figura 16. Generaciones de CAR-Ts y sus componentes. Adaptada de Wang et al.,
2018 (206).

En la LLA-B, se aprob6 en el afio 2017 un CAR-T dirigido a CD19 para el uso en
pacientes menores de 25 afios con enfermedad refractaria o en recaida. En
adultos, se esta aplicando en ensayos clinicos con resultados prometedores (207-
209). También se han desarrollado y se estan evaluando CAR-Ts dirigidos a CD22
para pacientes refractarios a la terapia con CD19-CAR-Ts (210). En la LMA, los

CAR-Ts dirigidos a CD33 y CD123 estan siendo utilizados en ensayos pre-clinicos
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y clinicos en fases iniciales (211,212). En el MM, los ensayos estan enfocados a
la evaluacién de CAR-Ts dirigidos al antigeno de maduracién de células B (B cell
maturation antigen, BCMA), expresado exclusivamente en células B en el proceso
de diferenciaciéon a células plasmaticas. Los primeros ensayos han obtenido

también resultados prometedores (213,214).

3. MECANISMOS DE REFRACTARIEDAD DE LAS NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

En las ultimas décadas, se han producido mdltiples avances en el conocimiento
de las neoplasias hematolégicas que han supuesto una serie de mejoras en
relacion al diagndstico, manejo y tratamiento estas enfermedades, permitiendo de
este modo incrementar la supervivencia global de los pacientes de forma

significativa.

Sin embargo, uno de los mayores problemas y causas de mortalidad tanto en la
leucemia aguda como en el mieloma multiple es la recaida, producida después de
haber conseguido la RC, o la refractariedad a la terapia. En esta situacion, las
opciones terapéuticas que se aplican a los pacientes son las siguientes: [1] volver
a administrar las terapias iniciales; [2] aplicar terapias alternativas evaluadas en
ensayos clinicos; y [3] valorar la posibilidad de proceder a un TPH con tal de poder
erradicar la enfermedad (53,54,56).

Conocer los mecanismos de refractariedad de las enfermedades hematolégicas
es de gran relevancia para poder desarrollar nuevas terapias y poder predecir el
riesgo de recaida o refractariedad de la enfermedad en el momento del
diagnéstico. En los siguientes apartados, se comentaran algunos mecanismos
estudiados relacionados con la refractariedad al tratamiento y que han sido objeto

de investigacion en la presente Tesis Doctoral.
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3.1. Heterogeneidad intratumoral

La heterogeneidad intratumoral se define como la presencia de variaciones a nivel
genético, fenotipico y funcional de las células que conforman un tumor. Diversos
estudios ya pusieron de manifiesto en el pasado la existencia de esta
heterogeneidad (215-219) y cada vez de forma mas inequivoca gracias al
desarrollo de la NGS y al andlisis de célula Unica (220-222). Esta diversidad
existente en el tumor es una de las principales causas de la refractariedad al
tratamiento del cancer, ya que las células tumorales responden a la terapia de
manera diferente (223). Para explicar la causa de la existencia de la
heterogeneidad intratumoral tanto en tumores sélidos como en leucemias y
mielomas, existen dos modelos principales: [1] el modelo de célula madre
tumoral (cancer stem cell, CSC) y [2] el modelo de evolucion clonal (Figura 17)
(224).

El modelo de célula madre tumoral (Figura 17a) postula que en una masa
tumoral se encuentran poblaciones minoritarias de células capaces de desarrollar
nuevamente el tumor (82,225) y con caracteristicas de autorenovacion vy
diferenciacion (226). La propia masa tumoral puede estar formada por varios tipos
celulares distintos fenotipicamente y organizados jerarquicamente, de la misma
forma que en la jerarquia de los tejidos sanos, conformando asi la heterogeneidad
intratumoral. En el caso de la leucemia, estas células son denominadas células
madre leucémicas. El primer estudio experimental de CSCs fue publicado por
Bonet y Dick en el afio 1997 (82), donde aislaron LSCs de LMA segun el fenotipo
CD34+/CD38- y demostraron que esta subpoblacion iniciaba la leucemia en

ratones inmunodeficientes.

Las CSCs son diferentes segun el tipo de tumor (227) y existen diversidad de

métodos para detectarlas (228,229). Estos métodos pueden ser funcionales,
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fenotipicos y moleculares. No obstante, su determinacién supone todavia un

desafio dado que su caracterizacion no esta definida completamente.

En la leucemia mieloide aguda, las LSCs se identifican segun el inmunofenotipo
CD34+/CD38-, pero también se han explorado otros fenotipos asociados a las
LSCs (230). Estas células son especialmente resistentes a las terapias debido a
la sobreexpresion de genes de resistencia a farmacos y a su estado quiescente,
que reduce los efectos de los tratamientos citotoxicos (231,232). Diversos
estudios han demostrado el papel critico de las LSCs en el prondstico de la LMA
(233-238), siendo la frecuencia de LSCs de fenotipo CD34+/CD38- y de otros
fenotipos determinada en el diagndstico y remisién completa un factor pronéstico
de supervivencia global e incidencia de recaida (239). En la LLA-B, las LSCs no
se han definido inmunofenotipicamente ya que se han explorado diversos
fenotipos que podrian iniciar la LLA-B (240-242). En mieloma mdltiple se propone
la existencia de varios tipos de CSCs. Por un lado, las CSCs quiescentes, que
actlian como iniciadoras de mieloma, y por otro lado, las CSCs proliferativas,

conformando asi la heterogeneidad de las células plasmaticas aberrantes (243).

El modelo de evolucion clonal (Figura 17b) postula que en un propio tumor se
producen mutaciones genéticas diferentes, tanto de forma lineal como ramificada,
generando de este modo subclones de caracteristicas distintas y, por lo tanto,
contribuyendo a la heterogeneidad intratumoral. Cuando se aplica el tratamiento,
los subclones resistentes sobreviven, son seleccionados y proliferan
posteriormente. Una de las preguntas importantes acerca de las mutaciones es
conocer si se producen independientemente confiriendo al tumor una ventaja
adaptativa, en cuyo caso la mutacion tendria un carécter pre-adaptativo, o si, por
el contrario, las mutaciones se producen como consecuencia de una adaptacion
de las células tumorales al ambiente, en cuyo caso la mutacion tendria un caracter

post-adaptativo. Tal y como postularon Luria y Delbrlck en el afio 1943 (244) con
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sus estudios realizados en bacterias, en el caso de las neoplasias hematoldgicas
la mayoria de subclones ya existe en el momento del diagndstico, por lo tanto, las
mutaciones producidas son pre-adaptativas. La evolucion clonal ha sido estudiada
sobretodo en la leucemia linfoblastica aguda de precursores B (245), mediante el
andlisis de muestras pareadas de LLA-B en el diagnéstico y recaida,
observandose que el clon dominante era distinto (100,246). Otros estudios hechos
en LMA y MM también han revelado la existencia de este proceso de evolucion
clonal (247-249).
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Figura 17. Modelos de heterogeneidad intratumoral y su escape al tratamiento. (A) Modelo
de célula madre tumoral. (B) Modelos de evolucion clonal (sucesion lineal y ramificacion).
Adaptada de Lang et al., 2015 (224).

3.2. Supresion inmunitaria

La supresion inmunitaria por parte de las células neoplasicas y del microambiente
celular es otro de los mecanismos de refractariedad de la neoplasia hematoldgica,

asi como de otros tipos de tumores, contribuyendo a su progresion (250). Existen
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diversas vias por las cuales las neoplasias alteran el normal funcionamiento del
sistema inmunitario del paciente. Su estudio y deteccién sera fundamental para

poder descubrir dianas terapéuticas y asi mejorar los tratamientos actuales.

En rasgos generales, uno de los mecanismos de accion del sistema inmunitario
consiste en regular sefiales positivas y negativas, prevenir enfermedades y
minimizar la autoinmunidad. Ademas, el sistema inmunitario puede identificar,
gracias a la expresion aberrante de antigenos, células potencialmente malignas.
Con el objetivo de evadir al sistema inmunitario, las células neoplasicas pueden
alterar estas vias. Las respuestas antitumorales son suprimidas como
consecuencia de la expansion de células supresoras de origen mieloide (myeloid-
derived suppressor cells, MDSCs), poblaciones celulares que incluyen
progenitores tempranos mieloides, células dendriticas inmaduras, neutrdfilos y
monocitos (251). De esta manera, las MDSCs promueven la progresion de la
neoplasia, suponiendo un obstaculo para la respuesta inmunitaria natural y para

propia la inmunoterapia.

Las células neoplasicas producen diversos mediadores pro-inflamatorios que
activan las MDSCs y llevan a su acumulacién y a su actividad inmunosupresora.
Los mecanismos por los cuales las MDSCs actian como supresoras del sistema
inmunitario son diversos y pueden verse ilustrados en la Figura 18. Entre estos
mecanismos, se encuentra la supresion de la activacion de las células T, la
induccién de otras poblaciones inmunosupresoras, la regulacién de la inflamacién
del microambiente tumoral, y la promocién de la tolerancia a las células malignas

por parte del sistema inmunitario (252-256).

Debido a la presencia de MDSCs en una gran variedad de tumores sélidos y
neoplasias hematoldgicas, se han convertido en un foco importante para su
investigacion, valorandose como potenciales dianas terapéuticas para poder

incrementar la inmunidad antitumoral. Concretamente, las MDSCs se han
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Introduccion

detectado patolégicamente en el mieloma mdiltiple (257), interaccionando con las
células plasmaticas del MM y las células efectoras inmunitarias, permitiendo asi

la progresion de la enfermedad.
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vias. Adaptada de Parker et al., 2015 (251).
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4. LA CITOMICA FUNCIONAL PARA EL ESTUDIO DE LAS
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

La citometria de flujo se ha convertido en una de las principales tecnologias
utilizadas para contribuir al diagnéstico y a la clasificacién de las neoplasias
hematoldgicas. Esta tecnologia es indispensable para la deteccion de las células
malignas a nivel de célula Unica, la asignacion del linaje clonal, la identificacion de

la expresidn de antigenos aberrantes y la deteccién de poblaciones aberrantes.

Los avances en la instrumentacion, la disponibilidad de nuevos fluorocromos y la
necesidad de analizar diversos parametros celulares de forma simultanea, han
llevado al desarrollo de la citometria de flujo multiparamétrica (258). Mediante
combinaciones de sondas conjugadas covalentemente a fluorocromos con
diferentes caracteristicas de excitacién y emision, se puede definir la coexpresion
de diversos marcadores en una misma célula. El nimero maximo de parametros
a analizar esta limitado por el solapamiento los espectros de emisién de los
diferentes fluorocromos. Actualmente, gracias al desarrollo de nuevos
fluorocromos y de programas informéticos de adquisicion y andlisis, se pueden
encontrar citémetros de flujo que permiten analizar simultaneamente hasta 27
parametros (61). Para el uso adecuado de esta tecnologia, se requiere la
utilizacion de controles negativos y positivos, con la finalidad de establecer los
niveles de autofluorescencia, y tratando de minimizar el solapamiento de los
espectros de emision de los diferentes fluorocromos. Ademas, el gran volumen de
datos generados requiere el desarrollo de programas de anélisis especializados y
de personal especialmente formado en la preparacion, la adquisicion y el posterior
analisis (61) de los especimenes. Por otro lado, cabe destacar la emergencia de
la citometria de flujo espectral, tecnologia que tiene la capacidad de determinar el
patron de emision inherente de cada molécula fluorescente para generar de este

modo una huella espectral Unica, que permite analizar a nivel tedrico mas
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parametros de fluorescencia simultdneamente, reduciendo el efecto del
solapamiento espectral, aun requiriendo de la preparacion de los controles

biolégicos adecuados (61,259).

Como se ha descrito con anterioridad, la CFM permite identificar el
inmunofenotipo de las células normales y patolégicas para poder diagnosticar y
realizar el seguimiento de las enfermedades hematolégicas. Sin embargo, el
inmunofenotipado, utilizado como método principal en hematologia clinica, no

proporciona toda la informacién necesaria para el estudio de estas patologias.

La citémica, o citometria de sistemas, consiste en el analisis molecular
multiparamétrico simultaneo de la heterogeneidad celular y de los sistemas
celulares (citomas) intactos, en relaciéon con el espacio y el tiempo, y en
combinacién con el conocimiento adquirido mediante el exhaustivo analisis
bioinformatico de los resultados obtenidos. El concepto de citdmica fue acufiado
inicialmente en el ambito de la botanica molecular por Davies y colaboradores en
elafo 2001 (260), en relacion con el estudio de los componentes del citoesqueleto
de las plantas. A posteriori, ha sido globalmente aceptado y utilizado en diversos
trabajos, entre los cuales destacan los estudios de Valet y colaboradores (261-
264). La citdmica, por lo tanto, es la disciplina que relaciona la gendmica y la
protedmica con la dindmica y funcién celular, dependientes de estimulos

extrinsecos e intrinsecos (265,266).

La citdmica se puede aplicar a nivel clinico en el analisis de la heterogeneidad
celular en el momento del diagnostico de las enfermedades hematoldgicas,
causada por una suma de exposiciones genéticas y ambientales, proporcionando
asi una mayor riqueza de informacion del estado de la enfermedad y de su

evolucion dependiente de la terapia (261,262,264).

Para la realizacion de los estudios citdmicos, es necesario disponer de

tecnologias que permitan realizar medidas a nivel de célula Unica mediante
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métodos basados en la dispersién de la luz y en pardmetros de fluorescencia,
afectando minimamente la funcién celular, en la medida de lo posible. Entre las
tecnologias citomicas se encuentran la citometria de flujo multiparamétrica y
tecnologias de andlisis imagen, como la microscopia confocal y de excitacidn
multifoténica, de barrido por laser, o de captura de imagen en placas mediante

sistemas de alta capacidad de analisis.

La citometria de flujo permite determinar la funcién celular de los citomas en
condiciones patoldgicas, en combinacion con las aplicaciones mas extendidas
como son las del inmunofenotipado. El estudio de la funcion celular mediante
citometria de flujo se basa en la utilizacion de marcadores asociados con la
sefializacion celular, con las fases del ciclo celular, o con funciones efectoras y
otras vias celulares. Para ello, ademas de anticuerpos monoclonales dirigidos a
antigenos especificos, se utilizan sondas bioquimicas en presencia de agentes

fluorescentes o sustratos fluorogénicos no téxicos.

Por lo tanto, la citdmica funcional es una herramienta que puede efectivamente
proporcionar nuevos conocimientos para la investigacion y evaluacion de la
enfermedad, asi como una comprensiéon mas profunda de las complejidades y
retos en el analisis de poblaciones celulares involucradas en la refractariedad y la

recaida de muchas neoplasias hematoldgicas.

Entre los estudios funcionales basados en CFM para la deteccién de las LSCs, y
células altamente resistentes a la quimioterapia, se puede encontrar el anélisis de
la side population (SPop), correspondiente a células con expresion de
transportadores multidroga ABCG2, que Unicamente pueden ser identificadas
mediante la funcién de expulsién de sustratos fluorescentes (267). Otro ensayo
para determinar células primitivas, estd basado en la deteccion de actividades
enzimaticas caracteristicas de las CSCs, tales como actividad aldehido

deshidrogenasa (268). A nivel de supresién inmunitaria, se pueden preservar las
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condiciones del microambiente para posteriormente determinar la respuesta a
estimulos de diferentes poblaciones celulares (61). El potencial de la citometria
de flujo permite a su vez adaptar ensayos funcionales originariamente
desarrollados y aplicables mediante microscopia de fluorescencia, tales como el
de la fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase, ALP), enzima que resulta ser

altamente muy activa en las células més indiferenciadas (269).

Para poder analizar la funcion celular, es indispensable la preservar la muestra
en las condiciones mas aproximadas a las fisiolégicas manipulandola
minimamente. De este modo, el tiempo de obtencion y andlisis debe ser el minimo
posible, la temperatura a la que se preserva la muestra no debe sufrir alteraciones
importantes, las condiciones ambientales de concentracion de oxigeno deben
mimetizar las del organismo, o se debe evitar cualquier tipo de fraccionamiento

de los especimenes sujetos de estudio, entre otros.

El procedimiento habitual en los protocolos de diagnéstico y seguimiento de
enfermedades hematoldgicas requiere la utilizacién de soluciones de lisis de
eritrocitos, dado que representan una poblacién celular muy mayoritaria con
respecto a los leucocitos, poblacion de la cual se originan las células aberrantes
en la mayoria de neoplasias hematoldgicas. Estas soluciones de lisis pueden
provocar resultados artefactuales, afectar a la funcionalidad celular, y provocar la
pérdida de subpoblaciones celulares (270-272). Como alternativa, se han
desarrollado protocolos no lyse no wash (NLNW), es decir, protocolos en los que
se evitan los procedimientos de lisis eritrocitaria y de lavados celulares, con el
objetivo de perturbar minimamente la muestra a analizar. Estos métodos, siempre
y cuando sea posible utilizarlos, son simples, rapidos y menos costosos que los
métodos de lisado eritrocitario. Su ventaja fundamental consiste en minimizar la
manipulacion de la muestra, un aspecto que permite evaluar la funcién celular

integramente dentro del estudio del citoma.
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Existen diversos métodos para poder discriminar los eritrocitos del resto de
poblaciones celulares sin tener recurrir a la utilizacién de procedimientos méas o
menos agresivos para eliminar los eritrocitos (273). Algunos se basan en la
utilizaciéon de marcadores de ADN para discriminar las células nucleadas de las
no nucleadas y del ruido de fondo (274,275) (Figura 19); y otros exploran las
diferencias en la dispersion de la luz entre leucocitos, plaquetas y eritrocitos,

debido al contenido en oxihemoglobina de los eritrocitos (273,276) (Figura 20).
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Figura 19. Método NLNW basado en el uso de marcadores de ADN (DyeCycle™ Ruby) para
distinguir las células nucleadas de los eritrocitos y ruido de fondo. Los puntos sefialados en
rojo (dot plot derecho) corresponden a células necroéticas. Adaptada de Petriz et al., 2018 (273).
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Figura 20. Método NLNW basado en las diferencias de dispersion de la luz de los eritrocitos,
las plaquetas y los leucocitos. Adaptada de Petriz et al., 2018 (273).
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El método NLNW conlleva adquirir muestras con elevada celularidad, un factor
que puede afectar al numero de células que atraviesan la camara de analisis del
citdmetro simultaneamente, conocido como fenémeno de coincidencia. Para
posicionar las células en la cdmara de analisis, la mayoria de citometros de flujo
utilizan la tecnologia de enfoque hidrodinamico. El enfoque hidrodinamico utiliza
el fluido acompafiante para confinar las células en la cdmara de analisis y
alinearlas en el punto de interrogacién (65). A altas velocidades en el paso de
muestra o en el caso de una elevada concentracion celular, se magnifica el

fendmeno de coincidencia.

Para solventar esto, se han desarrollado citdmetros de flujo que utilizan una
tecnologia hidrodinamica asistida por enfoque acustico, descrita por Goddard y
Kaduchack (277). Esta tecnologia refina el enfoque hidrodindmico hasta la camara
de analisis. Anteriormente, un elemento piezoeléctrico permite la aplicacion del
enfoque acustico al capilar por el que se conducen las células hacia el punto de

interrogacion, alineandolas de forma muy precisa (278).

A diferencia del enfoque hidrodinamico, el enfoque hidrodinamico asistido por
enfoque acustico permite mejorar notablemente la adquisicion de la muestra tanto
a velocidades minimas (del orden de 12 ul por segundo) y como a velocidades
muy elevadas (del orden de 1000 pl por segundo) (Figura 21), reduciendo los
efectos deletéreos sobre las células. Esto permite incrementar la capacidad de
deteccion de poblaciones minoritarias, o incluso muestras con escasa celularidad,
asi como muestras con una elevada celularidad, reduciendo el fenémeno de
coincidencia (278). Aunque los protocolos NLNW pueden ser aplicables en
cualquier modelo de citometro, es preferible que sean desarrollados en citdmetros

asistidos por enfoque acustico.
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Figura 21. Comparacion del enfoque hidrodinamico con el
enfoque acustico a altas velocidades de analisis de muestra.
Adaptada de Ward y Kaduchack, 2018 (278)
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HIPOTESIS






A pesar de que las nuevas estrategias terapéuticas han mejorado los resultados
clinicos e incrementado la supervivencia global de los pacientes con leucemia
aguda y mieloma multiple, la mayoria acaba manifestando recaidas o enfermedad

refractaria, siendo por tanto enfermedades todavia no curables.

El prondstico estas enfermedades se determina actualmente, por un lado,
basandose principalmente en las caracteristicas citogenéticas y moleculares que
presenta el paciente en el diagnéstico y a las caracteristicas del propio paciente.
No obstante, la clasificacion obtenida es orientativa y no permite conocer el riesgo
de recaida individual de cada paciente, asi como determinar la refractariedad al

tratamiento médico habitual.

Por otro lado, las técnicas de seguimiento que permiten monitorizar la enfermedad
residual medible han avanzado significativamente los Ultimos afios, siendo
aplicadas para poder determinar con mayor exactitud el prondstico post-
tratamiento y tomar decisiones terapéuticas. Sin embargo, muchos pacientes sin
enfermedad residual medible acaban recayendo o progresando, indicando, por
tanto, que estas técnicas no aportan la informacién total sobre el paciente, ya sea
debido al limite de resolucion de las mismas o debido a que las células
responsables de la posterior recaida deben de ser analizadas mediante distintas

aproximaciones.

Uno de los mecanismos de refractariedad conocidos de la leucemia aguda es
debido a la presencia de células madre leucémicas que contribuyen a la
heterogeneidad fenotipica y funcional del tumor y a la resistencia a quimioterapia,
convirtiéndose asi en una importante diana terapéutica. La deteccion de estas
puede ser compleja, dado que pueden variar sustancialmente a nivel molecular y

fenotipico y a nivel individual e interindividual.

Ademas, el microambiente celular puede tener un papel clave en la refractariedad

a la quimioterapia e inmunoterapia. Las MDSCs, aumentadas en el mieloma
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multiple, contribuyen en la supresion de la respuesta inmunitaria a través del eje
programmed death-1 (PD-1) y programmed death-ligand 1 (PD-L1), siendo, por
tanto, una diana terapéutica de esta enfermedad. La deteccion de estas células,
asi como de su ligando PD-L1, debe tener una gran importancia para poder

evaluar la respuesta al tratamiento.

Por lo tanto, el proyecto de Tesis Doctoral se basa en la siguiente hipotesis:

La citémica funcional, combinada con el inmunofenotipado, puede ser clave para
detectar células relacionadas con la refractariedad al tratamiento de las
neoplasias hematoldgicas, como son las células madre tumorales y las MDSCs.
Ademas, la citomica funcional permite una manipulacion minima de los
especimenes sujetos de estudio, asi como la mimetizacién de las condiciones
fisiologicas, contribuyendo a detectar de forma mas eficiente dichas células y
permitiendo el desarrollo de nuevas aproximaciones para el estudio de las
implicaciones pronésticas y de la prediccion del riesgo de recaida o de
enfermedad refractaria. El uso de estas aproximaciones debe contribuir al

desarrollo de nuevas terapias y estrategias diagndsticas.
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OBJETIVOS






El objetivo y propodsito principal de esta Tesis Doctoral es desarrollar nuevos
sistemas alternativos para estudiar e identificar poblaciones celulares
relacionadas con la refractariedad al tratamiento en la neoplasia hematolégica,
como las células madre tumorales y las células inmunosupresoras. Para ello, se
aplicaran aproximaciones citomicas avanzadas, que permitan realizar estudios a
nivel fenotipico y funcional con una perturbacién minima del espécimen y tratando
de mantener las condiciones fisiologicas del microambiente, contribuyendo asi a
la identificacion de la implicacion de estas poblaciones en el origen y desarrollo

de la enfermedad y a la mejora de las estrategias terapéuticas actuales.

