UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Caracteritzacié i valor pronostic de I'estudi citogenetic
de les leucemies mieloides agudes incloses en protocols CETLAM

Neus Ruiz Xivillé

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets de la
persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats 0 materials d’investigaci6 i
docencia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Refos de la Llei de Propietat Intel-lectual (RDL 1/1996). Per altres
utilitzacions es requereix 'autoritzacié prévia i expressa de la persona autora. En qualsevol cas, en la utilitzacié dels
seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la persona autora i el titol de la tesi doctoral. No
s’autoritza la seva reproduccio o altres formes d’explotacié efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacio
publica des d’un lloc alié al servei TDX. Tampoc s’autoritza la presentacio del seu contingut en una finestra o marc alie
a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los derechos de la
persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en actividades o materiales de
investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto Refundido de la Ley de Propiedad
Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacidén previa y expresa de la persona autora. En
cualquier caso, en la utilizaciéon de sus contenidos se deberé indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona
autora y el titulo de la tesis doctoral. No se autoriza su reproduccion u otras formas de explotacion efectuadas con fines
lucrativos ni su comunicacién publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de
su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de
la tesis como a sus resimenes e indices.

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It can
be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the terms established
by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and previous authorization of the
author is required for any other uses. In any case, when using its content, full name of the author and title of the thesis
must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit use or public communication from outside TDX
service is not allowed. Presentation of its content in a window or frame external to TDX (framing) is not authorized either.
These rights affect both the content of the thesis and its abstracts and indexes.




UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

TESI DOCTORAL
Programa de Doctorat en Medicina

Departament de Medicina

Caracteritzacio i valor pronostic de |'estudi
citogenetic de les leucemies mieloides agudes
incloses en protocols CETLAM.

Tesi doctoral presentada per Neus Ruiz Xivillé per optar al titol de
Doctora.

Directors: Josep Maria Ribera Santasusana

Isabel Granada Font

Tutor: Josep Maria Ribera Santasusana

Badalona, 2022.












Als meus pares i a en Dani.






AGRAIMENTS

Per fi, després de molt temps i esforg, he acabat la Tesi. Aquestes dues pagines son per
donar les gracies. Perqué aquest gran esfor¢ no ha estat només meu. Molta gent ha fet
possible que avui estigui aqui, amb aquest treball acabat i tancant una etapa professional i

personal molt important per mi.

En primer lloc, agrair als directors de la Tesi, el Dr. Josep Maria Ribera i la Dra. Isabel
Granada, la seva paciéncia infinita i la seva fe en aquest projecte. Gracies pels consells, les
correccions i la bona predisposicid que sempre heu tingut amb mi quan he trucat a la

vostra porta.

No em puc oblidar la Dra. Salut Brunet i el Dr. Jorge Sierra, promotors dels estudis de
CETLAM, gue m’han donat 'oportunitat de treballar amb unes dades tan preuades i que

m’han orientat en el sequiment d’aquest treball.

I també un especial agraiment a la Dra. Fuensanta Milla, al Dr. Jordi Junca i al Dr. Evarist

Feliu que amb els seus coneixements i saber fer m'han ajudat a créixer professionalment.

I ara perdoneu que deixi els formalismes i doni les gracies als meus companys i amics de

I'hospital.

Als companys i amics de Clinica: Juanma, Blanca, Susana, Christelle, Montse, Albert,

Miriam, Anna i un llarg etcetera. Gracies per ser accessibles sempre.

A la Mireia, no només per l'analisi estadistica, també per la seva meticulositat, les seves

explicacions i la seva paciencia amb la meva ignorancia estadistica. Gracies i més gracies.

Als companys i amics del Laboratori: Tomas, Inés, Marc, Elisa, Alba, Mariana, Mery,
Minerva, Sara, Marian... I tots els residents que aneu passant per aqui. Gracies per fer-me
confianga, pel que m’heu ensenyat cadascu de vosaltres i per fer més divertides les hores de

dinar!

A les companyes i amigues de Molecular: Lurdes, Silvia, Diana, Itzi, Pepe i Lluis. Gracies per
ajudar-me a entendre tots els intringulis del mdn de la biologia molecular i, sobretot, per

fer-me riure sempre que vinc pel vostre laboratori.

A la Marta, que no sabia si posar aqui o amb la familia 0 amb les amigues de la infancia.

Perqué la veritat és que ha estat a tot arreu. Un model a sequir, que m’ha acompanyat



durant aquest treball perd que, sobretot, he tingut al costat sempre que he necessitat.

Gracies.

A les companyes i amigues de Citogenética: Carmen, Nani, Aleix, Marisol i Javier, gracies
per la vostra companyonia, per donar-me anims sempre que ho he necessitat i per fer que
mai sigui avorrit venir a treballar. I un especial gracies a I'’Adela, no pas només pels teus

coneixements en citogenetica no hematologica, sind per la teva complicitat i amistat.

I a la Isabel, ara no com a directora de la Tesi, sind com a responsable de Citogenética.
Gracies per ensenyar-me tot el que sé sobre cromosomes, per animar-me a créixer i

avancar professionalment, per les oportunitats que m’has donat i per la confianca.

En un pla més personal, també haig de donar gracies a I'’Anna, la meva millor amiga des de
no recordo quan. La seva positivitat, empenta i suport m’han ajudat sempre. Pero sobretot

gracies per saber que sempre podré comptar amb la teva amistat.

Finalment, un sentit agraiment a la meva familia. Als avis, avies, tiet i tieta, que tot i
veure'ns poc, sempre esteu alla, sequint les nostres
vides atents i carinyosos. Als cunyats Jordi i Xavi i als meus nebots, que sempre us heu
interessat per mi, fent-me sentir valorada i important a casa vostra. A la meva germana
Nuria i al Ricard que, tot i estar farts de sentir parlar d’aquesta “historia interminable”, heu
sequit escoltant-me i aconsellant-me fins al final. Perd sobretot gracies per ser-hi; per
poder compartir-ho tot, sempre. Als meus pares, a qui els ho dec tot. M'heu ensenyat que
les coses importants requereixen un esforc i que I'esforg es veu recompensat. Gracies papa |

mama, us estimo moltissim.

I per Ultim a en Dani i a les meves dues joies, la Nuria i la Laia. Dani, has aguantat el que
no esta escrit durant