Los objetivos secundarios son los siguientes:

1. Estudiar la actividad fosfatasa alcalina en subpoblaciones de células
madre de la leucemia aguda, como método potencial para detectar
aquellas poblaciones celulares asociadas a una mayor refractariedad al

tratamiento.

1.1. Disefar y validar un método basado en citometria de flujo para
determinar la actividad fosfatasa alcalina en combinacién con el
inmunofenotipo de células intactas de sangre y medula 6sea

utilizando sistemas de minima perturbacién.

1.2. Estudiar la actividad fosfatasa alcalina en leucemias agudas
refractarias y de alto riesgo para determinar dentro de una
poblacion clonal de blastos distintos niveles de actividad y su

relacion con la refractariedad de la enfermedad.

1.3. Investigar la asociacion de la actividad fosfatasa alcalina celular
en el momento del diagnéstico de la leucemia mieloide aguda y

el pronostico de los pacientes.
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2. Disefar y evaluar un nuevo método de identificacion de MDSCs con
expresion de PD-L1 en pacientes de mieloma multiple, potencialmente
utilizable en el diagndstico y en la eleccion de pacientes candidatos al

tratamiento con inhibidores del checkpoint PD-1/PD-L1.

2.1. Implementar un panel de citometria de flujo evitando el
solapamiento de los espectros de emision de los fluorocromos
utilizados, para simplificar la adquisicion de la muestra y el

analisis posterior.

2.2. Desarrollar una metodologia de citdmica funcional para la
deteccidn de la molécula PD-L1 en MDSCs basada en protocolos
de minima perturbaciéon para mantener la muestra intacta y

conservar la funcion celular.

2.3. Aplicar la metodologia disefiada en muestras de pacientes con
mieloma multiple para estudiar la dindmica de la molécula y

predecir el éxito de la inmunoterapia.
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MATERIALES Y METODOS






Los materiales y métodos descritos en este apartado se han utilizado en los

siguientes trabajos desarrollados dentro del proyecto de Tesis Doctoral:

e Trabajo I: Identificacion de progenitores leucémicos con elevada
actividad fosfatasa alcalina y relacién con la recaida y enfermedad
refractaria en leucemia aguda.

e Trabajo lI: Disefio y evaluacion de un ensayo de screening directo para
la deteccion de PD-L1 en MDSCs y su potencial uso en la prediccion del

éxito de la inmunoterapia.

1. MUESTRAS BIOLOGICAS

1.1. Pacientes

En el primer trabajo, se obtuvieron muestras de sangre periférica y de aspirados
de médula 6sea recogidos en tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
como agente anticoagulante de pacientes de leucemia aguda diagnosticados y
tratados en el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona). Para la
validacién de la metodologia, se obtuvieron muestras de sangre periférica de
donantes sanos. Para el estudio de la actividad fosfatasa en leucemias agudas
refractarias, se obtuvieron muestras de aspirados de medula ésea y de sangre
periférica en el diagnéstico, recaida, durante la terapia de mantenimiento, y
seguimiento de pacientes de leucemia linfoblastica aguda de precursores B y
leucemia mieloide aguda refractarias, tratados con protocolos del Programa
Espafiol de Tratamientos en Hematologia (PETHEMA) o de CETLAM. En el ltimo
estudio, se recogieron muestras de médula 6sea (n = 38) y sangre periférica (n =
5) de 43 pacientes (30 hombres y 13 mujeres; edad media de 63 afios, rango 26
- 91) en el momento del diagnéstico de leucemia mieloide aguda. Se excluyeron

los pacientes cuyo seguimiento fuese realizado en otros hospitales, que hubieran
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fallecido inmediatamente o subsecuentemente debido a complicaciones post-
diagnéstico, que hubiesen sido diagnosticados de leucemia promielocitica aguda,
o0 que no hubiesen firmado el consentimiento informado. La mayoria de pacientes
seleccionados fueron tratados de acuerdo con los protocolos CETLAM, basados
en el uso de idarubicina o fludarabina en combinacion con citarabina. Doce de los
43 pacientes fueron sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH) alogénico. La clasificacion de riesgo (favorable, intermedio o adverso) de
los pacientes se asigno de acuerdo con las recomendaciones de la ELN del 2017

(53) basadas en alteraciones citogenéticas y moleculares.

En el segundo trabajo, se obtuvieron muestras de aspirados de médula ésea
recogidas en tubos con EDTA como agente anticoagulante de pacientes con
mieloma multiple diagnosticados y tratados en el Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol (Badalona). Para disefiar y validar el panel de screening, se
emplearon 35 muestras de aspirados de médula ésea de pacientes con mieloma
multiple. Once de estas 35 muestras fueron sometidas a procesos de fijacion y
permeabilizacién para estudiar los niveles de PD-L1 citoplasmatico. Muestras
adicionales de aspirados de médula dsea fueron también estimuladas diferentes
tiempos con ésteres de forbol 12-miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate 13-
acetate, PMA). Cuatro muestras de médula ésea fueron utilizadas para los

ensayos de competicién con durvalumab.

Todos los pacientes incluidos en ambos trabajos proporcionaron su
consentimiento informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Todos los
procedimientos fueron en acuerdo con los protocolos internos del laboratorio,
autorizados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitari

Germans Trias i Pujol (Badalona).
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1.2. Lineas celulares

En el primer trabajo se utilizaron las lineas celulares KB, LN405 y KG-1a obtenidas

del laboratorio del Dr. Petriz. Todas las lineas celulares se cultivaron en medio

completo consistente en RPMI1640 suplementado con un 10% de suero bovino

fetal (fetal bovine serum, FBS), 2 mM de L-glutamina, 1 mM de sodio-piruvato, 15

U/L de penicilina'y 15 ng/L de estreptomicina. Se incubaron a 37 °C con un 5% de
COz, 90% de humedad y 21% 0 5% de O..

2. REACTIVOS

2.1. Citémetro de flujo

Attune™ Focusing Fluid (1x) (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24904)

Attune™ Performance Tracking Beads (Thermo Fisher Scientific, cat. no.
4449754)

Attune™ Shutdown Solution (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24975)

Attune™ Wash Solution (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24974)

2.2. Anticuerpos monoclonales

Anti-Human APC-CD11b, clon VIM12 (Invitrogen™ Molecular Probes™,
cat. no. CD11b05)

Anti-Human FITC-HLA-DR, clon TU36 (Invitrogen™ Molecular Probes™,
cat. no. MHLDRO1)

Anti-Human PE-CD34, clon AC136 (Miltenyi Biotec, cat. no. 130-113-179)
Anti-Human PE-CD123, clon 6H6 (CyFlow™, cat. no. AB378574)
Anti-Human PE-PD-L1, clon MIH1 (eBioscience™, cat. no. 12-5983-42)
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Anti-Human PE-Cy7-CD33, clon WM53 (eBioscience™, cat. no. 25-0338-
42)

Anti-Human PE-Cy5-CD34, clon 581 (CyFlow™, cat. no. AG891077)
Anti-Human PE-Cy7-CD117, clon 104D2 (CyFlow™, cat. no. AN694403)

2.3. Marcadores de acidos nucleicos

7-aminoactinomycin D (7-AAD) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no.
A1310)

Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich®, cat. no. D9542)
Hoechst 33342 (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. H1399)
Propidium iodide (Pl) = 94.0% (Sigma-Aldrich®, cat. no. P4170)
Viybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Invitrogen™ Molecular
Probes™, cat. no. V35003)

2.4. Sustratos fluorogénicos, farmacos, estimuladores e inhibidores
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Alkaline Phosphatase Live Stain (APLS) (Invitrogen™ Molecular
Probes™, cat. no. A14353)

Durvalumab; MEDI4736 (AstraZeneca, cat. no. ASZ4603)

Mitoxantrone hydrochloride (Sigma-Aldrich® cat. no. M6545)

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich® cat. no. P8139)
Verapamil hydrochloride (Sigma-Aldrich® cat. no. V4629)



2.5. Medios de cultivo, soluciones y buffers

e Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red
(Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A)
e RPMI 1640 w/L-Glu (Biowest, cat. no. L0500-500), suplementado con:
o 10% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat.
no. S181B-500)
o 2 mM L-glutamina; L-Glutamine 100x (Biowest, cat. no. X0550-
100)
o 1 mM sodio piruvato; Sodium Pyruvate (Biowest, cat. no. L0642-
100)
o 15 UL penicilina y 15 ng/lL estreptomicina, Penicillin-
Streptomycin 100x (Biowest, cat. no. L0022-100)
e Medio side population (SPop):
o DMEM high glucose w/L-Glu (Biowest, cat. no. P0103-N5L),
suplementado con:
= 2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS)
(Biowest, cat. no. S181B-500)
= 1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no.
H3375)
o Buffer side population (SPop):
o Hanks' Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o
Phenol Red (Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A),
suplementado con:
= 2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS)
(Biowest, cat. no. S181B-500)
= 1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no.
H3375)
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Solucién de lisis de cloruro de amonio 10x:

o Agua destilada

o 1,5 M NH4Cl; Ammonium Chloride (Sigma-Aldrich® cat. no.
A9434)

o 100 mM NaHCOs; Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich® cat. no.
S5761)

o 1 mM CyoH14N2Na20g; EDTA, disodium salt (Calbiochem cat. no.
324503)

Preparada a pH = 7,4 (ajustado con 1 N HCl y 1 N NaOH)
Solucién de lisis de formaldehido: Optilyse C Lysing Solution (Beckman
Coulter, cat. no. A11895)

Solucién de etanol al 70%:

o 72,6% EtOH; Alcohol neutro origen agricola 96,3° (Alcoholes
Gual S.A,, cat. no. 64-17-5)

o 27,4% Agua destilada

Hanks’ Balanced Salt Solution con Albumina y Azida Sodica (HBA):

o Hanks' Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o
Phenol Red (Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A),
suplementado con:

= 1% Albumina de suero bovino; Albumin, from bovine
serum (Sigma-Aldrich®, cat. no. A7906)
» 0,1% NaNs; Sodium azide extra pure (Sigma-Aldrich®,
cat. no. 71290)
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich®, cat. no. 20-139)



3. INSTRUMENTACION

3.1. Citometria de flujo

Los citdmetros de flujo utilizados en ambos trabajos del proyecto de Tesis Doctoral

fueron los siguientes:

- Citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™: Applied Biosystems®
Attune™ Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific,
discontinuado)

- Citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™ NxT: Invitrogen™
Attune™ NxT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24858)

3.1.1.Puesta a punto y mantenimiento

Diariamente, antes de la puesta en funcionamiento de los citometros, se
comprueba que los niveles fluidicos son los especificados y se reponen en caso
de que sea necesario. También se realiza una inspeccion visual del puerto de
inyeccion de la muestra, de las conexiones y de la jeringa impulsora de la muestra,
para descartar posibles fugas. Una vez en funcionamiento, se inicia el programa
informatico del citdmetro y se ejecuta la funcién de start-up, encargada de iniciar
los laseres y purgar el sistema fluidico. Tras la estabilizacion de los laseres
durante 10-15 minutos, se realiza el test de calibracion (performance test),
mediante microesferas fluorescentes de tamafo, espectros de excitacion y
emisién y concentracion especificados por el fabricante. Una vez realizada la
calibracién, es posible utilizar el citdmetro de acuerdo con los criterios de
funcionamiento establecidos por el fabricante. Una vez realizados los
experimentos, se vuelve a comprobar si los niveles fluidicos son los adecuados y
se reponen en caso de que sea necesario. Seguidamente, se ejecuta la funcién

de shutdown, encargada de limpiar y apagar los citdmetros.
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Los citdmetros disponen de funciones adicionales para el mantenimiento del
sistema fluidico a utilizar en caso de necesidad. La funcién de-bubble permite
sustraer la posible formacién de burbujas producida durante la adquisicién de la
muestra; la funcién unclog elimina obstrucciones producidas a lo largo del sistema
fluidico que impiden la adecuada adquisicion de la muestra; la funcion sanitize
simple injection port desinfecta el puerto de inyeccién, siendo de ejecucion
recomendable especialmente en la adquisicion de especimenes altamente
contaminantes; y, la funcioén deep clean permite desinfectar el sistema mediante

el uso de soluciones limpiadoras y lejia.

El sistema ejecuta automaticamente la funcion rinse entre la adquisicion de los
especimenes. Esta funcion permite retirar el exceso de fluido acompafiante; la
funcién decontaminate system permite de forma automatizada realizar la
desinfeccion completa del sistema y de los tanques fluidicos de forma exhaustiva,
y es recomendable realizarla cada tres meses. La descontaminacion de la fluidica,
asi como el recambio de la jeringa y de los filtros se recomienda hacerla cada seis

meses.

3.1.2. Configuracion de los filtros

El sistema de filtros del citometro de flujo permite separar la luz emitida por los
fluorocromos, al ser excitados mediante un laser a una longitud de onda
determinada, y dirigirla a los distintos detectores. En los citometros utilizados en
esta Tesis Doctoral, los tipos de filtro existentes son: filtros de paso de banda
(bandpass, BP), que transmiten longitudes de onda dentro de un rango concreto,
rechazando aquellas fuera del rango (Figura 22a); filtros de paso largo (longpass,
LP); que atentan longitudes de onda més cortas y transmiten aquellas superiores
al rango establecido (Figura 22b); filtros de paso corto (shorfpass, SP), que
atenuan longitudes de onda mas largas y transmiten aquellas inferiores al rango
establecido (Figura 22c); vy filtros dicroicos de LP (dichroic LP, DLP),
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caracterizados por ser filtros de que permiten trasmitir la luz de un pequefio rango

de longitud de onda y reflejar el resto de longitudes de onda (Figura 22d).
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Figura 22. Tipos de filtros de los citometros de flujo. (A) Filtro de paso de banda. (B)
Filtro de paso largo. (C) Filtro de paso corto. (D) Filtro dicroico de paso largo. Adaptada de

Life Technologies Corporation, 2014 (279).

A continuacion, se especifica la combinacidn de filtros utilizada por cada citometro

para los estudios desarrollados en esta Tesis Doctoral:

3.1.2.1. Citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™

El citometro de flujo de enfoque acUstico Attune™ se utilizé en el primer trabajo.

Los parametros de dispersion de la luz frontal (forward scatter, FSC) y lateral (side

scatter, SSC) se obtuvieron mediante la iluminacion del laser violeta a 405 nm de

longitud de onda y la siguiente configuracion de filtros: 405/10 BP para el FSC y

410 DLP y 405/10 BP para el SSC.

Los marcadores especificos de ADN DAPI y Hoechst 33342 se excitaron con el

laser violeta a 405 nm y su emision fue recogida con 500 DLP, 410 DLP y 450/40
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BP en el detector VL1. El marcador de ADN DCV se excitd con el [&ser violeta a
405 nmy su emisién se recogié con 500 DLP, 410 DLP y 450/40 BP en el detector
VL1 y con 575 DLP y 603/48 BP en el detector VL3. El sustrato APLS, el
fluorocromo PE y el Pl se excitaron con el laser azul a 488 nm de longitud de onda
y su emisién fue recogida con 555 DLP y 530/30 BP en el detector BL1 para APLS,
620 DLP y 574/26 BP en el detector BL2 para el PE y 620 DLP y 640 LP en el
detector BL3 para el PI.

3.1.2.2. Citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™ NxT

El citdmetro de flujo de enfoque acustico Attune™ NxT se utilizd para realizar los
estudios del primer y segundo trabajo. Para los protocolos basados en la
aplicacion NLNW, se utiliz6 el kit de filtros Invitrogen™ Attune™ No-Wash No-
Lyse Filter Kit (Thermo Fisher Scientific), con el que se permitié detectar la
dispersion de la luz lateral tanto a partir de la iluminacion del laser azul a 488 nm
(configurada por defecto) como a partir de la iluminacién del l&ser violeta a 405
nm. El kit de filtros NLNW se utilizd como se muestra en la Figura 23a. La
combinacion de los parametros de SSC violeta y SSC azul permite la separacion
de los eritrocitos del resto de células por su contenido en oxihemoglobina (Figura
23b). Por lo tanto, el SSC violeta se pudo obtener mediante la iluminacién con el
laser violeta a 405 nm y el filtro 405/10 BP en el detector VL1 y el SSC azul
mediante la iluminacién con el laser azul a 488 nm vy el filtro 488/10 BP. EI FSC se

obtuvo mediante la iluminacién con el laser azul a 488 nm y el filtro 488/10 BP.

Para el primer trabajo, el marcador DAPI se excitd con el l&ser violeta a 405 nmy
su emision se recogid con 495 DLP y 440/50 BP en el detector VL1. Los
marcadores de ADN DCV y Hoechst 33342 se excitaron con el laser violeta a 405
nm y su emision se recogio con 495 DLP y 440/50 BP en el detector VL2, ya que
el detector VL1 se utilizé para recoger el SSC violeta (Figura 23a). El fluorocromo

PE se excitd con el laser verde/amarillo a 561 nm y su emision se recogié con 600
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DLP y 585/16 BP en el detector YL1. La excitacion de los tdndems de PE con
cianina 5 y cianina 7 se recogi6 con 650 DLP y 695/40 BP en el detector YL3, y
740 DLP y 780/60 BP en el detector YL4, respectivamente. La excitacion del
fluorocromo PE con el laser verde/amarillo evito el solapamiento espectral con el
sustrato APLS, eliminando de este modo la necesidad de realizar el procedimiento
de compensacion electrénica de la sefial de los espectros de emisidon y

simplificando asi el disefio experimental y la configuracion del instrumento.
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Figura 23. Uso del kit de filtros Invitrogen™ Attune™ No-Lyse No-Wash Filter Kit. (A)
Configuracion estandar de filtros para los detectores de la emisién producida por el laser violeta
(derecha) y configuracion obtenida mediante la utilizacién del kit para detectar el SSC mediante la
iluminacién con el laser violeta en el detector VL1 (izquierda). (B) Identificacién de diversas
poblaciones de una muestra de sangre periférica utilizando un density plot dual de SSC violeta
versus SSC azul. Adaptada de Cossarizza et al., 2017 (61).

Para el segundo trabajo, los marcadores de ADN DCV y Hoechst 33342 también
se excitaron con el laser violeta a 405 nm y su emision se recogié con 495 DLP y
440/50 BP en el detector VL2, ya que el detector VL1 se utilizd para obtener el
SSC del laser violeta (Figura 23a). El fluorocromo FITC se excitd con el laser azul
a 488 nm y su emision se recogio con 555 DLP y 530/30 BP en el detector BL1.
El fluorocromo PE se excitd con el laser verde/amarillo a 561 nm y su emision se

recogié con 600 DLP y 585/16 BP en el detector YL1. La excitacion del tindem
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de PE con cianina 7 se recogio con 740 DLP y 780/60 BP en el detector YL4. La
sonda fluorescente 7-AAD se excitd con el laser amarillo/verde a 561 nm y su
emision se recogié con 600 DLP y 620/15 BP en el detector YL2. El fluorocromo
APC se excit6 con el laser rojo a 637 nm y su emision fue recogida con 690 DLP
y 670/14 BP en el detector RL1.

3.1.3. Adquisicion de la muestra

En los protocolos basados en procedimientos NLNW, el umbral se establecid
empiricamente mediante la positividad de DCV o Hoechst 33342, los cuales
permitieron discriminar las células nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo.
De esta manera, esta gran cantidad de células presentes en la sangre y médula

0sea no lisada fue eliminada de la deteccion.

Las muestras se adquirieron a una velocidad de paso de 25 pl/min a 100 wl/min,
intentando obtener la maxima resolucion de las poblaciones y evitando a la vez
largos tiempos de adquisicion. En la mayoria de casos, se adquirieron un minimo
de 100.000 células nucleadas, es decir, positivas para los marcadores de ADN
DCV y Hoechst 33342.

Generalmente, los parametros de dispersion de la luz frontal y lateral se
presentaron en escala lineal, mientras que los parametros de fluorescencia se

presentaron en escala logaritmica.

3.1.4.Compensacion electrénica de los espectros de emision

El solapamiento de los espectros de emisién de los fluorocromos se solvento
mediante la compensacion electronica de la sefial, para asi poder definir
correctamente las poblaciones analizadas en los experimentos multicolor
realizados. El valor de los solapamientos entre los espectros de emisién de los
fluorocromos se calculd, segun las recomendaciones actuales (61), mediante la

ratio de las medias de la intensidad de fluorescencia emitidas por cada
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fluorocromo en un detector secundario. Para determinar los solapamientos
espectrales, en la mayoria de experimentos se utilizaron controles positivos para
el marcador y controles negativos o no marcados. De esta manera, se pudieron
determinar los valores de autofluorescencia y de positividad de las poblaciones
para el marcador a analizar. Una vez realizados los experimentos multicolor, se
comprobd que las medias de la intensidad de fluorescencia entre las diferentes

poblaciones por cada pareja de fluorocromos coincidiera.

3.2. Otra instrumentacion

e Incubador de normoxia: Water-Jaketed US Autoflow Automatic CO.
incubator Modelo NU-4750E (Nuaire™, discontinuado).

e Incubador de hipoxia: Water-Jaketed US Autoflow Automatic CO>
incubator Modelo NU-4950E (Nuaire™, discontinuado).

e (Cabina de flujo: NuAire LabGard ES (Energy Saver) NU-437 Class |l
Biological Safety Cabinet (Nuaire™, NU-437-400E).

4. PROTOCOLOS GENERALES

4.1. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina

Para determinar la actividad fosfatasa alcalina en muestras biolégicas de sangre
y médula ésea, se recogieron los especimenes en tubos de EDTA y se prepararon
siguiendo protocolos NLNW, con el objetivo de no alterar la funcién de los
leucocitos y células leucémicas a estudiar. Las muestras fueron analizadas entre

2y 24 horas después de la obtencién.

Inicialmente, se establecio el tiempo y la temperatura 6ptimos de incubacion del

sustrato APLS con las células a analizar. También se comprob6 como podrian
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afectar diferentes soluciones lisantes a la actividad fosfatasa alcalina en
comparaciéon con el uso de protocolos NLNW. Para ello, una vez marcada la
muestra con APLS, se afiadié 1 ml de solucion de lisis de cloruro de amonio 1x, y
paralelamente, 1 ml de solucion de lisis de formaldehido. La lisis se realiz6 en un

tiempo de 10 minutos a temperatura ambiente.

Para determinar el punto de corte de positividad y negatividad para la
fluorescencia del sustrato APLS, se evalu6 la actividad fosfatasa alcalina en la
linea celular KG-1a, con elevada actividad para esta enzima (control positivo) y
en especimenes de sangre periférica obtenidos de pacientes sanos, con actividad
basal para esta enzima (control negativo). Las muestras preparadas se mezclaron

en una proporcion 1:25 para ser adquiridas mediante citometria de flujo.

El protocolo general consistio en incubar entre 0,5 y 1,0 x 108 leucocitos
contenidos en sangre o médula a un volumen final de 100 pl en HBSS con 1
APLS (5x), 10 ul de FBS y 1 ul DCV (concentracién final [CF] = 50 uM) o 10 pl de
Hoechst 33342 (CF = 0,2 mM) a 37 °C durante 20 minutos en un bafio dedicado
y protegido de la luz. Con posterioridad, las células se marcaron con 5 ul de
anticuerpo/s monoclonalles a una concentracion final de 2,5 pg/ml durante 20
minutos a temperatura ambiente. Las células marcadas se diluyeron en HBSS a

un volumen final de 1000 ul antes de ser adquiridas por el citdmetro de flujo.

4.2. Ensayos de extrusion del sustrato APLS

Para comprobar si el sustrato APLS era expulsado debido a la accién de
transportadores multidroga que pudieran estar expresados en la membrana
plasmatica, se realizd un ensayo de extrusion utilizando la linea celular KB, que
fue cultivada en presencia mitoxantrone (CF = 1 nM) para mantener la expresién

constante del transportador multidroga ABCG2. Se obtuvieron 1 x 106 células de
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la linea celular KB en 1 ml de DMEM y se incubaron con 1ul DMSO (control), con
1ul APLS (5x) y con la combinacion de 1ul APLS (5x) y 5 ul verapamil (CF = 50
uM) durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron 5 pl de yoduro de
propidio (CF = 7uM) para excluir las células con la membrana celular

comprometida y se analizaron por citometria de flujo.

4.3. Analisis de la actividad fosfatasa alcalina en la side population

El anélisis de la SPop en la linea celular LN405 se realizd segun el protocolo
descrito por Petriz en el afio 2013 (280). Para la deteccion de la actividad fosfatasa
alcalina en las células de la SPop, en los ultimos 20 minutos de incubacién con
DCV, se afiadié 1 yl de APLS (5x). Las células LN405 crecieron paralelamente en

condiciones de oxigeno del 5% (hipoxia) y del 21% (normoxia).

4.4. Analisis del ciclo celular

Para realizar el analisis del ciclo celular de las células de especimenes de sangre
periférica y médula 6sea, se recogid el volumen necesario de muestra para
obtener 1 x 106 células nucleadas y se lisé durante 10 minutos a temperatura
ambiente utilizando una solucion de lisis de cloruro de amonio 1x y afiadiendo un
volumen 10 veces superior al de la muestra. Posteriormente, se lavaron las células
dos veces con HBSS y se diluyeron en 1 ml de etanol al 70% con el objetivo de
fijar y permeabilizar la membrana plasmatica. Se guardaron overnight a -20 °C y
en el momento de la preparacidn se volvieron a lavar dos veces con HBSS. Se
diluyeron en 1 ml de HBSS y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente
con 2 pl de DAPI (CF = 6 puM) para ser adquiridas posteriormente mediante
citometria de flujo. Para el andlisis del ciclo celular, el parametro de fluorescencia

emitida por el DAPI se represent6 en escala lineal, ajustando al canal 1000 la fase

143



Go/G1 de preparaciones de leucocitos obtenidos de sangre periférica de pacientes

Sanos.

4.5. Determinacion de PD-L1 de superficie en MDSCs

Para determinar la expresién de PD-L1 en MDSCs de médula dsea, los
especimenes se recogieron en tubos de EDTA y, con el objetivo de no alterar la
funcién de celular, se prepararon siguiendo protocolos de NLNW. Las muestras

fueron analizadas entre 2 y 24 horas después de la obtencién.

Inicialmente, se obtuvieron 1 x 108 células nucleadas diluidas en 100 ul de HBA
en dos tubos y ambos se marcaron con 1 pl de DCV (CF = 50 uM) o 10 ul de
Hoechst 33342 (CF = 0,2 mM) y 10 ul de FBS, para bloquear uniones
inespecificas, a 37 °C durante 10 minutos en un bafio dedicado y protegido de la
luz. Se afiadieron 900 ul de HBA y se procedio a la estimulacion celular afiadiendo
a un tubo 1 pl de PMA (CF = 1,63 uM) y al otro tubo 1 pl de DMSO, actuando
como control negativo. Se incubaron los tubos a 37 °C en un bafio dedicado y
protegido de la luz durante 10 minutos. También se exploraron otros tiempos de
estimulacién (1; 2,5; 5; 10; 30 y 60 minutos).

Una vez estimuladas, las células se centrifugaron y se aspiraron 900 pl de
sobrenadante, que fue conservado, y se afiadieron 5 ul de los anticuerpos
monoclonales (CD11b, CD33, HLA-DR y PD-L1) a una concentracion final de 2,5
Hg/ml y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las células
marcadas se diluyeron en el sobrenadante conservado a un volumen final de 1000

ul antes de ser adquiridas mediante el citometro de flujo.
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4.6. Determinacion de PD-L1 y CD11b citoplasmaticos

Para determinar la expresion de PD-L1 y CD11b a nivel citoplasmético en
muestras de médula ésea, se recogid el volumen necesario de muestra para
obtener 1 x 106 células nucleadas y se lisaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente con solucion lisante de cloruro de amonio 1x, afiadiendo un volumen 10
veces superior al de la muestra. Posteriormente, las células se lavaron dos veces
con HBSS y se diluyeron en 1 ml de etanol al 70% con el objetivo de fijar y
permeabilizar la membrana plasmatica. Se guardaron overnight a -20 °C y en el
momento de la preparacién se volvieron a lavar dos veces con HBSS. Se diluyeron
en 100ul de HBA y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente con 2pl de
DAPI (CF = 6 uM) y 5 pl de los anticuerpos monoclonales PD-L1 y CD11b a una
concentracion final de 2,5 ug/ml. Seguidamente, se diluyeron en un volumen final
de 1000 pl con HBA para adquirirlas mediante citometria de flujo. Se analizaron

los niveles de PD-L1 y CD11b conjuntamente con el ciclo celular.

4.7. Ensayo de competicion de anticuerpo monoclonal y farmaco para
PD-L1

Para determinar si el anticuerpo anti-PD-L1 se unia al mismo sitio 0 a un lugar
préximo de la molécula PD-L1 que durvalumab, el anticuerpo monoclonal anti-PD-
L1 utilizado en inmunoterapia, se realizo un ensayo de competicion del anticuerpo

y el farmaco.

Para cada muestra, se prepararon 1 x 108 células nucleadas diluidas en 100 pl de
HBA en 7 tubos y todos se marcaron con 1 ul de DCV (CF = 50 yM) 0 10 ul Hoechst
33342 (CF = 0,2 mM) y 10 ul de FBS, para bloquear uniones inespecificas, a 37
°C durante 10 minutos en un bafio dedicado y protegido de la luz. Se afiadieron

900 ul de HBA 'y se procedio a la estimulacion celular afiadiendo a 6 tubos 1 pl de
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PMA (CF = 1,63 uM) y al tubo restante 1 ul de DMSO, actuando como control
negativo. Los tubos se incubaron a 37 °C en un bafio dedicado y protegido de la

luz durante 5 minutos.

Una vez estimuladas, las células se centrifugaron y se aspiraron 900 ul de
sobrenadante, que fue conservado. En todos los tubos se afiadieron 5 pl de los
anticuerpos monoclonales (CD11b, CD33, HLA-DR y PD-L1) a una concentracion
final de 2,5 pg/ml. En los tubos estimulados en presencia de PMA se afadieron 5
ul de durvalumab a concentraciones crecientes (0; 0,025; 0,25; 2,5; 25 y 250
pg/ml). Todos los tubos se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Las células marcadas se diluyeron en el sobrenadante conservado a un volumen
final de 1000 pl. Se afiadieron 2 ul de 7-AAD a una concentracion final de 1,5 uM
antes de ser adquiridas en el citometro de flujo, para poder discriminar las células
con la membrana celular comprometida de aquellas con la membrana celular

intacta.

5. ANALISIS DE DATOS
Analisis de archivos de citometria de flujo:

Todos los archivos obtenidos a partir de la adquisicion de muestras en los

citdmetros de flujo se analizaron utilizando los siguientes programas informaticos:

e FlowJo version 10.5.3 (Tree Star, Inc.)
e FCS Express 5 Flow Research Edition (De Novo™ Software)
e Attune™ NxT Software versidn 2.6 (Applied Biosystems™)

e Attune™ Cytometric Software version 1.2.5 (Applied Biosystems™)

Estos programas de analisis de datos de citometria de flujo permitieron determinar

el nimero de eventos adquiridos, el porcentaje de eventos, la concentracién de
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eventos por microlitro de muestra adquirida, intensidad de la fluorescencia y
desviacion estandar robusta de la mediana de la intensidad de la fluorescencia.
Para ello, se analizaron los archivos seleccionando las células de interés mediante
la realizacién de las regiones apropiadas y aplicando estas regiones a los density
o0 contour plots. Una vez delimitada la region de interés, se pudieron obtener los
parametros mencionados. También estos programas permitieron realizar las
compensaciones electronicas de los espectros de emision necesarias pre- y post-

adquisicion y los density o contour plots representados.
Métodos estadisticos utilizados en el primer trabajo:

En el primer trabajo, se realizo el anélisis de la curva de la caracteristica operativa
del receptor (receiver operating characteristic, ROC), el area bajo la curva y el
andlisis de la sensibilidad y especificidad para medir la potencia prondstica del
test de la actividad fosfatasa alcalina en la prediccion de la supervivencia libre de
eventos (event-free survival, EFS). El punto de corte 6ptimo se identifico de
acuerdo con el indice de Youden (281), para clasificar a los pacientes en dos
grupos. Las diferencias entre variables categéricas de cada grupo se compararon
utilizando la prueba exacta bilateral de Fisher. Las diferencias entre variables
continuas de cada grupo se compararon utilizando la prueba de la suma de rangos
bilateral de Wilcoxon. EI EFS y la supervivencia global (overall survival, OS) se
estimaron mediante el método descrito por Kaplan y Meier (282). El EFS se definié
como el tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta la progresion, recaida,
muerte por cualquier causa o la ultima fecha de seguimiento. EI OS se defini6
como el tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta la muerte por cualquier
causa o la ultima fecha de seguimiento. El seguimiento de los pacientes que se
sometieron a un TPH fue censurado en el momento del trasplante. Las diferencias
de supervivencia de cada grupo se analizaron empleando la prueba bilateral log-

rank con el método de Bonferroni para ajustar el p-valor. El andlisis univariado
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segun el modelo de riesgo proporcional de Cox se utilizé para investigar el impacto
del porcentaje de blastos ALP"dh en el diagnéstico sobre el EFS y el OS, junto con
los siguientes factores: edad, sexo, grupo de riesgo ELN 2017, porcentaje de
blastos, recuento de leucocitos y tipo de LMA (de novo o secundaria). Los factores
pronésticos para el EFS y el OS con un p-valor < 0,5 en el analisis univariado se
estudiaron en el andlisis multivariado segun el modelo de riesgo proporcional de
Cox. Un p-valor < 0,05 se considerd estadisticamente significativo. Para el anélisis

estadistico se utilizé el programa informatico R Studio, version 1.1.463.
Andlisis de datos del segundo trabajo:

Para realizar los graficos del segundo trabajo, se utilizaron los programas
informaticos GraphPad Prism versién 4.0a (GraphPad®© Software) y Microsoft®
Excel® version 2016.
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RESULTADOS






Trabajo I: Identificacion de progenitores
leucémicos con elevada actividad fosfatasa
alcalina y relacion con la recaida y enfermedad

refractaria en leucemia aguda






1. INTRODUCCION

La fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase, ALP) es una enzima de 140 kD con
una estructura dimérica capaz de unir iones de zinc y magnesio en diferentes sitios
de union para estimular o inhibir su reaccion catalitica. Su funcién principal es
hidrolizar los grupos fosfato de un amplio espectro de sustratos fisioldgicos. En
humanos, se han identificado cuatro formas de la ALP: [1] una de ellas restringida
al intestino (283), [2] una restringida a la placenta (284), [3] una restringida a
células germinales y teratomas (285), y [4] otra distribuida ampliamente en higado,

huesos y rifiones (286,287).

La actividad ALP fue descrita inicialmente mediante un estudio histoquimico como
marcador para varios tejidos, y fue especialmente relacionada con la formacién
dsea en tumores osteogénicos de raton (288). Para ello, los autores utilizaron una
técnica de deteccion de la ALP basada en la deposicion de fosfato calcico en el
sitio de la accién de la enzima. Posteriormente, se utiliz6 como un marcador
histoquimico en las células de carcinoma embrionario, sirviendo para identificar
dos formas enziméticas relacionadas con poblaciones de células madre y con

células embrionarias del ectodermo (285).

Actualmente, la actividad ALP se utiliza como marcador de células madre
pluripotentes, células madre embrionarias, células madre pluripotentes inducidas
y células germinales embrionarias (289). Los métodos para detectar los niveles
de la enzima incluyen técnicas como el western blot, ELISA y la utilizaciéon de
sustratos cromogénicos en combinacion con la inmunohistoquimica. Mas
recientemente, han sido desarrollados diferentes sustratos fluorescentes o
quimioluminiscentes que resultan ser altamente sensibles tanto para células
viables como fijadas (269). Por otro lado, los niveles de fosfatasa alcalina sérica
evaluados mediante métodos bioquimicos rutinarios tienen una gran utilidad como

valor de referencia, estando alterados en diversas afecciones (290,291).
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La actividad ALP se encuentra alterada en numerosas patologias. Por un lado, la
actividad fosfatasa alcalina neutrofilica resulta incrementa en procesos
infecciosos. Ademas, diversos estudios han analizado la actividad ALP neutrofilica
en policitemia vera (292), leucemia mieloide crénica (293) y hemoglobinuria

paroxistica nocturna (294).

La leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia linfoblastica aguda de
precursores B (LLA-B) son neoplasias hematolégicas caracterizadas por la
acumulacion de progenitores hematopoyéticos leucémicos en la médula 6sea, con
capacidad de expandirse a sangre periférica y a otros tejidos. A pesar de los
avances terapéuticos actuales, la mayoria de pacientes experimenta recaidas

después de la remisién o manifiesta enfermedad refractaria.

El propésito de este trabajo fue desarrollar una metodologia basada en citometria
de flujo para determinar la actividad fosfatasa alcalina en poblaciones de
progenitores leucémicos primitivos involucrados en la recaida, la persistencia de

la enfermedad y la supervivencia global en pacientes de leucemia aguda.

A continuacién, se presentan los resultados de la validacién de la metodologia, de
los primeros experimentos de la aplicacién de la esta metodologia en casos de
pacientes con leucemia aguda refractaria, y del estudio prospectivo que consisti6
en el andlisis de 43 pacientes en el momento del diagnostico de leucemia mieloide
aguda en el cual se investigo la asociacion de la actividad ALP en el diagnéstico

con el prondstico de los mismos.
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2. RESULTADOS

2.1. Desarrollo de una metodologia para la determinaciéon de la
actividad fosfatasa alcalina en combinacion con el

inmunofenotipado mediante citometria de flujo

2.1.1.APLS no resulta toxico a nivel celular y su fluorescencia se

mantiene estable en el tiempo

Con el propdsito de identificar células primitivas en leucemia aguda, se modificd
el método aplicado a la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina de células
madre basado en la deteccion de un sustrato fluorogénico de la enzima (269). La
técnica original, que utiliza microscopia de fluorescencia, fue adaptada para ser
utilizada mediante citometria de flujo. El sustrato utilizado, denominado Alkaline
Phosphatase Live Stain (APLS), es un sustrato permeable que difunde a través
de la membrana plasmatica de las células y es catalizado por la enzima fosfatasa

alcalina.

En primer lugar, se comprobd que la fluorescencia emitida por el sustrato se
mantuviera estable a lo largo del tiempo y que el sustrato no resultara toxico a
nivel celular. En la Figura 24 se muestra el andlisis de la deteccion de la
fluorescencia emitida por APLS tras su incubacién (t = 0 min) y en muestras
mantenidas a temperatura ambiente y a 4 °C durante un periodo de 30, 60, 90 y
120 minutos con posterioridad a la incubacion. No se observé pérdida celular dado
que las concentraciones se mantuvieron constantes en las células mantenidas a
temperatura ambiente (82,32+2,26 células/ul). A 4 °C, la concentracion celular
disminuy6 a partir de 90 minutos. La mediana de la intensidad de la fluorescencia

(median fluorescence intensity, MFI) no vario sustancialmente.
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Figura 24. Estabilidad de la fluorescencia de APLS y de la concentracién celular a lo largo del tiempo. Analisis mediante citometria de flujo de una
muestra de sangre incubada con APLS. El andlisis se realiz6 tras la incubacién (t = 0) y tras un periodo de 30, 60, 90 y 120 minutos con posterioridad a la
incubacién, manteniendo las muestras a temperatura ambiente y a 4 °C. Los density plots muestran la fluorescencia del sustrato APLS para los leucocitos
respecto al side scatter (SSC). Los valores de concentracion celular (eventos/ul) y MFI fueron los siguientes: t = 0 min: 81,33 y 462665; t = 30 min: 80,58 y
353905 (temperatura ambiente) y 82,24 y 342117 (4 °C); t = 60 min: 80,23 y 348645 (temperatura ambiente) y 83,92 y 334690 (4 °C); t = 90 min: 83,66 y 351198
(temperatura ambiente) y 70,71y 328122 (4 °C); t = 120 min: 84,82 y 350860 (temperatura ambiente) y 71,22,24 y 331743 (4 °C). Las muestras fueron adquiridas
en el citometro de flujo de enfoque acustico Attune™ NxT (Thermo Fisher).

156



2.1.2. APLS no es extruido por el transportador multidroga ABCG2

Debido a que la mayoria de células madre primitivas y refractarias pueden
expresar transportadores multidroga como ABCG2 (295), se realizd un
experimento de extrusion para comprobar si el sustrato APLS podria ser
expulsado por este transportador y asi ser validado como marcador de células
madre resistentes a la quimioterapia. La linea celular KB, transfectada con el
vector de expresion para el gen ABCG2 y cultivada en presencia de mitoxantrone
para expresion constante del transportador, se incub6 en ausencia de APLS
(control), en presencia del sustrato (APLS), y en presencia del sustrato y de
verapamil (APLS + verapamil), un inhibidor del transportador ABCG2. Tanto en
ausencia como en presencia del inhibidor, la MFI de APLS se mantuvo
practicamente idéntica (358156 y 302340, respectivamente), demostrando asi
que el sustrato APLS no es extruido por el transportador de membrana ABCG2
(Figura 25).

Control APLS APLS + verapamil

APLS

T T T T T T
o1 2 3 4 5 6 7 8 o1 2 3 4 5 6 7 8 o1 2 3 4 5 6 7 8

FSC FSC FSC

Figura 25. El sustrato APLS no es extruido por el transportador multidroga ABCG2. La linea
celular KB, transfectada con el vector de expresion para el gen ABCG2 (variante R482), fue
incubada durante 1 hora en ausencia de APLS (control), en presencia del sustrato (APLS) y en
presencia del sustrato y de verapamil (APLS + verapamil). Los density plots muestran la
fluorescencia de APLS para las células KB respecto al forward scatter (FSC). Las muestras fueron
adquiridas en el citdmetro de flujo de enfoque acUstico Attune™ (Thermo Fisher).
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2.1.3.Las células de la side population presentan de forma diferencial
actividad ALP segun las concentraciones de oxigeno

ambientales

La linea celular LN405 fue incubada en condiciones de hipoxia (5% de oxigeno) y
en condiciones de normoxia (21% de oxigeno) de forma paralela. Las células
fueron recogidas y preparadas para el andlisis de las células side population
(SPop) (280). En la Figura 26 se muestran los resultados del analisis de la
fluorescencia del sustrato APLS para células SPop en condiciones de normoxia e

hipoxia.

LN405 (Condiciones de normoxia)

DCV (azul)
w

12 3 4 5 8 01 2 3 4 5 & 7 8
DCV (rojo) SSC

LN405 (Condiciones de hipoxia)

DCV (azul)
w

12 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7 8

DCV (rojo) SSC
Figura 26. La actividad ALP en la side population presenta patrones de fluorescencia
diferenciales en condiciones de normoxia e hipoxia. La linea celular LN405 fue cultivada
paralelamente en condiciones de hipoxia (5% de oxigeno) y de normoxia (21% de oxigeno) y fue
incubada con DyeCycle™ Violet (DCV) para el analisis de la SPop. El sustrato APLS se afiadi6 en
los dltimos 20 minutos de incubacién. Los density plots de citometria de flujo muestran la
fluorescencia de APLS para la SPop (R4) respecto al SSC en condiciones de normoxia (A) e
hipoxia (B). Las muestras fueron adquiridas en citometro de flujo de enfoque acustico Attune™
(Thermo Fisher).
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Se puede observar actividad ALP determinada por la fluorescencia emitida por el
sustrato y que la MFI es diferencial segun las concentraciones de oxigeno
ambientales, con un valor de 1403 para condiciones de normoxia y un valor de

3251 para condiciones de hipoxia.

21.4.La linea celular KG-1a como control positivo de actividad

fosfatasa alcalina

La linea celular KG-1a, derivada la médula sea de una leucemia mieloide aguda
de un paciente caucasico (296), se utilizd como control positivo de células con
elevada actividad ALP. Las células KG-1a se incubaron con el sustrato APLS y el
anticuerpo monoclonal PE-CD34 y se afiadieron a la sangre periférica de un

donante sano, también incubada en presencia de APLS.

10% =

PE-CD34

" 'APLS high’
3.571

Fosfatasa alcalina

Figura 27. Determinacion del punto de corte para la actividad ALP utilizando células de la
linea celular KG-1a afiadidas a sangre periférica de un donante sano. En términos de medicién
de la actividad ALP, los datos del control positivo son utilizados para demostrar que las mediciones
son reproducibles. En este contour plot de citometria de flujo se muestran las células KG-1a
(CD34+) con elevada actividad ALP (APLS high), separadas de las células nucleadas de la sangre
del donante sano (CD34-) con actividad ALP basal. De esta manera, se establece el punto de corte
de los casos de actividad ALP elevada y basal. Las muestras fueron adquiridas en el citometro de
flujo de enfoque acustico Attune™ NXT (Thermo Fisher).
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En la Figura 27 se muestra la intensidad de fluorescencia para APLS vy el
anticuerpo PE-CD34 tras la adicion de células KG-1a, con expresion de CD34, a
la sangre periférica obtenida de un donante sano. Se observa la elevada
fluorescencia emitida por APLS en el control positivo y como se establece el punto

de corte para los casos de actividad ALP elevada y basal.

2.1.5. Las soluciones de lisis de eritrocitos alteran la determinacion de

la actividad fosfatasa alcalina

En el estudio de la actividad fosfatasa alcalina en muestras bioldgicas de sangre
y médula 6sea (MO), las soluciones de lisis de eritrocitos pueden afectar a la
funcionalidad celular y, por tanto, alterar a la determinacién de la actividad ALP.
Para determinar el efecto de estas soluciones lisantes, la linea celular KG-1a se
incubd en presencia y ausencia del sustrato APLS y posteriormente se prepar6
utilizando las siguientes soluciones: (A) Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
(aproximacion NLNW); (B) una solucion de lisis conteniendo cloruro de amonio; y

(C) una solucién de lisis conteniendo paraformaldehido.

Fosfatasa alcalina
Fosfatasa alcalina
Fosfatasa alcalina

T T T T
400K 600K 800K  1.OM

FSC FSC

Figura 28. Efecto de diferentes soluciones lisantes de eritrocitos en la actividad ALP. La
linea celular KG-1a se incubd en presencia de APLS (azul) y en ausencia de APLS (rojo) y
posteriormente se prepard con una aproximacion NLNW (A), con solucién de lisis conteniendo
cloruro de amonio (B) o con una solucién de lisis conteniendo paraformaldehido (C). Los contour
plots de citometria de flujo muestran la fluorescencia de APLS respecto al FSC de las células KG-
1a. Los valores de la MFI para el APLS fueron: (A): 123191 (azul) y 376 (rojo); (B) 117339 (azul)
y 367 (rojo); (C) 3189 (azul) y 1003 (rojo). Los valores del FSC fueron: (A) 408509; (B) 442631;
(C) 237441. Las muestras fueron adquiridas en el citometro de flujo de enfoque aclstico Attune™
NXxT (Thermo Fisher).
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La Figura 28 compara el andlisis de la actividad fosfatasa alcalina en las células
KG-1a sometidas a las diferentes soluciones lisantes de eritrocitos. La poblacién
roja corresponde a las células KG-1a en ausencia de APLS (autofluorescencia) y
la poblacién representada en color azul corresponde a las células incubadas con
APLS. Se observa que la fluorescencia de APLS disminuye notablemente en las
células sometidas a la solucion lisante conteniendo paraformaldehido, asi como

el FSC, que también se ve disminuido.

2.2. Determinacion de la actividad ALP en leucemias agudas

refractarias

Una vez establecida la metodologia para determinar la actividad fosfatasa alcalina
empleando métodos basados en protocolos NLNW, se obtuvieron muestras de
leucemias agudas refractarias para determinar los niveles de actividad fosfatasa
en células mas primitivas, en este caso, caracterizadas por la expresion del
marcador CD34. A continuacion se exponen los resultados representativos del

andlisis de la actividad ALP en pacientes con leucemias agudas refractarias.

2.2.1.Caso 1: Células CD34* con elevada actividad ALP detectadas en
diferentes seguimientos de una leucemia linfoblastica aguda de

precursores B refractaria

A continuacion, se detalla el seguimiento de una paciente de 27 afios
diagnosticada en mayo de 2010 de una leucemia linfoblastica aguda de
precursores B (LLA-B) comun con cariotipo normal (46,XX) (Caso 1). La RT-gPCR
no detecto la presencia y expresion de las isoformas de p190 (e1a2, e1a3) y p210
(b3a2, b2a2, b3a3, b2a3) de los transcritos de fusion BCR-ABL1. Los resultados
de FISH fueron negativos para los reordenamientos de 11923 (KMTZ2A),
p16(9p21) (CDKNZ2A) y TCF3/PBX1. La expresion antigénica detectada mediante
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citometria de flujo multiparamétrica (CFM) en el momento del diagnéstico
proporciond el siguiente perfil: MPO 10%, CD79a citoplasmatico 85%, CD3
citoplasmatico 10%, TdT 42%, cadena u 1%, CD34 88%, CD58 95% (87%
coexpresado con CD19), CD66¢c 70%, y CD33 18%. En noviembre de 2012 la
paciente experimento6 su primera recaida, con un 40% de blastos CD34* en la MO
con el mismo fenotipo que en el diagndstico. En febrero de 2013 recibié un TPH
alogénico, con posterioridad a la administracion de una terapia de rescate basada
en fludarabina, citarabina, idarubicina y G-CSF. En febrero de 2015, la paciente
experimentd una segunda recaida con un 88% de blastos en MO vy recibi6 una
tercera linea de tratamiento (vincristina, prednisona y daunorubicina) que no
mostr6 eficacia, dado que dos semanas después la leucemia todavia persistia.
Entre marzo y abril de 2015 la paciente recibié una cuarta linea de tratamiento
(metotrexato y citarabina) que resulté también ineficaz y fue complementada con
inotuzumab ozogamicina, consiguiendo remision completa con enfermedad

residual medible (ERM) negativa.

En agosto de 2015, la paciente fue sometida a un segundo TPH alogénico. Los
aspirados de MO post-trasplante fueron compatibles con remision completa con
ERM negativa (0,0044%) y 100% de quimerismo el primer mes; y remision
completa con ERM positiva (0,033%) y 100% de quimerismo al tercer mes. La
expresion de CD66¢c en los blastos decrecié del 45% al 10% en la segunda y
tercera recaida, respectivamente, mientras que la expresion de CD33 incrementd
al 60%. En febrero de 2016 la paciente manifesté una tercera recaida con un 82%
de blastos en la MO con fenotipo de LLA-B. En marzo de 2016 las condiciones de
salud de la paciente empeoraron, siendo exitus en abril de 2016, transcurridos

seis afios del diagndstico.

La Figura 29 muestra el cronograma de los eventos producidos desde el

diagnéstico hasta el fallecimiento de la paciente denominada Caso 1.
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Figura 29. Cronograma de los tratamientos, intervenciones y el estado clinico de la paciente
con LLA-B desde el diagndstico hasta el exitus (Caso 1). La paciente fue inicialmente tratada
con terapia de induccién basada en el protocolo PETHEMA-LLA-AR/03 para la LLA-B de alto
riesgo, una terapia de consolidacion y mantenimiento. Después de la primera recaida, la paciente
recibi6 terapia de rescate (fludarabina, citarabina, idarubicina y G-CSF) y fue sometida a un TPH
alogénico. Dos afios después, sufrid una segunda recaida y recibié terapia de tercera y cuarta
linea y un segundo TPH alogénico. Posteriormente, sufrié una tercera recaida y sus condiciones
empeoraron hasta ser exitus en abril de 2016, seis afios después del diagndstico. Los circulos
rojos numerados del 1 al 5 indican el andlisis de la médula 6sea para detectar la actividad fosfatasa
alcalina (ALP test) en combinacidn con el marcaje de CD34.

La determinacion de la actividad fosfatasa alcalina en combinacién con el marcaje
de CD34 se realizd entre mayo de 2015 y abril de 2016. Se analizaron 5 aspirados
de MO paralelamente al analisis clinico. Ademas, mediante citometria de flujo, se
analizo el ciclo celular y la ploidia de las células obtenidas de la MO. En el cuarto
seguimiento, la actividad ALP se determind también en sangre (S) periférica. Los
resultados del andlisis del ciclo celular en las 5 muestras de MO fueron los
siguientes: 1) %G1 = 92,5; %S = 1,97; %G2 = 6,27; 2) %G1 = 84,1; %S = 16; %G2
= 0,844; 3) %G1 = 89,7; %S = 8,56; %G = 1,88; 4) %G1 = 94; %S = 6,5; %G, =
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0,9; 5) %G1 = 80,2; %S =19; %G = 1,79. En el andlisis ploidia reflejé un patrén
diploide (indice del ADN = 1) (Figura 30).
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Figura 30. Analisis del ciclo celular y la ploidia en el seguimiento después de la segunda
recaida, en la tercera recaida y después de la tercera recaida (Caso 1). El ciclo celular se
analizé en 5 MO paralelamente al analisis de la actividad ALP. Los resultados fueron los siguientes:
1) %G1 =92,5; %S =1,97; %G2 = 6,27; 2) %G1 = 84,1; %S = 16; %G2 = 0,844; 3) %G1 = 89,7,
%S = 8,56; %G2 = 1,88; 4) %G1 =94; %S = 6,5; %G2 = 0,9; 5) %G1 = 80,2; %S = 19; %G2 =
1,79. El analisis de la ploidia reflejo un patrén diploide (indice del ADN = 1). Las muestras fueron
adquiridas en el citdmetro de flujo de enfoque acUstico Attune™ NxT (Thermo Fisher).
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Los resultados de la determinacion de la actividad ALP para las 5 MO se
presentan en la Figura 31, mostrando poblaciones celulares CD34+ con elevada

actividad fosfatasa alcalina identificadas mediante regiones de seleccion.
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Figura 31. Células CD34+ de una leucemia linfoblastica aguda de precursores B refractaria
mostrando elevados niveles de actividad fosfatasa alcalina (Caso 1). Contour plots de
referencia para cinco muestras de aspirados de médula dsea (MO) y sangre (S) obtenidos en el
Ultimo afio de seguimiento del Caso 1. Las muestras no lisadas se marcaron con PE-CD34, APLS
y DCV. La comparacion y clasificacién prospectiva de cinco muestras independientes
correspondientes a la misma paciente muestran diferentes subpoblaciones de células CD34+.
Cada region individual de seleccion representa células CD34+ con elevados niveles de actividad
fosfatasa alcalina. Los resultados utilizando el citdmetro de flujo de enfoque acustico Attune™ se
obtuvieron mediante excitacion del laser azul para PE y APLS, mientras que los resultados
utilizando citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™ NXT se obtuvieron mediante excitacién
dual (de laser azul para APLS y de laser verde/amarillo para PE). Las estadisticas de las regiones
de seleccidn representan el porcentaje de células CD34+/ALPhigh,

La Figura 32 muestra el anélisis clinico del inmunofenotipado obtenido mediante
citometria de flujo de la MO en el momento del diagndstico, en la primera, segunda
y en la tercera recaida (Figura 32a); y de la MO en tercera recaida y en progresion
(Figura 32b).
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Figura 32. Poblaciones aparentemente clonales observadas en momento del diagndstico y
durante la recaida (Caso 1). Se muestran los contour plots del inmunofenotipado de la LLA-B
para identificar poblaciones celulares en el diagnostico y en la recaida, donde se muestra una
expansion clonal de las células leucémicas CD34+/CD10+ y CD34+/CD19+* (A) y la caracterizacién
de los linfoblastos para CD10, CD19, CD33, CD34 y CD66¢ en la tercera recaida (marzo 2016) y
la progresion previa al exitus (abril 2016) (B).
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2.2.2.Caso 2: Células CD34* con elevada actividad ALP detectadas en
el diagnéstico y la recaida de una leucemia linfoblastica aguda

de precursores B refractaria

Adicionalmente, se analizaron independientemente dos aspirados de médula
dsea en el momento del diagnéstico y tras la recaida de una paciente de 66 afios
diagnosticada en mayo de 2015 de una leucemia linfoblastica aguda B comUn con
hiperdiploidia (54,XX) (Caso 2).

Diagnéstico Recaida

_ ALPMn0,97

PE-CD34
PE-CD34
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Figura 33. Células CD34* con elevada actividad ALP detectadas en el diagnéstico y la
recaida de una leucemia linfoblastica aguda de precursores B refractaria (Caso 2). Contour
plots de referencia para dos muestras de aspirados de médula dsea obtenidos del Caso 2,
mostrando el resultado del test ALP combinado con el marcaje de CD34. La comparacion y
clasificacion prospectiva de las dos muestras correspondientes a la misma paciente muestran
diferentes subpoblaciones de células CD34+. Cada region de seleccion representa células CD34+
con elevados niveles de actividad fosfatasa alcalina. Las muestras fueron adquiridas en el
citdmetro de flujo de enfoque acustico Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las estadisticas de las
regiones representan el porcentaje de células de la region de seleccion.

La RT-gPCR no detectd la presencia y expresion de los transcritos de fusion BCR-
ABL1. La técnica de FISH resultd negativa para los reordenamientos de 11923
(KMT2A). El inmunofenotipo determinado mediante citometria de flujo en el
diagndstico proporciond el siguiente perfil antigénico: PAX5*, CD20*, CD34+,
TdT+, CD10* y CD99*; CD5, CD3, ciclina D1- y BCL6-. La paciente sigui6 un
tratamiento segun el protocolo PETHEMA-LLA-070LD y seis meses después
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experimentd una recaida citolégica. Recibio una nueva linea de terapia (vincristina
y prednisona) durante dos semanas seguida de blinatumomab. Después del
tratamiento, la ERM fue determinada buscando células con el LAIP establecido
en el diagndstico, obteniendo un 0,02% de células asociadas al inmunofenotipo
(ERM positiva). La paciente experimentd una segunda recaida siendo exitus tres
meses después. La determinacién de la actividad ALP de las células CD34* fue
realizada a partir de la MO obtenida en el momento del diagnostico y en la recaida
(Figura 33). El anélisis de la actividad ALP detecta la presencia de una poblacidn

CD34+/ALPhigh en ambos seguimientos analizados.

2.2.3.Casos 3-5: La actividad ALP no esta restringida a células CD34*

Se observo que la actividad fosfatasa alcalina no estaba siempre restringida a las
células leucémicas CD34+, sino que podria estar también incrementada en células
CD34-. En la Figura 34 se detalla el andlisis de la actividad ALP combinada con
el marcaje de CD34, donde se observan células con elevada actividad ALP tanto

positivas como negativas para CD34.
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Figura 34. La actividad fosfatasa alcalina no esta restringida a las células CD34 positivas.
Contour plots que representan el test ALP realizado a partir de una MO en el diagnéstico de un
paciente de 61 afios con un sindrome mielodisplasico que evolucioné a LMA (A); de una MO en
el diagndstico de un paciente de 78 afios con una anemia refractaria con exceso de blastos que
evoluciond a LMA (B); de una MO de un paciente de 12 afios con una LLA pre-B durante la terapia
de mantenimiento con una ERM indetectable (C). Las muestras fueron adquiridas en el citdmetro
de flujo de enfoque acustico Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las estadisticas de las regiones
representan el porcentaje de células.

168



La Figura 34a representa el test ALP de una MO en el momento del diagndstico
de un paciente de 61 afios con un sindrome mielodisplasico que evoluciond a
leucemia mieloide aguda. La Figura 34b representa el test ALP de una MO en el
diagnostico de un paciente de 78 afios con una anemia refractaria con exceso de
blastos que evolucioné a leucemia mieloide aguda. La Figura 34c representa el
test ALP de una MO de un paciente de 12 afios con una leucemia linfoblastica

aguda pre-B durante la terapia de mantenimiento con una ERM indetectable.

2.3. Importancia de la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina

en el diagnéstico de la leucemia mieloide aguda

Una vez demostrada la existencia de células primitivas con elevados niveles de
actividad fosfatasa alcalina en leucemias agudas refractarias, se quiso determinar
la asociacion de la actividad fosfatasa alcalina de los blastos mas indiferenciados
en el momento del diagnéstico de la leucemia mieloide aguda con la respuesta a
la terapia. Concretamente, con el alcance de la remisién completa, la recaida o la
persistencia de la enfermedad, y la supervivencia global. A continuacién, se
presentan los resultados del estudio prospectivo realizado en 43 pacientes de

leucemia mieloide aguda en el momento del diagnéstico.

2.3.1. Caracteristicas de los pacientes y prondstico

Entre mayo del 2015 y mayo del 2018, un total de 106 pacientes fueron
diagnosticados de leucemia mieloide aguda en el Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol (Badalona). Después de aplicar los criterios de exclusion, se
seleccionaron para este estudio 43 pacientes. Las caracteristicas de los pacientes

incluidos se muestran en la Tabla 16 y en la Tabla 17.
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Tabla 16. Caracteristicas individuales de cada paciente diagnosticado de LMA y seleccionado para el estudio de la actividad fosfatasa

alcalina
1 = T

Paciente | Edad (afios) | Sexo | Seguimiento(meses) | Tipo de LMA Clasificacion de la OMS (2017) Pronéstico (ELN 2017) Tipo de muestra % Blastos (x109/L) b
P01 81 M 2 Secundaria LMA con maduracién Intermedio Médula 6sea 27 48,6 Cariotipo normal
P02 55 M 16 Secundaria LMA con NPM1 mutada Favorable Sangre periférica 36 65,4 Cariotipo normal
P03 53 M 28 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Médula 6sea 28 39,7 Cariotipo normal
P04 65 M 18 De novo Leucemia monoblastica/ monocitica aguda Intermedio Médula 6sea 35 239 Cariotipo normal
P05 44 F 8 De novo LMA con maduracién Adverso Médula 6sea 52 121 Cariotipo normal
P06 41 M 32 De novo LMA con t(8;21)(q22;q22.1) Favorable Médula 6sea 66 29,7 4?(;;;2?222\0
P07 80 M 7 De novo LMA sin maduracion Adverso Médula 6sea 78 11 t(11923)
P08 54 F 31 De novo Leucemia mielomonocitica aguda Adverso Médula 6sea 43 17 Cariotipo complejo
P09 78 M 13 Secundaria LMA con maduracién Intermedio Médula 6sea 27 05 Cariotipo normal
P10 54 M 25 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Médula 6sea 55 22 Cariotipo normal
P11 31 M 20 De novo LMA con mutaciones bialélicas en CEPBA Favorable Médula 6sea 42 114 Cariotipo normal
P12 64 M 12 De novo LMA con diferenciacion minima Intermedio Médula 6sea 88 2,0 47 XY, +4
P13 43 M 28 De novo LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula 6sea 21 14,4 Cariotipo normal
P14 91 F 1 Secundaria LMA con maduracién Adverso Médula 6sea 26 44 Cariotipo complejo
P15 64 M 28 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Sangre periférica 78 352 Cariotipo normal
P16 73 M 1 Secundaria Leucemia monoblastica/monocitica aguda Intermedio Sangre periférica 20 16,5 a d;{?;%; 13)
P17 39 F 2 De novo LMA con CBFB-MYH11 Favorable Medula ésea 78 4590 46(,;<1x3,g12vgs)
P18 74 M 9 Secundaria LMA con diferenciacion minima Adverso Médula 6sea 18 2,80 45XY,-7
P19 76 M 15 De novo LMA con mutaciones bialélicas en CEPBA Favorable Médula 6sea 53 104,87 Cariotipo normal
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P20 75 14 De novo LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula 6sea 27 2,70 Cariotipo normal
P21 81 12 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Médula 6sea 46 12,00 Cariotipo normal
P22 26 28 De novo Leucemia monobléstica/monocitica aguda Intermedio Médula 6sea 93 8,60 ?(?2)1(2526;‘?;
P23 80 8 De novo LMA con NPM1 mutada Intermedio Médula 6sea 63 53,30 Cariotipo normal
P24 44 10 De novo LMA con NPM1 mutada Favorable Sangre periférica 39 91,00 Cariotipo normal
P25 73 4 Secundaria LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula 6sea 32 0,70 4212(2?12'(6?)
P26 76 2 De novo LMA con diferenciacion minima Adverso Médula 6sea 98 127,50 Cariotipo complejo
P27 78 1 De novo LMA con mutaciones bialélicas en CEPBA Favorable Médula 6sea 45 39,30 Cariotipo normal
P28 27 6 De novo Leucemia mielomonocitica aguda Intermedio Médula 6sea 18 510 4(6(1)2(1(3(236)3)
P29 80 4 Secundaria LMA sin maduracion Intermedio Médula 6sea 76 1,30 Cariotipo normal
P30 61 12 De novo LMA sin maduracion Intermedio Médula 6sea 52 87,80 46’)((:2’3?“7)
P31 47 28 De novo LMA con NPM1 mutada Intermedio Médula 6sea 54 5,90 Cariotipo normal
P32 7 5 De novo LMA con maduracién Intermedio Médula 6sea 60 2,50 a d;{?é;éz 4
P33 64 16 De novo Leucemia monoblastica/monocitica aguda Adverso Médula 6sea 31 249,10 47 XX, +8
P34 44 3 De novo Leucemia monoblastica/monocitica aguda Intermedio Médula 6sea 30 570 Cariotipo normal
P35 79 3 De novo LMA con CBFB-MYH11 Favorable Médula sea 8 710 ?176;?:1*3?‘;”;)
P36 77 1 Secundaria LMA con maduracion Intermedio Sangre periférica 55 3,80 47 XY,+8
P37 81 22 Secundaria LMA con maduracién Intermedio Médula 6sea 44 1,50 Cariotipo normal
P38 61 36 De novo Leucemia mielomonocitica aguda Intermedio Médula 6sea il 8,50 47 XX, +8
P39 78 7 Secundaria LMA con maduracién Intermedio Médula 6sea 21 3,30 47 XY,+8
P40 67 4 Secundaria LMA relacionada con la terapia Intermedio Médula 6sea 20 3,90 4?’;;;5;'6'(\7)
P41 68 3 Secundaria LMA con cambios relacionados con mielodisplasia Intermedio Médula 6sea 36 5,30 46,XY,-10dmin
P42 48 16 De novo LMA con 1(8;21)(q22;922.1); Favorable Médula 6sea 82 12,80 ;; 72;:2%%31 ;
P43 75 2 De novo Leucemia mielomonocitica aguda Intermedio Médula 6sea 50 5,30 47 XY,+8
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Tabla 16 (continuacion). Caracteristicas individuales de cada paciente diagnosticado de LMA y seleccionado para el estudio de la
actividad fosfatasa alcalina

Paciente Alteraciones moleculares Marcadores de blastos Tratamiento inicial TF.‘H. Tie;npo a IPH Tie‘mpo axs Tiem(p 0a re;:aida Su;?ervivenjcia .%fL,Pm.g "
P01 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina NO - no alcanzada 1 2 0,26
P02 NPM1 mutada CD34-/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina Si 4 7 no alcanzada no alcanzada 1
P03 NPM1 mutada CD34-/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina NO - 2 no alcanzada no alcanzada 1,12
P04 FLT3-ITD CD34-/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 3 1 no alcanzada no alcanzada 12
P05 FLT3-ITD CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina + quizatinib NO - 1 no alcanzada no alcanzada 1,62
P06 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina NO - 10 no alcanzada no alcanzada 1,71
P07 No CD34+/CD117+/CD123- Azacitidina NO - 6 1 no alcanzada 2,65
P08 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 5 18 no alcanzada no alcanzada 4,96
P09 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina NO - no alcanzada 11 13 5,02
P10 NPM1 mutada CD34-/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina NO - 1 no alcanzada no alcanzada 535
P11 CEBPA mutado CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina NO - 1 no alcanzada no alcanzada 6,53
P12 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina NO - no alcanzada 3 12 8,1
P13 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 10 3 4 no alcanzada 9,07
P14 No CD34+/CD117+/CD123+ No NO - no alcanzada no alcanzada 1 9,53
P15 NPM1 mutada CD34-/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina NO - 5 no alcanzada no alcanzada 9,82
P16 No CD34-/CD117-/CD123+ Decitabina NO - no alcanzada no alcanzada 1 11,98
P17 KIT mutado CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 18 1 14 no alcanzada 13,83
P18 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO - no alcanzada 3 9 15,49
P19 CEBPA mutado CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO - no alcanzada 7 15 17,09
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P20 No CD34+/CD123+/CD117+ Azacitidina NO no alcanzada 3 14 17,64
P21 NPM1 mutada CD34-/CD117+/CD123+ Azacitidina NO no alcanzada 9 12 17,89
P22 No CD34-/CD123+/CD117- Citarabina + Idarrubicina NO 9 7 28 18,33
P23 NPM1 mutada / FLT3-ITD CD34-/CD123+/CD117+ Azacitidina NO no alcanzada 1 no alcanzada 18,97
P24 NPM1 mutada / FLT3-ITD CD34-/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina NO no alcanzada 9 10 19

P25 No CD34+/CD117+/CD123+ Decitabina NO no alcanzada 1 4 20,75
P26 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO no alcanzada 1 2 20,84
P27 CEBPA mutado CD34+/CD123+/CD117+ Azacitidina NO no alcanzada 9 1" 21,75
P28 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Idarrubicina Si no alcanzada 1 6 22,29
P29 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina NO no alcanzada 1 4 22,89
P30 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si no alcanzada 1 12 23,76
P31 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 2 no alcanzada no alcanzada 24,7
P32 No CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina NO no alcanzada 3 5 25,34
P33 FLT3-ITD CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina + quizatinib si 6 4 no alcanzada 26,03
P34 No CD34-/CD123+/CD117- Citarabina + Idarrubicina NO no alcanzada 2 3 26,91
P35 FLT3-TKD CD34+/CD117+/CD123+ Citarabina + Fludarabina NO no alcanzada 2 3 298
P36 No CD34-/CD117+/CD123+ No NO no alcanzada no alcanzada 1 30,39
P37 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO 2 14 22 35,27
P38 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 18 29 36 35,91
P39 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO no alcanzada 5 7 37,77
P40 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Fludarabina NO no alcanzada 1 4 54,95
P41 No CD34+/CD117+/CD123- Citarabina + Idarrubicina Si no alcanzada 1 3 95,92
P42 No CD34+/CD123+/CD117+ Citarabina + Idarrubicina Si 3 1 no alcanzada 96,63
P43 No CD34+/CD117+/CD123- Azacitidina NO no alcanzada 1 2 96,63
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Tabla 17. Caracteristicas agrupadas de los pacientes diagnosticados de LMA y

seleccionados para el estudio de la actividad ALP

Pacientes (n = 43),

Blastos ALPhigh,

n (%) mediana (rango), %
Edad en el diagndstico
<70 afios 23 (53,5) 13,83 (1,00 - 96,63)
> 70 afios 20 (46,5) 19,86 (0,26 - 96,63)
Sexo
- Hombre 0 (69,8) 17,36 (0,26 - 96,63)
- Mujer 13 (30,2) 20,75 (1,62 - 35,91)
Tipo de LMA
- de novo 30 (69,8) 18,11 (1,20 - 96,63)
- secundaria 13 (30,2) 20,75 (1,00 - 95,92)
Clasificacion de la OMS (2017)
- LMA con alteraciones genéticas recurrentes
- LMA con 1(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 2(4,7) 49,17 (1,71 - 96,63)
- LMA con inv(16)(p13.1g22) 0 t(16;16)(p13.1;922) 2(4,7) 21,81 (13,83 - 29,80)
- LMA con NPM1 mutada 8(18,6) 13,85 (1,00 - 24,71)
- LMA con mutaciones bialélicas CEBPA 3(7,0) 17,09 (6,53 - 21,75)
- LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 4(9,3) 19,19 (9,07 - 95,92)
- LMA relacionada con la terapia 1(2,3) 54,95 (54,95 - 54,95)
- LMA no especificada de otro modo
- LMA con diferenciacion minima 3(7,0) 15,49 (8,10 - 20,84)
- LMA sin maduracion 3(7,0) 22,89 (2,65 - 23,76)
- LMA con maduracion 8(18,6) 17,43 (0,26 - 37,77)
- Leucemia mielomonocitica aguda 4(9,3) 29,10 (4,96 - 96,63)
- Leucemia monoblastica/monocitica aguda 5(11,6) 18,33 (1,20 - 26,91)
Alteraciones citogenéticas
- Cariotipo normal 20 (46,5) 13,45 (0,26 - 35,27)
-inv(16)(p13.1,g22) 2(4,7) 21,81 (13,83 - 29,80)
- Monosomia 7 o del 7q 3(7,0) 23,76 (15,49 - 54,95)
- Trisomia 8 5(11,6) 35,91 (26,03 - 96,63)
- 1(8;21)(922;922.1) 2(4,7) 49,17 (1,71 - 96,63)
- t(11q23) 1(2,3) 2,65 (2,65 - 2,65)
- Cariotipo complejo 3(7,0) 9,53 (4,96 - 20,84)
- Otros 7(16,3) 20,75 (8,10 - 95,92)
Alteraciones moleculares
- NPM1 mutada sin FLT3-ITD 5(11,6) 5,35(1,00 - 17,89)
- FLT3-ITD con o sin NPM1 mutada 5(11,6) 18,97 (1,20 - 26,03)
- FLT3-TKD 1(2,3) 29,8 (29,8 - 29,8)
- CEBPA mutado 3(7,0) 17,09 (6,53 - 21,75)
- KIT mutado 1(2,3) 13,83 (13,83 - 13,83)
- Wild type 28 (65,1) 21,56 (0,26 - 96,63)
Grupo de riesgo citogenético y molecular (ELN 2017)
- Favorable 13 (30,2) 13,83 (1,00 - 96,63)
- Intermedio 23 (53,5) 22,89 (0,26 - 96,63)
- Adverso 7(16,3) 9,53 (1,62 - 26,03)
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Tabla 17 (continuacion). Caracteristicas agrupadas de los pacientes diagnosticados de LMA
y seleccionados para el estudio de la actividad ALP

Pacientes (n = 43), Blastos ALPhigh,
n (%) mediana (rango), %

Marcadores de blastos relevantes
- CD34+/CD123+/CD117+ 28 (65,1) 20,79 (0,26 - 96,63)
- CD34+/CD123-/CD117+ 3(7,0) 95,92 (2,65 - 96,63)
- CD34-/CD123+/CD117+ 9(20,9) 9,82 (1,00 - 30,39)
- CD34-/CD123+/CD117- 3(7,0) 18,33 (11,98 - 26,91)
Tratamiento inicial
- CETLAM12<70* 20 (46,5) 11,82 (1,00 - 96,63)
- CETLAM12>70t 5(11,6) 15,49 (0,26 - 35,27)
- Ensayo clinico FLUGAZA* 11 (25,6) 21,75 (17,64 - 96,63)
- Otro8 7(16,3) 11,98 (1,62 - 30,39)
Terapia post-remision
- TPH alogénico 12 (28,0) 23,02 (1,00 - 96,63)
- Otra 31(72,0) 17,89 (0,26 - 96,63)

* Citarabina + idarrubicina t Citarabina + fludarabina * Citarabina + fludarabina / Azacitidina § Azacitidina / Decitabina / Citarabina +
idarrubicina + quizatinib o placebo / Ninguno

La edad media de los pacientes en el momento del diagnéstico fue de 67 afios
(rango 26 - 91 afios). De los 43 pacientes, 20 (46,5%) tenian méas de 70 afios de
edad y 23 (53,5%) eran menores de 70. En total, 29 (67,4%) eran hombres y 14
(32,6%), mujeres. La mediana de seguimiento para determinar la supervivencia
global (overall survival, OS) y la supervivencia libre de eventos (event-free
survival, EFS) fue de 12 meses. El OS y el EFS a los 30 meses de todos los
pacientes fue del 21,3% y del 19%, respectivamente (Figura 35a y 35b). También
se compararon las diferencias del OS y del EFS entre los grupos de riesgo
(adverso, intermedio o favorable) en los que se incluyeron los pacientes (Figura
35c y 35d). EI OS de los pacientes pertenecientes al grupo de riesgo favorable
fue significativamente mayor respecto al OS de los pacientes de los grupos
intermedio y adverso (p-valor = 0,019 y 0,032; respectivamente). EI EFS de los
pacientes pertenecientes al grupo de riesgo favorable fue significativamente
mayor respecto al EFS de los pacientes del grupo intermedio, pero no respecto a

los pacientes del grupo adverso (p-valor = 0,0027 y 0,169; respectivamente). Los
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pacientes de los grupos intermedio y adverso no presentaron diferencias

significativas en cuanto a OS ni a EFS (p-valor = 0,973 y 1,000; respectivamente).
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Figura 35. Curvas Kaplan-Meier estimando la supervivencia global y la supervivencia libre
de eventos de los pacientes con leucemia mieloide aguda. Los graficos de las curvas Kaplan-
Meier para la supervivencia global y la supervivencia libre de eventos de los pacientes se muestran
en Ay B, respectivamente. En C y D se muestra respectivamente la supervivencia global y la
supervivencia libre de eventos para los pacientes agrupados segun riesgo citogenético y molecular
favorable (F), intermedio (1) y adverso (A) (53).

2.3.2.Diferencias de la actividad fosfatasa alcalina en pacientes con

leucemia mieloide aguda: Identificacion de dos grupos

Se analizaron las diferencias de la actividad fosfatasa alcalina determinada en las

células leucémicas de la MO de cada paciente en el momento del diagndstico de
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LMA. En la Tabla 16 se muestran los valores del porcentaje de blastos con
actividad fosfatasa alcalina de cada paciente. La Tabla 17 contiene la mediana y
el rango de los blastos ALP"sh en el diagnostico de acuerdo con la edad, el sexo,
el tipo de LMA (de novo o secundaria), la clasificacion de la LMA segun la OMS
2017 (15), las alteraciones citogenéticas y moleculares, el grupo de riesgo
citogenético y molecular de la ELN 2017 (53), los marcadores inmunofenotipicos

relevantes de blastos, el tratamiento inicial, y la terapia post-remision.

El test de determinacion de la actividad ALP de los blastos en el momento del
diagnéstico fue estudiado como sistema de clasificacion binario. Se analiz6 su
precision para determinar dos poblaciones celulares de acuerdo con sus niveles
de actividad ALP y se determind su valor predictivo para la supervivencia libre de

eventos.

0.8 yis

0.6 -~

Sensibilidad

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Especificidad

Figura 36. Curva ROC. De acuerdo con el analisis de la curva ROC, el punto de corte del 12% de
blastos ALPMigh se confirmd como el porcentaje de células leucémicas ALPhsh para predecir la
supervivencia libre de eventos de los pacientes de LMA. El analisis de la curva ROC (area bajo la
curva =0,768; 95% IC = 0,596 - 0,940; p-valor < 0,0001) permitié clasificar dos grupos de pacientes
en funcién a su valor de actividad ALP: pacientes con mas de un 12% de blastos ALPhis" en el
momento diagnostico (Grupo A) y pacientes con menos de un 12% de blastos ALPhsh en el
momento del diagnostico (Grupo B). El Grupo A comprendié 27 pacientes (62,8%) y el Grupo B
comprendid 16 pacientes (37,2%). El punto de corte del 12% proporcion6 un 83% de sensibilidad
y un 79% de especificidad, y el indice de Youden superior (0,63).
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Como se muestra en la Figura 36, el andlisis de la curva de la caracteristica
operativa del receptor (receiver operating characteristic, ROC) (&rea bajo la curva
=0,768; 95% intervalo de confianza [IC] = 0,596 - 0,940; p-valor < 0,0001) permiti6
clasificar dos grupos de pacientes en funcién de la actividad ALP. El punto de
corte del 12% proporciond un 83% de sensibilidad y un 79% de especificidad, y el
indice de Youden superior (0,63). Por tanto, los pacientes se clasificaron en
funcidn a ese punto de corte en dos grupos: Pacientes con méas de un 12% de
blastos ALP"ish en el diagndstico (Grupo A) y pacientes con menos de un 12% de
blastos ALP"ish en el diagndstico (Grupo B). EI Grupo A comprendié 27 pacientes
(62,8%) y el Grupo B, 16 (37,2%).

2.3.3. Diferencias en la respuesta al tratamiento entre ambos grupos

En el momento del diagndstico, los 43 pacientes incluidos en el estudio, con edad
media de 63 afios (rango 26 - 91), manifestaron un porcentaje medio de blastos
ALPhish de 18,33% (rango 0,26 - 96,93). Concretamente, el porcentaje medio de
blastos ALPhigh de los 27 pacientes clasificados en el Grupo A correspondié a un
23,76% con un rango comprendido entre 13,83 y 96,63 y el de los 16 pacientes
clasificados en el Grupo B correspondié a un 4,99% con un rango comprendido
entre 0,26 y 11,98 (p-valor < 0,0001; 95% IC: 15,79 - 24,84).

Asimismo, se analizaron las diferencias en la respuesta al tratamiento entre
ambos grupos. Siete pacientes del Grupo A (25,9%) alcanzaron la remision
completa, en contraste con los once pacientes del Grupo B (68,8%) (p-valor =
0,01;95% IC = 1,34 - 30,99). Veinticinco pacientes del Grupo A (92,6%) recayeron
o manifestaron refractariedad al tratamiento, mientras que en el Grupo B este
suceso unicamente ocurrié en cinco pacientes (31,3%) (p-valor < 0,0001; 95% IC
= 0,00 - 0,26). En referencia al exitus, en el Grupo A fallecieron 22 pacientes
(81,5%) en comparacién con los cinco fallecidos del Grupo B (31,3%%) (p-valor =
0,002; 95% IC = 0,02 - 0,52). La Tabla 18 resume el andlisis de las diferencias
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entre el Grupo Ay B segun la edad, el sexo, el tipo de LMA (de novo o secundaria),

la clasificacion de la LMA segun la OMS 2017 (15), las alteraciones moleculares,

el grupo de riesgo citogenético y molecular, los blastos y leucocitos en el

diagnéstico, los marcadores inmunofenotipicos relevantes de blastos, la terapia

post-remision y la respuesta al tratamiento.

Tabla 18. Diferencias entre el Grupo Ay el Grupo B, basados en el % de blastos ALP"ish en el

momento del diagnéstico

Total (n =43)

Grupo A (n =27)

Grupo B (n = 16)

p-valor (95% IC)

Blastos ALPhigh, mediana (rango), %

18,33 (0,26 - 96,63)

23,76 (13,83 - 96,63)

4,99 (0,26 - 11,98)

<0,0001 (15,79 -

24,84) Fekdk
Edad, mediana (rango), afios 63,0 (26 - 91) 73,0 (26 - 81) 59,5 (31 - 91) 0’3337(-(?6())0 :
Sexo, n (%)
- Hombre 30(69,8) 17 (63,0) 13 (81,3) 0,31 (0,50 -
- Mujer 13(30,2) 10 (37,0) 3(18,7) 16,99)
Tipo de LMA, n (%)
- de novo 30(69,8) 19 (70,4) 11 (68,8%)
1(0,22-4,93)
- secundaria 13(30,2) 8(29,6) 5(31,2%)
Clasificacion de la OMS, n (%)
- LMA con anomalias genéticas recurrentes 15 (34,9) 9(33,3) 6 (37,5) 1(0,27 -5,18)
- _I_MA con cambios relacionados con mielo- 4(93) 3(11,1) 1(6,3) 1(0,00-7.47)
displasia
- LMA relacionada con la terapia 1(2,3) 1(3,7) 0(0,0) 1(0,00 - 65,75)
- LMA no especificada de otro modo 23 (53,5) 14 (51,9) 9 (56,2) 1(0,29 - 4,99)
Alteraciones moleculares, n (%)
) 0,06 (0,71 -
- NPM1 mutada sin FLT3-TD 5(11,6) 1(37) 4 (25,0) 44152)
- FLT3-ITD con o sin NPM1 mutada 5(11,6) 3(11,1) 2(12,5) 1(0,09 - 11,26)
- NPM1 wild type y FLT3 wild type 33(76,8) 23(85,2) 10 (62,5) 0,14 (0,05-1,58)
Grupo de riesgo ELN 2017, n (%)
- Favorable 13(30,2) 7(25,9) 6 (37,5) 0,50 (0,36 - 7,82)
- Intermedio 23 (53,5) 17 (63,0) 6 (37,5) 0,12 (0,08 - 1,50)
- Adverso 7(16,3) 3(11,1) 4(25,0) 0,3290((7),5:;7 -
: 9 0,35 (-7,99 -
Blastos, mediana (rango), % 45,0 (6,0 - 98,0) 50,0 (18,0 - 98,0) 39,0 (6,0 - 88,8) 23,00)
. . 0,93 (-10,80 -
Leucocitos, mediana (rango), n x 108/L 8,5(0,5-249,1) 5,9 (0,7 - 249,1) 13,3(0,5-654) 6.60)
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Tabla 18 (continuacion). Diferencias entre el Grupo Ay el Grupo B, basados en el % de blastos
ALPhigh en el momento del diagnéstico

Total (n =43) Grupo A (n =27) GrupoB (n=16)  p-valor (95% IC)
Marcadores de blastos, n (%)
- CD34+/CD123+/CD117+ 28 (65,1) 19 (70,0) 9(56,2) 0,51 (0,12 - 2,39)
- CD34+/CD123-/ICD117+ 3(7,0) 2(7,5) 1(6,3) 1(0,01-17,38)
- CD34-/CD123+/CD117+ 9(209) 4(15,0) 5(312) 0'2165%'7‘;5 -
- CD34-/CD123+/CD117- 3(7,0) 2(7,5) 1(6,3) 1(0,01-17,38)
Terapia post-remision, n (%)
- TPH alogénico 12 (28,0) 8(30,0) 4(25,0) 1,0000 (0,26 -
-Otra 31(72,0) 19(70,0) 12 (75,0) 7,00)
Respuesta, n (%)
- Remision completa 18 (41,9) 7(259) 11 (68,8) 0‘3’3&))34 -
- Recaida o refractariedad al tratamiento 30 (69.8) 25 (92,6) 5(313) < o(;)gg; (0.00-
- Exitus 27 (62.8) 22 (815) 5(313) 010(3@;?;22 -

* p-valor < 0,05; ** p-valor < 0,01; **** p-valor < 0,0001

2.3.4. Diferencias en la supervivencia entre ambos grupos

Se analizaron las diferencias en la supervivencia global y en la supervivencia libre

de eventos entre los grupos A 'y B (Figura 37). Tanto la diferencia del OS entre el

Grupo Ay B, como del EFS, fueron estadisticamente significativas (p-valor=0,018

y p-valor = 0,00036; respectivamente), siendo la supervivencia del Grupo A

significativamente menor que la del Grupo B. El OS a los 25 meses de los

pacientes con > 12% de blastos ALPMish en el momento del diagndstico (Grupo A)

resulté ser del 9%, y el EFS a los 10 meses de este grupo resultd del 10%. En

contraste, el OS y el EFS en los pacientes con < 12% de blastos ALPhish en el

momento del diagndstico (Grupo B) resultaron ser del 58% y del 60%,

respectivamente.
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Figura 37. Curvas de Kaplan-Meier estimando la supervivencia global y la supervivencia
libre de eventos de los pacientes con leucemia mieloide aguda, de acuerdo con los blastos
con elevada actividad fosfatasa alcalina en el momento del diagndstico. La supervivencia
después del diagndstico se comparo entre el grupo con elevados porcentajes de blastos ALPhigh
(Grupo A) y el grupo con menores porcentajes de blastos ALPhah (Grupo B). Los graficos de las
curvas Kaplan-Meier mostrando la supervivencia global y la supervivencia libre de eventos de los
pacientes agrupados de acuerdo con los blastos con elevada actividad fosfatasa alcalina en el
momento del diagndstico se muestran en Ay B, respectivamente.

2.3.5. Analisis multivariado

El modelo de riesgo proporcional de Cox se utilizé para identificar los factores

asociados con el OS y el EFS de los pacientes con LMA (Tabla 19).

La actividad ALP en los blastos fue un predictor significativo de OS en el anélisis
univariado (Hazard Ratio [HR] = 0,32; 95% IC = 0,11 - 0,87; p-valor < 0,025). La
actividad ALP en los blastos fue un predictor significativo de EFS en el anélisis
univariado (HR =0,19; 95% IC = 0,17 - 0,52; p-valor = 0,0012) y en el multivariado
(HR =0,25; 95% IC = 0,09 - 0,70; p-valor < 0,0079). En andlisis univariado del
modelo de Cox para el OS, la edad, el grupo de riesgo favorable e intermedio, el
tipo de LMA 'y el grupo ALP estaban asociados con un impacto significativo en la
supervivencia. La edad se identificd como el unico factor que retuvo significancia

en el analisis multivariado. En analisis univariado del modelo de Cox para el EFS,
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la edad, el grupo de riesgo favorable e intermedio y el grupo ALP estaban

asociados con un impacto significativo en las progresiones y recaidas. Los Unicos

factores que retuvieron significancia en el analisis multivariado fueron el grupo de

riesgo favorable y el grupo ALP.

Tabla 19. Andlisis univariado y multivariado basado en el modelo de riesgo proporcional Cox

para el OS y el EFS de los pacientes de LMA

Supervivencia global (OS)

Supervivencia libre de eventos (EFS)

Variable HR HR HR HR

Univariado | p-valor | Multivariado | p-valor | Univariado | p-valor | Multivariado | p-valor

(95% IC) (95%IC) (95%IC) (95%IC)

B (00110 | %% | ooTom | 00 | otig | 0% | oairoy | 02
00 0s6.340 | 9% | oatsy | O | ousiaz | 10
Grupo ALP 0'33%07')”' 0,025* (0,1gﬂ,34) 0,15 (0,03’-18,52) 0,0012°* (0,08’-28,70) 0,0079"*
[:GK de (180-s6) | 007 | a0 son | 0% | oritasy | %% | orentae | O
E;ﬁ?r:bm 009-070) | 08" | oo 1eg | 08 | oooToen | 005" | qoeTes | 008
E\i&s}%’edio ( - 2,80) 0,042" (0,18'-7 2 y | 02 | o 2,80) 0,005 (0,3;'? 23,12) 0,99
2::3;0 (0,4411st 2,70) 0,50 (0,41 : 2,60) 072
Blastos | oor%iog) | 02 | egitog | O | oss-to0 | 0%
Leucocitos (0,9g1?$1),00) 0,46 (0’9;‘?(1)'01) 0,94 (019;’?(1)’00) 0,64

* p-valor < 0,05; ** p-valor < 0,01; *** p-valor < 0,001
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Trabajo II: Diseiio y evaluacion de un ensayo de
screening directo para la deteccion de PD-L1 en
MDSCs y su potencial uso en la prediccion del

éxito de la inmunoterapia






1. INTRODUCCION

El mieloma maltiple (MM) se caracteriza por la acumulacion de células
plasmaticas malignas en la médula 6sea, constituyendo un microambiente critico
para la supervivencia, la expansion y la quimiorresistencia de las células del
mieloma. A pesar de que las nuevas terapias han mejorado los resultados en el
tratamiento de esta enfermedad, actualmente sigue siendo incurable. Para
aquellos pacientes que sufren recaidas de la enfermedad o presentan
refractariedad a las terapias inmunomoduladoras, a los inhibidores del
proteasoma 0 a los anticuerpos monoclonales, las opciones terapéuticas son

limitadas.

El ligando expresado en la membrana celular denominado programmed death-
ligand 1 (PD-L1) ha sido identificado como uno de los responsables de la
supresion de las respuestas inmunitarias a través de la interaccién con su receptor
programmed death-1 (PD-1) (297,298). En el MM, PD-L1 esta expresado en las
células plasmaticas aberrantes, en las células supresoras de origen mieloide
(myeloid-derived suppressor cells, MDSCs), y en otros tipos celulares como las
células dendriticas (299). PD-1 esta expresado en las células T y regula
negativamente la sefializacién del receptor de células T (T-cell receptor, TCR)
(300). La interaccién entre PD-1y PD-L1 disminuye la proliferacién mediada por
el TCR y la produccion de citocinas. Por lo tanto, PD-L1 juega un papel muy
importante en la evasion del sistema inmunitario y en la refractariedad al
tratamiento por parte de las células tumorales, siendo considerado una diana
terapéutica para esta enfermedad. Ademas, las MDSCs constituyen una
poblacién heterogénea que se expande durante la progresion del cancer, la
inflamacidn y la infeccién, desempefiando un papel critico en la progresion del MM

y considerandose también como una diana terapéutica del MM (301).

185



Recientemente, se han desarrollado inmunoterapias dirigidas a la inhibicién de
PD-L1 y PD-1 para el tratamiento de varios canceres humanos avanzados con
resultados prometedores (302-304), demostrando que la inmunoterapia puede
ser clave en el tratamiento de muchas neoplasias. En el MM, debido a que tanto
las CPs malignas como las MDSCs sobreexpresan PD-L1, se han empezado a
evaluar estas inmunoterapias mediante ensayos clinicos, con resultados dispares
(305-310).

El propésito de este trabajo fue disefar y evaluar una metodologia de citémica
funcional de screening para identificar MDSCs PD-L1* en pacientes de mieloma
multiple para su utilizacién potencial en la prediccion del éxito de la inmunoterapia

para el MM, asi como para otras neoplasias hematoldgicas.

A continuacion, se muestran los resultados del disefio de la metodologia para
detectar MDSCs PD-L1*, de la evaluacion de esta metodologia en una serie de
pacientes con mieloma multiple y de los experimentos adicionales para evaluar la

dinamica de la molécula PD-L1.

2. RESULTADOS

2.1. Disefio de un panel screening multicolor para la deteccion de PD-
L1

Para la determinacién del ligando PD-L1 en las MDSCs, se disefié un panel de
citometria de flujo que combind la deteccidn simultdnea de 5 fluorescencias y su
excitacion mediante 4 laseres, reduciendo al maximo el grado de solapamiento de
los espectros de emision de los fluorocromos utilizados y, por consiguiente, la
compensacion electrénica de la sefal de los mismos. Este panel fue disefiado
para muestras preparadas mediante protocolos NLNW. En la Figura 38 se detalla

un ejemplo representativo de la plantilla de adquisicion con la estrategia de

186



regiones y los density plots para determinar la expresion de PD-L1 en las MDSCs
CD11b*/CD33*/HLA-DR%-, La region R1 fue utilizada para discriminar células
nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo segun el marcaje mediante
DyeCycle™ Violet (DCV). R2 fue utilizada para discriminar dobletes mediante la
fluorescencia de DCV. R3 fue utilizada para eliminar células apoptéticas y ruido
de fondo residual. Seguidamente, se representan los density plots de FITC-HLA-
DR, APC-CD11b, PE-PD-L1y PE-Cy7-CD33 versus el SSC. Los density plots de
fluorescencia dual son utilizados para determinar las MDSCs segun el
inmunofenotipo HLA-DR°%-/PD-L1* en R4 y CD11b*/CD33* en R5. Las regiones
de seleccidn se aplicaron secuencialmente sobre los diferentes density plots.
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Figura 38. Plantilla de adquisicion representativa para el screening de PD-L1 en las MDSCs.
La region R1 fue utilizada para discriminar células nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo.
R2 fue utilizada para discriminar los dobletes mediante la fluorescencia emitida por DCV. R3 fue
utilizada para eliminar células apoptéticas y ruido de fondo residual. Posteriormente, se
representan los density plots de FITC-HLA-DR, APC-CD11b, PE-PD-L1 y PE-Cy7-CD33 versus el
SSC. Los density plots de fluorescencia dual son utilizados para determinar las MDSCs segun el
inmunofenotipo HLA-DRlow-/PD-L1+ en R4 y CD11b*/CD33* en R5. Las muestras fueron adquiridas
en el citometro de flujo de enfoque aclstico Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las regiones de
seleccion fueron aplicadas secuencialmente sobre los density plots. Las estadisticas de las
regiones de seleccion representan el recuento total de células.
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2.2. PD-L1 presenta un patrén diferencial de expresion ante la

estimulacion en presencia de ésteres de forbol

Una vez disefiado el panel de screening para la deteccion del ligando PD-L1 en
MDSCs, se analizaron muestras de médula dsea 35 de pacientes de mieloma
multiple obtenidas en diferentes seguimientos clinicos de la enfermedad
(diagndstico, seguimiento, post-tratamiento, recaida, etc.). Las muestras se
prepararon sin estimulacion previa al marcaje de anticuerpos y con estimulacion
en presencia de ésteres de forbol 12-miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate
13-acetate, PMA). El incremento (fold-change) de las MDSCs PD-L1* se calculd
segun la ratio entre las MDSCs PD-L1* estimuladas y no estimuladas. La
poblacién de MDSCs PD-L1* se calculd como el porcentaje del total de células
nucleadas viables. En los 35 pacientes analizados se obtuvieron fold-changes de
valores comprendidos entre 1y 674 (Figura 39a). En la Figura 39b se muestran
dos casos representativos de los pacientes P02 y P26. En la fila superior se
representan los density plots del analisis de las MDSCs PD-L1* del paciente 2
(P02), denominado “no respondedor” al estimulo de PMA (fold-change < 1). La
expresion de PD-L1 sin estimulacion fue restringida a 644 células y con
estimulaciéon a 601 células. En contraste, en la fila inferior se representan los
density plots del anélisis de las MDSCs PD-L1* del paciente 26 (P26) denominado
‘respondedor” al estimulo de PMA (fold-change > 1) debido a que la expresion de
PD-L1 sin estimulacién fue restringida a 882 células y con estimulacion
incrementd a 114752 células. De los eventos incluidos en las regiones,
caracterizados por el inmunofenotipo HLA-DRow-/PD-L1*, se identificaron
aquellos con doble expresion de CD11b y CD33. Los valores obtenidos se
normalizaron de acuerdo con el numero total de células nucleadas viables (R3,
Figura 38) para calcular en el P02 y en el P26 los fold-changes de 1y 162,

respectivamente (Figura 39a).
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Figura 39. Fold-change de PD-L1 determinado en una serie de 35 pacientes de mieloma
miltiple. El fold-change se calculé como la ratio entre las MDSCs PD-L1+ estimuladas y no
estimuladas. La poblacion de MDSCs PD-L1+ se calculé como porcentaje del total de células
nucleadas viables. Los pacientes P01 hasta P35 mostraron una amplia variacion del fold-change
(1a674) (A). En (B) se muestran los density plots de dos casos representativos con diferente fold-
change post-estimulacién. La fila superior muestra las células del paciente 2 (P02) no respondedor
al estimulo de PMA (fold-change = 1). La fila inferior muestra las células del paciente 26 (P26),
respondedor al estimulo de PMA (fold-change = 162). Las estadisticas de las regiones representan
el recuento total de células. Las muestras fueron adquiridas el citometro de flujo de enfoque
acustico Attune™ NxT (Thermo Fisher).
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2.3. PD-L1 no se detecta a nivel citoplasmatico

El elevado fold-change de la molécula PD-L1 obtenido en el grupo de pacientes
denominados ‘respondedores” (fold-change > 1) después del estimulo de las
células en presencia de PMA, hizo plantear la posibilidad de que esos pacientes
expresaran el ligando a nivel citoplasmatico y que la estimulacion mediante PMA
provocara que esta molécula se translocara a la membrana, del mismo modo que
sucede con otros marcadores, como CD11b. Para validar la hipdtesis, se
analizaron en 11 de los 35 pacientes los niveles de expresion de PD-L1 y de
CD11b a nivel citoplasmatico y se compararon con los niveles detectados en la
membrana a nivel basal (sin estimulacion) y después de la estimulacién en
presencia de PMA. En la Figura 40 se recogen los resultados obtenidos a partir
del andlisis de la expresion de PD-L1y de CD11b tanto a nivel de membrana como

a nivel citoplasmatico.

En la Figura 40a se muestra la comparativa de los valores obtenidos del
porcentaje de CD11b y de PD-L1 tanto a nivel citoplasmético, como de membrana
tras la estimulacion. En el caso de CD11b, existe una relacién proporcional entre
los niveles citoplasmaticos y los de membrana después de la estimulacién con
PMA (y = 0,901x + 13,73; R2 = 0,7). En el caso del ligando PD-L1, no existe una
relacion proporcional (y = -1,855x + 29,47; R? = () debido a que las células
positivas para el ligando detectadas en membrana después de la estimulacién no
se corresponden a las detectadas a nivel citoplasmatico, siendo el porcentaje de
células PD-L1* inferior al 3%. En la Figura 40b se ilustra un caso representativo
(paciente 30, P30). CD11b incremento su expresion en membrana después de la
estimulacion (de 9,2% a 30,0%) asi como PD-L1 (de 3,6% a 16,2%). Sin embargo,
a nivel citoplasmatico solamente de detectaron células con expresion de CD11b
(17,5%), mientras que la expresion de PD-L1 fue practicamente indetectable
(0,23%).
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Figura 40. Analisis comparativo de la expresion de CD11b y de PD-L1 a nivel de membrana
y a nivel citoplasmatico. Resultados del porcentaje de CD11b* y de PD-L1+ expresado en
membrana y citoplasma en 11 pacientes de mieloma mdltiple (A). Caso representativo del anélisis
de CD11b y PD-L1 paciente 30 (P30) a nivel de membrana no estimulado, estimulado y a nivel
citoplasmatico (B). Las muestras fueron adquiridas en el citdmetro de flujo de enfoque acustico
Attune™ NxT (Thermo Fisher). Las estadisticas de las regiones representan el porcentaje de
células.

2.4.PD-L1 se detecta de forma diferencial segun el tiempo de

estimulacion

Para entender el incremento de expresion del ligando PD-L1 en las MDSCs

después de ser estimuladas en presencia de PMA durante 10 minutos, se
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analizaron otros periodos de tiempo de estimulacidn, comprendidos entre 1y 60

minutos.
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Figura 41. Fold-change del ligando PD-L1 en funcioén del tiempo de estimulacién en
presencia de ésteres de forbol. Las células de la MO del paciente 35 (P35) se estimularon en
presencia de PMA durante 1; 2,5; 5; 10; 30 y 60 minutos. Posteriormente, se marcaron con PE-
PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-CD33 para determinar el porcentaje de células PD-
L1 positivas en las MDSCs, definidas segun el fenotipo CD11b*/HLA-DRw-/CD33*. Se
compararon las MDSCs PD-L1+, relativizadas a la cantidad de células nucleadas adquiridas, con
las MDSCs PD-L1+ sin estimular (t = 0), y se calcularon los fold-changes (A). En (B) se muestra
un ejemplo representativo de los density plots de las poblaciones HLA-DRow-/PD-L1+ estimuladas
0, 1, 5, 10 y 60 minutos en presencia PMA. Las estadisticas de las regiones representan el
recuento total de células. Las muestras fueron adquiridas en el citometro de flujo de enfoque
acustico Attune™ NxT (Thermo Fisher).

Después de diversos ensayos, se selecciond un paciente con mieloma mdltiple
(P35) del cual se obtuvo el aspirado de médula dsea y se estimularon las células

en presencia de PMA durante 1; 2,5; 5; 10; 30 y 60 minutos. Posteriormente, se
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marcaron las células con PE-PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-CD33
para determinar el porcentaje de células PD-L1 positivas en las MDSCs, definidas
segun el fenotipo CD11b*/HLA-DRow-/CD33*. Se compararon los porcentajes de
MDSCs PD-L1* relativizados a la cantidad de células nucleadas adquiridas con el
porcentaje de MDSCs PD-L1* obtenido sin estimular las células (t = 0), y se
calcularon los fold-changes (Figura 41). Como se observa en la Figura 41a, el
fold-change méximo del ligando PD-L1 se obtiene en los primeros 5 minutos de
estimulacidn, con una progresiva disminucidn hasta los 60 minutos. En la Figura
41b, se muestra un ejemplo representativo de las poblaciones HLA-DR°w-/PD-

L1*estimuladas 0, 1, 5, 10 y 60 minutos en presencia de PMA.

2.5. El anticuerpo monoclonal conjugado y durvalumab compiten para

un sitio de union de PD-L1 espacialmente cercano

Para validar los resultados obtenidos y comprobar que el anticuerpo anti-PD-L1
conjugado a PE se unia al mismo sitio 0 a un sitio espacialmente cercano de unién
de la molécula PD-L1 que durvalumab, uno de los anticuerpos monoclonales anti-
PD-L1 utilizado para la inmunoterapia, se realiz un ensayo de competicién entre

anticuerpo conjugado y el anticuerpo monoclonal utilizado como farmaco.

Se estimularon diferentes aspirados de médula 6sea obtenidos de pacientes de
mieloma multiple en presencia y en ausencia de PMA y, posteriormente, se
afiadieron los anticuerpos PE-PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-
CD33 y concentraciones crecientes de durvalumab (de 0 a 250 ng/ulL). Se
determinaron los porcentajes de MDSCs PD-L1 positivas y se calcularon los fold-
changes en relacion al porcentaje de las muestras sin estimular. Los resultados
obtenidos en 4 pacientes de mieloma multiple son representados en la Figura 42.

Se observa un efecto de competicion entre durvalumab y el anticuerpo conjugado
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por la unién al sitio de la molécula PD-L1. Sin embargo, este efecto varia segun
el paciente, siendo mas acentuado en los pacientes P36 y P39 y practicamente

inexistente en el paciente 37 (P37).
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Figura 42. Ensayo de competicion entre el anticuerpo fluorescente anti-PD-L1 y el
anticuerpo monoclonal humanizado no fluorescente anti-PD-L1 (durvalumab), utilizado en
inmunoterapia. Se estimularon diferentes aspirados de médula dsea obtenidos de 4 pacientes
con MM en presencia y en ausencia de PMA y, posteriormente, se incubaron con los anticuerpos
PE-PD-L1, APC-CD11b, FITC-HLA-DR y PE-Cy5-CD33 y diferentes concentraciones de
durvalumab (0; 0,025; 0,25; 2,5; 25 y 250 ng/uL). Se determinaron los porcentajes de MDSCs PD-
L1 positivas y se calcularon los fold-changes en relacion al porcentaje de las muestras sin
estimular. Las muestras fueron adquiridas en el citdmetro de flujo de enfoque acustico Attune™
NXxT (Thermo Fisher).
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DISCUSION






Las leucemia aguda y el mieloma multiple son neoplasias hematoldgicas que
tienen una incidencia notable en la poblacién y causan asimismo una elevada
mortalidad anualmente (15-17). Este hecho supone un problema muy importante
para la sociedad, teniendo la investigacion biomédica en este ambito un papel

clave para proporcionar mejoras en la calidad de vida de los pacientes.

Una de las principales causas de la mortalidad es la refractariedad al
tratamiento o la recaida de la enfermedad una vez se han logrado los criterios
establecidos de respuesta o remision completa (53,54,113), asumiendo, por lo
tanto, que dichos criterios no se corresponden en todos los casos con estadios
evolutivos mas precoces de la enfermedad. La refractariedad celular puede ser
debida a la existencia de células madre tumorales (82,224,243), que tienen la
capacidad de iniciar de nuevo la enfermedad, son resistentes al tratamiento, y
practicamente indetectables mediante los actuales métodos de seguimiento.
Tanto la leucemia aguda como el mieloma multiple tienen origen en CSCs
(82,240-243), por lo que el modelo de célula madre tumoral queda asociado a
estas entidades. Asimismo, cabe destacar el papel de la supresion inmunitaria
mediada por el tumor y el microambiente celular (250,252,254), como mecanismo
de escape de la enfermedad, siendo especialmente caracteristico en el mieloma
multiple, donde las células plasmaticas (CPs) malignas asi como las células
supresoras de origen mieloide (myeloid-derived suppressor cells, MDSCs) han
sido identificadas como responsables de este mecanismo de refractariedad
(299,301).

Actualmente, el trasplante de progenitores hematopoyéticos representa una
de las opciones para incrementar la supervivencia libre de enfermedad a largo
plazo en el mieloma multiple y la leucemia aguda (173-175), llegando a ser
curativa en determinados grupos de pacientes. El TPH permite restaurar el

sistema hematopoyético e inmunitario del paciente mediante la infusion de
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progenitores sanos provenientes del propio paciente (TPH autdlogo) o de un
donante sano (TPH alogénico) (172,176). Por contra, este procedimiento lleva
asociada una importante morbilidad y mortalidad (311), y Unicamente se realiza
en pacientes en buen estado general y si el riesgo del trasplante es menor que el
beneficio que pueda suponer. Ademas, después del TPH, una parte de los
pacientes de leucemia aguda acaba recayendo (312,313) y en el mieloma multiple
es muy probable que la enfermedad acabe progresando a corto o largo plazo,
suponiendo un factor de mal pronéstico para los pacientes (314,315). Por lo tanto,
es necesario explorar nuevas terapias e identificar nuevas dianas terapéuticas
para poder definitivamente curar estas enfermedades en todo tipo de pacientes,
asi como implementar mejoras en las metodologias actuales de diagndstico y
seguimiento, y poder predecir el riesgo de recaida mediante la deteccion de las

células refractarias al tratamiento.

La medicina personalizada combina datos clinicos, gendmicos, fenotipicos,
entre otros, para proporcionar estrategias terapéuticas optimizadas sobre la base
de las caracteristicas individuales de cada paciente. En los ultimos afios, las
técnicas moleculares (RT-gPCR) y citogenéticas (cariotipo y FISH) han permitido
caracterizar las neoplasias hematologicas y definir la estratificacion de riesgo y la
terapia mas adecuada, permitiendo un seguimiento mas eficaz de dichas
enfermedades (53,86,88). Ademas, nuevas tecnologias emergentes como, por
ejemplo, la PCR digital, los microarrays de expresion y la NGS, pueden suponer
un avance para definir con mas precision el prondstico de los pacientes, predecir
la recaida, y orientar la terapia (103,104,139,142). La citometria de flujo
multiparamétrica es una tecnologia répida, reproducible y clave en el laboratorio
clinico para incrementar la sensibilidad en la deteccion de las enfermedades
hematoldgicas a nivel de célula unica, y especialmente para detectar enfermedad
residual inmediatamente después del tratamiento o durante el seguimiento

(62,120,123). La determinacién de la enfermedad residual medible se considera
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indispensable para monitorizar la eficacia del tratamiento y determinar el
pronéstico de los pacientes una vez finalizada la terapia. Sin embargo, el limite de
la sensibilidad en la deteccion (51,62,64), los cambios fenotipicos en la recaida
debido a fenémenos de evolucion clonal (123-125), la reducida e incierta
frecuencia de las células madre tumorales (227), la calidad del aspirado de médula
bsea, o la utilizacién de sangre periférica, entre otros, puede llevar a la

identificacion de falsos positivos 0 negativos.

Asimismo, los nuevos avances en las estrategias terapéuticas también han
contribuido a un incremento en la supervivencia global de los pacientes. Los
esquemas actuales de tratamiento de la leucemia aguda tienen en cuenta el
estado general del paciente, siendo aquellos en buen estado los candidatos a la
quimioterapia (53,54,162-164). En funcion de la edad del paciente, las dosis y/o
intensidad de la quimioterapia pueden variar. En el mieloma multiple, la edad y el
estado de salud general seran fundamentales para determinar también la
elegibilidad al TPH autélogo (56). Muchas de las estrategias terapéuticas que se
han desarrollado en los Ultimos afios estan siendo evaluadas mediante ensayos
clinicos, especialmente para aquellos pacientes refractarios al tratamiento, ya sea
porque la terapia convencional no sea efectiva, o sobre otros pacientes que por
sus caracteristicas especificas hayan sido considerados elegibles (171,316,317).
La investigacion de estas enfermedades, asi como el incremento del conocimiento
sobre la biologia de las mismas, ha permitido desarrollar diversos tratamientos
que pueden suponer una mejora en el pronostico de los pacientes, incluso para
poder finalmente llegar a una cura para estas enfermedades. Una de las terapias
emergentes es la denominada inmunoterapia, basada en la estimulacion del
sistema inmunitario del paciente para poder atacar y eliminar las células
tumorales. Las primeras inmunoterapias desarrolladas, basadas en anticuerpos
monoclonales dirigidos a receptores especificos, estan produciendo resultados

muy esperanzadores, como en el caso del rituximab, dirigido a CD20 y utilizado
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en el tratamiento de pacientes con LLA-B (201), y que incluso han sido aprobados
como terapia de primera linea para el mieloma multiple, como es el caso del
daratumumab (170,205). Otras estrategias inmunoterapéuticas estan dirigidas a
determinados puntos de control del sistema inmunitario para tratar de restablecer
la funcidén normal, suprimida por las células neoplasicas, como es el caso de los
inhibidores del eje PD-1/PD-L1 en el mieloma mdiltiple (306,308,318). Por ultimo,
la terapia celular basada en CAR-Ts esta suponiendo una revolucion en el
tratamiento de leucemias y mielomas refractarios, con diversos ensayos activos y
algunos resultados prometedores (209,212,214). Sin embargo, es imprescindible
seguir investigando en nuevas terapias, dado de muchos pacientes no responden
al tratamiento, progresan, acaban recayendo o los efectos secundarios son
deletéreos. Una de las vias de investigacion reside en el estudio de la diana a la
cual se dirige el tratamiento para poder definir los niveles de expresion, regulacion,

funcionalidad y deteccién.

Es de gran importancia seguir investigando e incrementar el conocimiento acerca
de estas entidades, con la finalidad de aplicar la terapia adecuada y aumentar la
supervivencia global de los pacientes. Los esfuerzos deben centrarse
especialmente en definir las categorias y factores de riesgo en el momento del
diagndstico, asi como los criterios de respuesta para determinar estadios
evolutivos mas precoces de la enfermedad. También es imprescindible desarrollar
tecnologias de seguimiento que permitan detectar poblaciones celulares
implicadas en la refractariedad y en la iniciacion de la enfermedad que
actualmente no se identifican mediante las aproximaciones actuales. Y,
finalmente, uno de los puntos clave para el éxito de la terapia, es el estudio de la

diana terapéutica a nivel individual e interindividual.

La citémica funcional es una tecnologia de analisis celular basada en citometria

de flujo multiparamétrica que permite determinar mediante diversos ensayos la
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funcion a nivel de célula Unica combinandola ademas con el inmunofenotipo
convencional. En las ultimas recomendaciones de la revista European Journal of
Immunology, publicadas en el afio 2017, para el uso de citometria de flujo y
separacion celular en estudios inmunitarios (61) se destacan una serie de ensayos
funcionales combinados con la determinacién del inmunofenotipo para detectar,
por ejemplo, fagocitosis, autofagia, produccion de especies reactivas de oxigeno
tanto a nivel mitocondrial como neutrofilico, liberacién de calcio, potencial de
membrana mitocondrial, vias de traduccion de la sefial y metabolismo linfocitario.
Mediante citdmica funcional, ademas, se pueden identificar poblaciones celulares
imposibles de detectar con el inmunofenotipado convencional, como en el caso
de la side population, compartimento celular identificado Unicamente mediante
citometria de flujo por su capacidad de expulsar sustratos fluorescentes mediada
por el transportador multidroga ABCG2 (280), expresado en la membrana celular
y relacionado con la refractariedad a la quimioterapia y el grado de inmadurez de

las células madre de esta poblacion (319).

De este modo, esta tecnologia debe ser clave en la investigacion y evaluacion de
las enfermedades hematoldgicas, permitiendo detectar células y mecanismos
implicados en la refractariedad a los tratamientos y en la posterior progresion y/o
recaida. Ademas, gracias a los sistemas de separacion celular asociados a los
citdmetros de flujo, las células identificadas pueden ser separadas y purificadas,
conservando su viabilidad y funcionalidad, para posteriormente realizar cultivos
clonogénicos, trasplante en ratones, microarrays de expresion, NGS, entre otros
(61).

En contraste con otras tecnologias emergentes, como son la NGS y la PCR
Digital, la citomica funcional se centra en el estudio de funcionalidad de la célula
viva, como integracion de las complejas interacciones moleculares (261-266) en

lugar de abordar la deteccion de multiples marcadores a nivel molecular.
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Teniendo en cuenta que las poblaciones celulares refractarias pueden ser muy
minoritarias, y ademas, quiescentes y por tanto con niveles de expresion génica
practicamente silentes (320,321), su deteccion puede suponer un verdadero reto

siguiendo un abordaje meramente molecular.

Sobre estos fundamentos, la presente Tesis Doctoral se ha basado en el
desarrollo de nuevos sistemas citomicos avanzados con la finalidad de alterar de
la manera minimamente posible la funcién celular, y poder preservar las
condiciones fisioldgicas al méximo. En el estudio de las neoplasias hematoldgicas,
los tejidos principalmente estudiados provienen de la médula 6sea o de la sangre
periférica (15). Por ese motivo, la principal estrategia para alterar minimamente
posible la funcién celular consistié en tratar de suprimir cualquier proceso que
conllevara al fraccionamiento de la muestra, y especificamente evitando la
destruccion de los eritrocitos mediante el uso de soluciones lisantes. Las
soluciones de lisis de eritrocitos son utilizadas extensamente tanto a nivel de
investigacion como clinico. Sin embargo, su utilizacion puede resultar en la
deplecién no Unicamente de las células anucleadas, sino también de las células
nucleadas, en la alteracion de la propia funcionalidad celular, y en la obtencion de
resultados artefactuales (270,272,322). Como alternativa a la utilizacion de estas
soluciones lisantes, se han desarrollado protocolos utilizando sangre o médula
total, conocidos como protocolos NLNW, del inglés no lyse no wash (273). Las
dos estrategias principales de NLNW requieren, por un lado, marcadores
fluorescentes de caracter vital especificos de ADN para discriminar las
poblaciones de células nucleadas de los eritrocitos y del ruido de fondo (Figura
19 - Introduccién); y por otro, la explotacion de las diferencias entre leucocitos y
eritrocitos sobre sus propiedades de dispersion de la luz lateral, para discriminar
eficientemente los eritrocitos por su contenido en oxihemoglobina al absorber luz
a una longitud de onda de 405 nm, emitida por el laser violeta (Figura 20 -

Introduccion) (61). En esta Tesis Doctoral, la estrategia principal para discriminar
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la poblacion de interés, las células nucleadas de origen leucocitario, ha consistido
en la utilizacion de Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Thermo Fisher), una
sonda fluorescente, permeable y no toxica que emite fluorescencia al unirse al
ADN de doble cadena. Dado que los especimenes analizados provinieron
principalmente de aspirados de médula dsea, conteniendo células nucleadas
pertenecientes a la serie eritroide (323), y por tanto, con positividad para el
marcador DCV, este método se combin6 con el de la discriminacién de los
eritrocitos por las diferencias en el side scatter obtenido mediante la iluminacion
del l&ser violeta y del laser azul. La combinacién de ambos métodos podria tener
una gran aplicacién en los estudios de sindromes mielodisplasicos y leucemias

con un elevado componente eritroide (15).

Mediante los dos trabajos desarrollados en esta Tesis Doctoral, se ha puesto en
evidencia la importancia de la citomica funcional para desarrollar nuevas
metodologias que permitan estudiar poblaciones celulares asociadas a la
refractariedad al tratamiento de las neoplasias hematolégicas, de manera mas
eficaz. Estas metodologias podrian ser introducidas progresivamente en los
procedimientos de diagndstico y seguimiento, proporcionando un analisis mas
completo de la evolucién de la enfermedad, teniendo especial relevancia en la
determinacion del pronostico y el grupo de riesgo del paciente y permitiendo
establecer estrategias terapéuticas mas adecuadas que conduzcan a la cura

definitiva de estas enfermedades.

En el Primer Trabajo, se desarrolld6 una metodologia basada en citdmica
funcional para determinar la actividad fosfatasa alcalina en subpoblaciones de
células madre de la leucemia aguda de manera prospectiva, y se evalué como

método potencial para detectar subpoblaciones celulares, definidas por el mismo
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inmunofenotipo, que podrian estar asociadas a una mayor refractariedad al

tratamiento.

La leucemia aguda, tanto la de linaje mieloide como la de linaje linfoide, se origina
en el compartimento de células madre en la médula dsea. Pese a que la mayoria
de pacientes adultos alcanza una respuesta completa después del tratamiento,
finalmente una gran parte acaba experimentando recaidas. Una posible
explicacién del motivo de la reaparicién de la leucemia viene dada por el modelo
de célula madre leucémica. Las existencia de células madre leucémicas se asocia
a un peor pronéstico (235,236,238,239) debido su capacidad de sostener la
enfermedad durante el tratamiento y pudiendo ser las responsables de iniciar de
nuevo la leucemia una vez finalizado (82,225). En 1997, Bonnet y Dick (82)
demostraron que las células leucémicas CD34+/CD38- obtenidas de pacientes con
leucemia mieloide aguda, poseian capacidades proliferativas y de diferenciacion,
asi como propiedades de autorenovacion, caracteristicas de las células madre. El
xenotrasplante de estas células en ratones inmunodeficientes contribuyé a la
verificacidn de la organizacion jerarquica de la leucemia y de las caracteristicas
iniciadoras de leucemia de las LSCs CD34*/CD38. Estudios posteriores
demostraron también que células del resto de compartimentos (CD34+/CD38*
CD34-/CD38- y CD34-/CD38*) tenian propiedades de LSCs (324,325). Por
consiguiente, la heterogeneidad del compartimento de las LSCs implica que el
concepto de célula madre no esta asociado Unicamente a una entidad celular
especifica determinada por el inmunofenotipo, sino que también podria estar
determinada por las propias caracteristicas funcionales de estas. Como resultado,
el concepto de célula madre tumoral no puede ser aplicable universalmente,
debido a la compleja evolucién y a la heterogeneidad fenotipica las células
neoplasicas con caracteristicas de célula madre. En el caso de leucemia
linfoblastica aguda, no existen marcadores fenotipicos para identificar las LSCs

iniciadoras de la leucemia, puesto que diversos inmunofenotipos pueden
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demostrar esa capacidad (240-242). Por lo tanto, el concepto de LSC y su
organizacion jerarquica no puede ser aplicado en la LLA-B del mismo modo que
en la LMA, dado que los patrones de recaida observados pueden estar asociados

a una evolucion clonal de las células leucémicas (245,246).

Las células iniciadoras de leucemia tienen caracteristicas Unicas basadas en
respuestas metabdlicas a farmacos, control del estrés celular, y otros aspectos
clave de quiescencia y refractariedad a la quimioterapia (326,327). Sobre la base
de la naturaleza clonal de la leucemia, la demostracion de la existencia de células
que pueden reconstituir la leucemia aguda (82,240), y la heterogeneidad
intratumoral (223), se hipotetizd que la citdmica funcional podria ser de gran
utilidad para identificar subpoblaciones celulares implicadas con la recaida y/o
refractariedad de la leucemia. Especificamente, la incrementada actividad
fosfatasa alcalina en células primitivas, podria identificar células leucémicas

asociadas con una mayor refractariedad y persistencia de la enfermedad.

Para ello, se desarrollé una nueva metodologia con la finalidad de estudiar la
actividad fosfatasa alcalina en pacientes de leucemia aguda en combinacién con
el inmunofenotipo de las células leucémicas, tanto en el momento del diagnéstico
como en posteriores seguimientos. Para detectar la actividad fosfatasa alcalina,
se utilizd un sustrato no toxico y permeable que difunde a través de las
membranas celulares y emite fluorescencia cuando es catalizado por la enzima,
que se denomina Alkaline Phospatase Live Stain (APLS). Este biomarcador
permite visualizar eficientemente mediante microscopia de fluorescencia células
madre pluripotentes (269). Por tanto, esta fluorescencia, podria ser detectada a
su vez mediante citometria de flujo, permitiendo asi detectar la actividad fosfatasa

alcalina en combinacion con el inmunofenotipo de las células leucémicas.

Con estos antecedentes, se decidié implementar un nuevo método basado en

citometria de flujo para detectar la actividad fosfatasa alcalina evitando la lisis de
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los eritrocitos que, de ser aplicable, permitiria combinar las propiedades
funcionales con el inmunofenotipo, a la vez que se minimizan los efectos de la
preparacion de la muestra sobre las células de interés (273) para incluso poder
identificarlas en proporciones muy minoritarias (274). La comparacién de la
determinacion de la actividad fosfatasa alcalina utilizando soluciones de lisis de
eritrocitos demostré resultados deletéreos en cuanto a la funcionalidad de la
enzima debidos a la utilizacion de soluciones de lisis conteniendo
paraformaldehido, la solucién de lisis mas extendida para la realizacién del
inmunofenotipado. El uso de estas soluciones provocd una reduccion de la
funcionalidad de la enzima casi completa, impidiendo la determinacion de la
actividad ALP en las muestras analizadas (Figura 28 — Resultados Trabajo ),
resultando, por tanto, no recomendable para la identificacion de células que

puedan presentar elevados niveles de actividad fosfatasa alcalina.

Se demostrd que el sustrato podia aplicarse para el estudio de células vivas
mediante citometria de flujo, manteniendo su funcionalidad al no resultar téxico
para las células, y al no reducir la concentracion celular con posterioridad a la
incubacion. Ademas, la fluorescencia del sustrato también se mantuvo estable
durante el tiempo (Figura 24 - Resultados Trabajo I). La conservacion de la
funcionalidad y viabilidad que proporciona la aplicacién de metodologia sobre las
células permitiria purificar subpoblaciones celulares en funcién a la actividad ALP
mediante sistemas de separacion celular acoplados al citdmetro de flujo y estudiar

sus implicaciones bioldgicas (61).

En otro de los ensayos realizados, se demostrd que el reactivo utilizado para
determinar la actividad fosfatasa alcalina no era extruido por el transportador
multidroga ABCG2 (Figura 25 - Resultados Trabajo I). Precisamente por no ser
extruido, resulta posible evitar la utilizacion simultanea de inhibidores especificos

de los transportadores multidroga, tomando clara ventaja sobre uno de los
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métodos funcionales mas extendidos para identificar células madre tumorales,
basado en la utilizacién del reactivo Aldefluor™ para evaluar la actividad de la

enzima aldehido deshidrogenasa (268,328).

Para confirmar que la incrementada actividad fosfatasa alcalina estaba
relacionada con células primitivas, inmaduras y asociadas a microambientes
tumorales y a una mayor refractariedad, se determind la actividad fosfatasa
alcalina en relacién a la actividad de extrusién mediada por el transportador
multidroga ABCG2 utilizando este sustrato en combinacion con el anélisis de las
células de la side population (280), tanto en condiciones de hipoxia (5% de
oxigeno) como de normoxia (21% de oxigeno) (Figura 26 — Resultados Trabajo
). Las células de la SPop resultaron presentar actividad fosfatasa alcalina, siendo
las células cultivadas en condiciones de hipoxia (5% de oxigeno) aquellas que
presentaron una mayor fluorescencia del sustrato y, por tanto, una mayor actividad
fosfatasa alcalina. Estos resultados podrian relacionar la actividad fosfatasa
alcalina con células primitivas con actividad de extrusion mediada por
transportadores multidroga, asociada a una mayor quimiorresistencia. La
actividad ALP se observo realzada especialmente en condiciones de un 5% de
oxigeno, que mimetizan de forma mas precisa las condiciones fisiologicas del

microambiente donde podrian encontrarse estas células.

Una vez demostrado que la nueva metodologia tuvo un minimo efecto sobre la
perturbacion de la muestra en la evaluacién de la respuesta celular y la actividad
funcional de la enzima en células vivas, y que la actividad ALP estaba asociada
con células primitivas y quimioresistentes, e incrementada en microambientes
hipdxicos, se estudié la actividad fosfatasa alcalina en pacientes con leucemia
aguda. Para ello, se inici6 un estudio prospectivo con la intencién de poder
identificar nuevas subpoblaciones celulares clinicamente relevantes, incluso

aquellas muy minoritarias, que pudiesen estar asociadas a una mayor
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refractariedad al tratamiento y su posible relacion con el sostenimiento de la

leucemia a lo largo del tiempo.

En esta primera fase del estudio se analizé la actividad ALP en células CD34+*en
diferentes casos de pacientes con leucemia linfoblastica aguda de precursores B
o leucemia mieloide aguda refractarias, donde se hipotetizd que esta actividad

podria estar incrementada en las células neoplasicas.

Destacamos el Caso 1, que correspondia a una paciente diagnosticada de LLA-
B seis afios atrés, con cariotipo normal y sin alteraciones moleculares, con
antecedentes de refractariedad, TPH alogénico, y habiéndose vuelto a manifestar
la enfermedad en el momento del inicio del estudio de la actividad ALP. Se
hicieron cinco determinaciones de actividad ALP y en todas las ocasiones se
detectaron células CD34*/ALPhish (Figura 31 - Resultados Trabajo I),
demostrando que no eran detectables mediante las técnicas habituales de
inmunofenotipo (Figura 32 - Resultados Trabajo ). El inmunofenotipado
convencional revelaba blastos leucémicos aparentemente clonales, mientras que
la actividad fosfatasa alcalina demostraba una nueva heterogeneidad funcional
dentro del compartimento de las células leucémicas. Una posible explicacién a la
deteccion de estas poblaciones funcionalmente heterogéneas puede radicar en la
evolucion clonal y en la preexistencia de subclones resistentes provenientes de
células hematopoyéticas premalignas que continuamente inician la leucemia
después de la remision (245,246), siendo por tanto indetectables con los métodos
desarrollados y aplicados universalmente en el inmunofenotipado de la leucemia.
Ademas, no fueron detectadas alteraciones moleculares o citogenéticas
asociadas a esta enfermedad, e inicialmente se incluyé en el grupo de riesgo
intermedio segun criterios citogenéticos y moleculares (86,87), aunque fue tratada
segun el protocolo PETHEMA-LLA-AR/03 para la LLA-B de alto riesgo, debido a

un incrementado numero de leucocitos en el momento del diagndstico,
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comprobandose efectivamente que el pronostico fue desfavorable. La
determinacion de la actividad fosfatasa alcalina permitié detectar en todos los
seguimientos realizados la poblacién leucémica CD34*/ALPhish, como potencial
responsable del pronostico desfavorable, proporcionando una informacion
adicional de los resultados obtenidos por el resto de aproximaciones clinicas

utilizadas en el diagnostico integrado y el seguimiento de la paciente.

Otro caso clinico que puso en evidencia la importancia de la deteccion de una
subpoblacién CD34*/ALPhish en la recaida y refractariedad de la leucemia se
muestra en el Caso 2 del estudio. Este caso correspondié a una paciente
diagnosticada de LLA-B comun con hiperdiploidia, incluida, por tanto, en el grupo
de riesgo favorable (86,87). Las subpoblacién leucémica CD34*/ALPhsh se
detecto tanto en el momento del diagndstico como en el momento de la recaida
después de haber alcanzado la remisién completa segun los criterios actuales
establecidos, un hecho que contribuye a pensar que esta subpoblacion funcional
guarda una estrecha relacion con el fenémeno de refractariedad a la quimioterapia
(Figura 33 — Resultados Trabajo 1), a pesar de haber sido clasificada en la
categoria de riesgo favorable debido a las alteraciones genéticas manifestadas en

el momento del diagnostico.

El resto de casos analizados (casos 3-5) sirvieron para confirmar que esta
actividad enzimatica, ademas, no esta restringida Unicamente a la poblacién
CD34+, sino que también puede estar encontrarse incrementada en poblaciones
CD34-, confirmando que la reactividad del biomarcador no esta asociada a un
inmunofenotipo especifico (Figura 34 — Resultados Trabajo [), proporcionando
asi un gran potencial para poder aplicar esta metodologia en el estudio de

multiples neoplasias hematolégicas.

Después de demostrar mediante esta nueva aproximacion, la existencia de

heterogeneidad en poblaciones leucémicas inmunofenotipicamente clonales en la

209



leucemia aguda refractaria, y su posible asociacién con el mantenimiento de la
leucemogénesis a largo plazo, independientemente de sus caracteristicas
citogenéticas y moleculares, se procedié a estudiar la posible implicacion de la

actividad ALP sobre el pronostico de los pacientes diagnosticados de LMA.

En este ultimo estudio del Trabajo |, se ha demostrado que la presencia de blastos
leucémicos con elevada actividad ALP puede tener un impacto prondstico
negativo en el diagnostico de la LMA, independientemente de otros factores
relevantes en el diagnostico y de las categorias de riesgo publicadas por la ELN
en el afio 2017 (53). El andlisis de la actividad fosfatasa alcalina realizado sobre
43 pacientes en el momento del diagnéstico reveld diferentes perfiles de actividad
detallados en la Tabla 16 (Resultados Trabajo I). A su vez, se observd que
aquellos pacientes con perfiles de actividad ALP mas elevados alcanzaron con
menor frecuencia la remisién completa, presentaron mas recaidas y mayor
numero de exitus. Concretamente, mediante el anélisis ROC se pudo definir
efectivamente dos grupos de pacientes: El Grupo A, consistente en pacientes con
mas del 12% de blastos con actividad ALP; y el Grupo B, con menos del 12% de
blastos con actividad ALP. Este punto de corte del 12% permitié determinar la
supervivencia libre de eventos con un 83% de sensibilidad y un 79% de
especificidad, y el mayor indice de Youden (0,61) (281) (Figura 36 — Resultados
Trabajo ). De esta manera, el punto de corte establecido determin6 cémo realizar
el analisis del impacto de la actividad ALP sobre el pronostico de los pacientes.
En primer lugar, se comparé el Grupo Ay el Grupo B segun diversos factores que
pueden tener un impacto pronéstico en la LMA en el momento del diagnéstico;
incluyendo la edad, el sexo, el tipo de LMA, las alteraciones moleculares, la
clasificacion de la OMS, el grupo de riesgo de la ELN 2017, el porcentaje de
blastos, el numero de leucocitos, el inmunofenotipo de lo blastos, la terapia post-
remision y la respuesta a la terapia (Tabla 18 - Resultados Trabajo I).

Unicamente se obtuvieron diferencias significativas en cuando a la posterior
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respuesta de los pacientes (logro de la remision completa, recaida o refractariedad
al tratamiento, y exitus), siendo el Grupo A (> 12% de blastos ALPd") el que
obtuvo peor respuesta. Cabe destacar que factores tales como la edad, el sexo,
la clasificacion de la OMS 2017 (15) y la clasificacion de riesgo de la ELN (53) no
fueron significativamente distintos entre ambos grupos. Por esta razén, quedaba
demostrado que el nuevo test ALP permitia evaluar respuestas significativamente
diferentes independientemente de otros factores con un impacto prondstico

relevante para la LMA en el momento del diagndstico (53).

De manera muy interesante y a pesar de tratarse de una cohorte con un nimero
reducido de pacientes (n = 43), cuando estos fueron clasificados segun el grupo
de riesgo genético y molecular de la ELN 2017 (53), se obtuvieron diferencias
significativas en las curvas Kaplan-Meier tanto en la supervivencia global (Figura
35¢c - Resultados Trabajo I) como en la supervivencia libre de eventos (Figura
35d - Resultados Trabajo ), proporcionando representatividad a la muestra
analizada. Los pacientes del grupo de riesgo favorable tuvieron un mayor OS y
EFS respecto al resto de pacientes. Por lo que respecta a los grupos de riesgo
intermedio y adverso, las diferencias no fueron significativas entre ellos tanto para
el OS como para el EFS (p-valor = 0,973 y 1,000; respectivamente). Muy
destacable fue la observacién de que el porcentaje de blastos ALPhish del grupo
de riesgo intermedio (mediana: 22,89; rango: 0,26 - 96,63) fue superior al del
grupo adverso (mediana: 9,53; rango: 1,62 - 26,03) (Tabla 17 - Resultados
Trabajo [), sugiriendo que el grupo de riesgo intermedio puede incluir pacientes
con riesgo adverso. Los pacientes del grupo intermedio generalmente se definen
por presentar caracteristicas citogenéticas y genéticas wild type, por lo que la
actividad fosfatasa alcalina de los blastos leucémicos podria ser un indicativo de
riesgo adverso, proporcionando nueva informacién acerca de la entidad. En
contraste, cuando se analizé el OS 'y el EFS segun el grupo ALP, se encontraron

diferencias significativas en ambos casos, siendo el Grupo A (> 12% de blastos
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ALPhigh) el que presentaba una menor supervivencia (Figura 37 — Resultados

Trabajo I).

Sabiendo que los resultados pueden estar limitados por el sesgo del numero de
pacientes estudiados, el hecho que el grupo ALP permita establecer un pronéstico
diferencial aun teniendo un nimero reducido de pacientes, pone de manifiesto las
potenciales implicaciones a nivel cientifico y clinico sobre la relevancia de la

determinacion de la actividad fosfatasa alcalina en la leucemia a nivel celular.

Una vez demostrado que el porcentaje elevado de blastos leucémicos con
actividad fosfatasa alcalina definia a un grupo de pacientes de LMA con una
menor supervivencia global y libre de eventos, se investigo si podia resultar un
factor de prondstico independiente. Para ello, se realizaron los analisis
univariados y multivariados, basados en el modelo de riesgo proporcional de Cox,
donde se incluyeron factores prondsticos de LMA en el diagndstico, ademas del
grupo ALP, para evaluar el impacto de estos factores en la supervivencia global y
en la supervivencia libre de eventos (Tabla 19 - Resultados Trabajo I).
Especificamente, la edad fue un valor asociado en todos los modelos univariados
y en el multivariado para el OS, donde fue el Unico factor significativo. Respecto
al factor de riesgo favorable, unicamente no correlacioné en el anélisis
multivariado para el OS. El riesgo intermedio correlaciond bien en el modelo
univariado tanto para el OS como para el EFS. Finalmente, el grupo ALP fue
significativo en el andlisis univariado para el OS y en el univariado y multivariado
para el EFS, siendo asi un factor pronostico independiente para determinar la
supervivencia libre de eventos. Estos resultados ponen de manifiesto la potencial
relevancia de la inclusién del grupo ALP en los grupos de riesgo basados en
caracteristicas citogenéticas y moleculares de la ELN, pudiendo, de este modo,

predecir con mas exactitud el prondstico, especialmente en aquellos pacientes
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clasificados en el grupo intermedio, que presentan una supervivencia variable
(329).

Las limitaciones de este estudio de naturaleza prospectiva sobre la actividad
fosfatasa alcalina en el diagndstico de leucemia mieloide aguda incluyen el
reducido numero de pacientes estudiados y el corto tiempo de seguimiento. La
clasificacion segun los factores de riesgo genéticos y moleculares de la ELN 2017
(53) ha sido validada en numerosos estudios incluyendo cohortes mayores y en
nuestra cohorte de 43 pacientes no se han encontrado diferencias significativas
en cuanto a supervivencia global y libre de eventos para todos los grupos. A pesar
de ello, este estudio ofrece evidencia a la hipdtesis de que la determinacion de la
actividad ALP celular en el momento del diagndstico de la leucemia puede ser
utilizada para evaluar el riesgo de recaida y/o a refractariedad al tratamiento de

forma efectiva.

Los resultados del tratamiento de la leucemia mieloide aguda son muy variables
y aun no se pueden predecir a nivel individual (330). En caso de demostrarse
definitivamente que la actividad fosfatasa alcalina a nivel celular sea un factor
pronéstico en el momento del diagnostico de la leucemia, podria contribuir a
investigar como alcanzar el objetivo final de establecimiento de riesgo a nivel
individualizado, como guia para las decisiones terapéuticas segun las
caracteristicas de cada paciente. Asimismo, también podria resultar de gran
interés estudiar si la fosfatasa alcalina expresada en células leucémicas puede
considerarse como una nueva diana terapéutica para el tratamiento de la leucemia
aguda. El desarrollo de inhibidores y moduladores de la ALP (331) podria jugar un
papel importante en nuevas terapias destinadas a reducir la elevada mortalidad
asociada a la heterogeneidad de esta enfermedad y caracterizada por una gran
multitud de alteraciones moleculares (20). Estos resultados, a su vez, podrian ser

también validados en leucemia linfoblastica aguda de precursores B, ya que en
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primera instancia se demostrd la presencia de células refractarias con elevada
actividad ALP que persistian a lo largo del tratamiento y pudiendo ser
responsables de la refractariedad y de la recaida de los pacientes. Estos estudios
permiten pensar que pueden llevarse a cabo nuevas investigaciones no
solamente en leucemias, linfomas o mielomas, sino también en neoplasias no

hematoldgicas.

Las claves del hallazgo de estas poblaciones celulares asociadas a una mayor
refractariedad residen en la naturaleza funcional del ensayo citomico utilizado al
combinarse con el estudio del inmunofenotipado convencional, por el
procesamiento y analisis inmediato de la muestra con la finalidad de mantener las
condiciones experimentales mas aproximadas a las fisioldgicas, y por la utilizacion
de metodologias que permiten el procesamiento de las muestras de médula 6sea
y sangre periférica con la minima perturbacion posible. Unicamente estos
procedimientos hacen posible determinar la funcion celular en combinacion con el
inmunofenotipo con los mayores niveles de sensibilidad y precision hoy por hoy
alcanzables, por lo que podrian ser también utilizados en el diagnéstico y
seguimiento de la enfermedad residual medible. Estudios preliminares realizados
en nuestro laboratorio han sido también dirigidos a la determinacién de la actividad
ALP en muestras seriadas de pacientes de LMA. En algunos casos, se han
detectado células ALPMish en pacientes con ERM negativa determinada mediante
CFM. Posteriormente, estos mismos pacientes han experimentado una recidiva
de la enfermedad. A pesar de tratarse de resultados muy preliminares, podrian
poner de manifiesto la importancia de la determinacién de la actividad fosfatasa
alcalina para predecir la recaida post-tratamiento cuando la enfermedad residual
no se detecta mediante las aproximaciones actuales y poder definir nuevos
criterios de respuesta adicionales mediante la determinacion de la actividad ALP

en el grupo de pacientes en RCerw.. Sera de gran interés, por tanto, demostrar si
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la actividad ALP podria ayudar a identificar pacientes con enfermedad residual

indetectable.

Es por todo ello que serén necesarios nuevos estudios donde se incluyan cohortes
de mayor tamafio, para determinar de forma mas inequivoca si la actividad ALP
en las células leucémicas primitivas estd asociada al potencial riesgo de
recurrencia y mortalidad en los pacientes diagnosticados de LMA. También sera
necesario dilucidar si las células leucémicas con elevada actividad fosfatasa
alcalina pueden iniciar de nuevo la leucemia, asi como las caracteristicas
biologicas de estas células, analizando la expresion de marcadores de células
madre primitivas y su asociacion con la malignidad a nivel fenotipico, genético y
funcional. También serd de gran importancia conocer en mayor profundidad el
significado bioldgico del incremento de la actividad fosfatasa alcalina en las
células leucémicas, para que se puedan acelerar los avances en la prevencion de
la leucemia, el diagnostico, el tratamiento y el seguimiento, asi como para abrir

nuevas vias de investigacion sobre las poblaciones de células madre leucémicas.

Otra evidencia de las potenciales aplicaciones que tiene la citomica funcional en
el estudio de las neoplasias hematoldgicas se demuestra en el Sequndo Trabajo
de esta Tesis Doctoral. Mediante la utilizacién de la citomica funcional, se traté de
disefar y evaluar una nueva metodologia para identificar las células supresoras
de origen mieloide con expresion de PD-L1 en pacientes con mieloma mudiltiple,
con el objetivo de predecir el éxito de lainmunoterapia en los pacientes candidatos

al tratamiento con inhibidores del checkpoint PD-1/PD-L1.

Generalmente, las células potencialmente malignas son identificadas por el
sistema inmunitario, por ejemplo, mediante el proceso de reconocimiento de la
expresion aberrante de antigenos. Una vez reconocidas, son eliminadas

previamente a su proliferacién, evitando el inicio del proceso neoplasico. En
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muchas ocasiones, estas las células iniciadoras de tumores son capaces de
evadir la accion del sistema inmunitario y progresar para desarrollar un cancer.
Este mecanismo de escape de las células malignas estd relacionado con la
expresion de una serie de moléculas inmunosupresoras tales como PD-L1, PD-
L2, CD86 y CD80, por lo que les permite alterar el reconocimiento del sistema
inmunitario. De este modo, el cancer empieza a progresar sin restriccion en su
expansion. Estas moléculas reconocen receptores inhibitorios presentes en los
linfocitos T como PD-1, CTLA-4, Tim-3 y LAG3, que estan involucrados en la

supresion de la respuesta inmunitaria anti-tumoral (332).

El objetivo de la inmunoterapia es reactivar o modificar el propio sistema
inmunitario para poder evitar la estrategia de evasion de las células tumorales y
poder eliminarlas. Entre las inmunoterapias mas extendidas, cabe destacar la
utilizacién de anticuerpos monoclonales dirigidos a antigenos de superficie de las
células tumorales, ampliamente aplicados en diversas neoplasias hematologicas;
y el uso de células CAR-T, dirigidas también a antigenos de superficie, con
resultados prometedores, aunque unicamente de aplicacién en ensayos clinicos
(333). Otra estrategia inmunoterapéutica muy prometedora que ha surgido en los
ultimos afios consiste en la utilizacién de inhibidores de diferentes checkpoints del
sistema inmunitario. Los checkpoints del sistema inmunitario estan determinados
por ciertas moléculas cuya interaccién permite activar o inhibir la respuesta
inmunitaria. Concretamente, la interaccién de PD-1 con su ligando PD-L1 o PD-
L2 lleva a la inhibicién de la activacién, maduracidn y expansién de los linfocitos
Ty alainduccién de la apoptosis. El bloqueo de estas moléculas con anticuerpos
monoclonales, que actian como inhibidores del checkpoint, es actualmente una
terapia de referencia en el tratamiento de muchos tumores sélidos (303,304) y se
han puesto en marcha diferentes ensayos clinicos para su utilizacion en
neoplasias hematoldgicas, como es el caso del mieloma multiple. En el mieloma

multiple se ha documentado que PD-L1 estd sobreexpresado en las células
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plasmaticas malignas con respecto a las células plasmaticas de pacientes sanos
(334), aunque otros estudios no han puesto de manifiesto una expresion
diferencial (335). Los ensayos pre-clinicos han permitido demostrar la eficacia de
la administracion de anticuerpos monoclonales anti-PD-L1 en cultivos de células
plasmaticas mielomatosas junto con células T al inducir la citotoxicidad mediada
por las células T efectoras y que esta citotoxicidad se incrementa cuando se
administra lenalidomida (336). A nivel de ensayos clinicos, los datos obtenidos
son todavia limitados (302,305-310,337). Por ejemplo, en los estudios de
Lesokhin y colaboradores (305,306) para la evaluacion de nivolumab, no se
alcanzd la respuesta completa o parcial y la supervivencia libre de progresion fue
menor que en otras enfermedades evaluadas. Por otro lado, en los estudios de
Wilson y colaboradores (307) y de Badros y colaboradores (308), la combinacion
de pembrolizumab con pomalidomida y dexametasona en pacientes de mieloma
multiple refractarios presenté buena seguridad y tolerancia; y en los estudios de
Badros y colaboradores se obtuvieron, ademas, respuestas duraderas.
Recientemente se ha publicado la evaluaciéon de la combinaciéon de
pembrolizumab con pomalidomida y dexametasona mediante ensayos clinicos en
fase 3 en pacientes con mieloma multiple refractario (309) y de nuevo diagnéstico
(310), mostrando perfiles de riesgo-beneficio desfavorables, aun pendientes de
determinar la seguridad y la supervivencia a largo plazo para los pacientes de

nuevo diagnostico.

A pesar de que la inhibicion del checkpoint PD-1/PD-L1 pueda resultar una
estrategia inmunoterapéutica prometedora, un numero importante de pacientes
presenta refractariedad primaria al tratamiento, dificultando una respuesta clinica
dptima (338). Los mecanismos de esta refractariedad primaria no se conocen
completamente, aunque el microambiente celular puede jugar un papel clave en
este mecanismo. En el mieloma multiple, una de las caracteristicas reconocidas

de esta entidad es la interaccion bidireccional entre el microambiente de la médula
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dsea y las células plasmaticas malignas (339). La sobreexpresion de PD-L1 en
células del microambiente, como las MDSCs (299,301), representa una de las
estrategias por las cuales el mieloma evade al sistema inmunitario y progresa. Las
MDSCs, por lo tanto, pueden presentar una funcién importante en relacion a la
refractariedad a los inhibidores del chekpoint PD-1/PD-L1 en el MM.

De este modo, ademas de estudiar la expresién de PD-L1 en las células
plasmaticas malignas de mieloma multiple, es importante tener en cuenta las
células del microambiente, como las MDSCs, y el papel que pueden desempefiar
en la refractariedad a la inmunoterapia y en la progresion de la enfermedad. Dado
que la citometria de flujo multiparamétrica permite la deteccion de las MDSCs, en
el segundo trabajo de la presente Tesis Doctoral se analizd la expresion en
superficie de PD-L1 tras elaborar un panel de screening de PD-L1 en MDSCs, tal
y como se muestra en la Figura 38 (Resultados Trabajo Il), mediante anticuerpos
monoclonales unidos covalentemente a fluorocromos. El panel de screening
disefiado consistié en la combinacion de 5 fluorescencias detectadas de manera
simultdnea y excitacion de las cuales mediante 4 laseres, con la finalidad de
reducir al maximo el grado de solapamiento de los espectros de emisién de los
fluorocromos utilizados y, por consiguiente, la compensacion electrénica de la
sefial de los mismos (61). Ademas, se utilizaron metodologias para perturbar
minimamente la muestra, manteniendo asi las células en las condiciones mas

aproximadas a las fisiologicas (estrategia NLNW).

La clave de la metodologia desarrollada reside en la utilizacion de células vivas y
en el proposito de intentar mimetizar las condiciones fisiologicas en el mieloma
multiple, para tratar de comprender los mecanismos de regulacion del ligando PD-
L1 enlas MDSCs. Es por ello que esta metodologia pretendié obtener informacion
valida sobre la dinamica funcional de PD-L1. Las muestras de médula dsea de los

pacientes estudiados se estimularon previamente con ésteres de forbol 12-
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miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA), con efectos sobre
multiples vias de regulacion, tales como la de NF-kB, implicada en regular la
expresion inducible de PD-L1 a nivel transcripcional en melanoma (340) y en
cancer de mama (341); y en la estimulacion de la produccion de INFy, involucrado
en la transcripcion de PD-L1 en el cancer colorrectal (342). Debido a las
caracteristicas descritas del PMA, y habiendo sido utilizado con éxito en diferentes
ensayos basados en citometria de flujo funcional (61), esta estrategia fue aplicada
en la metodologia citdmica disefiada para comparar los niveles de PD-L1 entre
las muestras estimuladas y no estimuladas ya que no se limitd Unicamente a

detectar esta poblacion a nivel inmunofenatipico.

Los recuentos de células MDSCs de muestras estimuladas fueron en general
superiores 0 muy superiores a los recuentos en las muestras no estimuladas,
poniéndose de manifiesto el evidente efecto de la estimulacion de las MDSCs en
presencia de PMA. Estas diferencias permitieron obtener el fold-change de PD-L1
en las MDSCs por cada paciente tal y como se refleja en la Figura 39 (Resultados
Trabajo Il). En los 35 pacientes analizados, se pudieron distinguir dos grupos:
pacientes no respondedores al estimulo (fold-change < 1), formado por 2
pacientes; y pacientes respondedores al estimulo (fold-change > 1), formado por
33 pacientes. En estos dos grupos se pusieron de manifiesto diferencias en la
expresion de PD-L1 ante estimulos extrinsecos que permitian revelar una
heterogeneidad que podria ser relevante para comprender el grado de respuesta

a la inmunoterapia.

Para entender las diferencias en la deteccion de PD-L1 observadas tras la
estimulacion con PMA, se estudiaron los niveles de expresion citoplasmatica de
la molécula (Figura 40 — Resultados Trabajo Il), con la finalidad de confirmar si
en presencia sefiales estimuladoras, como las mediadas por el PMA, se

translocaria a la membrana celular, cumpliendo asi con su funcion
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inmunosupresora (297,298). No obstante, los niveles de PD-L1 citoplasmatico
resultaron ser indetectables o inferiores en relacion con los detectados a nivel de
superficie después de la estimulacidn. Estos resultados descartaron la hipétesis
inicial basada en la posible translocacion de la molécula PD-L1 desde el
citoplasma a la membrana celular por efecto de la estimulacién en presencia de
PMA. EI procedimiento de estimulacidn celular fue realizado durante 10 minutos,
por lo que cualquier fendmeno de la transcripcion de PD-L1 mediado por INFy o

por NF-kB, qued6 también descartado.

Adicionalmente, se exploraron los diversos tiempos de estimulacion de las células
en presencia de PMA, para poder comprender la dindmica de la molécula. Los
resultados revelaron que el fold-change maximo de la molécula se podia
determinar al someter la muestra a una estimulacion en presencia de PMA en un
tiempo comprendido entre 1y 5 minutos, con una progresiva disminucién hasta el
transcurso de una hora (Figura 41 — Resultados Trabajo ), lo que permitid
determinar que el fold-change se producia de una forma muy répida y ademas

dependia del tiempo de estimulacion.

La posible y mas inequivoca explicacion a estos fold-changes variables,
asociados a cambios en la expresion y/o deteccion de la molécula PD-L1, residiria
en la existencia de un mecanismo a nivel molecular de cambio de conformacion y
que, en presencia de diversos estimulos, como el mediado por PMA, produzca un
desplegamiento que facilite la accesibilidad al sitio de unién de la molécula (343).
De confirmarse la existencia de este mecanismo inmunoregulatorio, se podria, a

su vez, trasladar a mejorar la eficacia de la inmunoterapia.

Otra potencial aplicacion derivada de la metodologia basada en citémica funcional
para la deteccidn de PD-L1 reside en el estudio de la interaccion de las MDSCs
con los anticuerpos monoclonales humanizados disefiados para la inmunoterapia

basada en inhibidores de PD-L1. Los ensayos de competicion entre el anticuerpo
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monoclonal fluorescente utilizado en el ensayo funcional y durvalumab, un
anticuerpo monoclonal humanizado utilizado en la inmunoterapia para inhibir PD-
L1, mostraron que ambos anticuerpos reconocerian si no el mismo, un sitio de
union espacialmente muy cercano de la molécula PD-L1 en tres de los pacientes
estudiados, tal y como se refleja en la Figura 42 (Resultados Trabajo II), por una
reduccion progresiva en la deteccion del anticuerpo monoclonal fluorescente
coincubado en presencia de concentraciones crecientes del agente
inmunoterapéutico durvalumab. En uno de los pacientes, sin embargo, no se
produjo esta competitividad progresiva, por lo que estos resultados podrian
obedecer a modificaciones estructurales de PD-L1 debidas a mutaciones que
impidieran la unién de durvalumab y la consecuente inhibicién del eje PD-L1/PD-
1 (343), relacionandose, por tanto, con un posible mecanismo de refractariedad a

la terapia y de este modo, y a poder predecir el éxito de la misma.

La determinacion de PD-L1 en las MDSCs mediante este nuevo ensayo funcional
se realiz6 en una limitada cohorte de pacientes con mieloma multiple. El
incremento del nimero de casos de la cohorte, asi como la homogeneizacién de
los puntos de anlisis (diagnostico, seguimiento, tratamiento, entre otros), podria
revelar diferencias entre los grupos de pacientes respondedores y no
respondedores en cuanto a la evolucion de la enfermedad y a la respuesta a la
inmunoterapia. Si la molécula PD-L1 cambia su plegamiento en la membrana en
funcion de los estimulos del microambiente, los inhibidores de checkpoint podrian
no ser completamente efectivos y se deberian desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas para poder dirigirse a PD-L1 de la manera mas efectiva posible e
inhibir su unién a PD-1. Por lo tanto, la critica evaluacion del cambio de
conformacion de PD-L1 puede ayudar a definir estrategias terapéuticas mas
efectivas o bien a predecir la refractariedad a la terapia en presencia de
inhibidores de PD-L1. Asimismo, para poder explorar mecanismos todavia

desconocidos de refractariedad a estas terapias, a otros inhibidores de
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checkpoint, a anticuerpos monoclonales, asi como terapias con células CAR-T,
se podrian utilizar idoneamente este tipo de ensayos funcionales. Por todas estas
razones, sera necesario desarrollar mas estudios que permitan dilucidar cémo
PD-L1 se pliega o despliega, y como esta modulacién conformacional juega un

papel importante en la refractariedad a la inmunoterapia.

Los dos trabajos desarrollados en la presente Tesis Doctoral ponen de manifiesto
la importancia que tiene la citomica funcional para estudiar las enfermedades
hematoldgicas y desarrollar metodologias aplicables al diagnostico y seguimiento
de estas entidades, asi como para identificar dianas terapéuticas para
tratamientos basados en inmunoterapia. Desde el descubrimiento de la tecnologia
del hibridoma (344), se han desarrollado muchos anticuerpos monoclonales para
investigacion y diagnostico de diversas enfermedades hematol6gicas e
inmunitarias. En los préximos afios, las investigaciones deberian focalizarse en la
utilidad traslacional de los nuevos marcadores bioldgicos disponibles, dirigidos a
detectar la funcién celular, descubriendo asi, en combinacién con el
inmunofenotipado mediante citometria de flujo multiparamétrica, la compleja y
heterogénea biologia del compartimento de las células madre y del microambiente

tumoral en las neoplasias hematoldgicas.
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CONCLUSIONES






Anivel general, y de manera acorde al objetivo y propésito principal de esta Tesis

Doctoral, se han desarrollado nuevos sistemas citomicos alternativos para mejorar

estrategias terapéuticas actuales, concluyendo lo siguiente:

Se han aportado nuevas evidencias de la importancia de la citomica
funcional en el estudio de la neoplasia hematoldgica, concretamente, en
la identificacion de subpoblaciones celulares minoritarias relacionadas
con la refractariedad, proporcionando abordajes complementarios a las

tecnologias actuales en la comprension de la evolucion de la enfermedad.

La heterogeneidad poblacional y tumoral debe ser contemplada desde
aproximaciones que reduzcan el sesgo producido por la deplecion
arbitraria de las poblaciones de interés y por la pérdida de la funcionalidad
celular, consiguiéndose mediante una perturbacién minima de los sujetos
de estudio, en asociacién con la simplicidad de los protocolos y la

inmediatez en la obtencién de los resultados.

Del Primer Trabajo se concluye lo siguiente:

La combinacion fenotipica y funcional aporta nueva informacion sobre el
compartimento de células madre leucémicas, siendo determinante la
actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina cuando es asociada a los

marcadores relacionados con poblaciones mas primitivas.

Las células leucémicas con una elevada actividad fosfatasa alcalina
podrian contribuir a sostener la leucemogénesis y ser las responsables

de la refractariedad en la leucemia aguda.

La deteccién de células leucémicas con elevada actividad fosfatasa

alcalina en el momento del diagnéstico de la leucemia mieloide aguda es
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un factor prondstico independiente de supervivencia libre de eventos y

podria ser incluida en la estratificacién de riesgo actual de la entidad.

Los hallazgos de este trabajo ofrecen continuidad a la linea de
investigacion y serviran para promover el desarrollo de nuevos estudios
que permitan comprender el significado biologico de las subpoblaciones
celulares caracterizadas por una actividad incrementada de la enzima

fosfatasa alcalina.

Del Segundo Trabajo se concluye lo siguiente:
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La combinacién de la detecciéon inmunofenotipica de PD-L1 sobre las
MDSCs en conjunto con la estimulacién celular permite obtener
informacién vélida sobre la dinamica funcional de la molécula, revelando
diferencias en la reactividad de PD-L1, como reflejo de las complejas

interacciones estéricas del eje PD-1/PD-L1.

Las diferencias observadas entre pacientes respondedores y no
respondedores al estimulo de PD-L1y en los ensayos de competicion con
la inmunoterapia sugieren una gran plasticidad estérica de la molécula,
que combinada con la existencia de mutantes para ligando, contribuya a
explicar la gran heterogeneidad en el grado de respuesta a la

inmunoterapia.

Esta aproximacion fenotipica y funcional puede contribuir a revelar la
plasticidad estérica de otras dianas terapéuticas, siendo relevante para el
desarrollo de nuevos anticuerpos humanizados y para monitorizar la
eficacia de inmunoterapias basadas en CAR-Ts, anticuerpos
monoclonales e inhibidores o activadores de otros ejes de control del

sistema inmunitario.
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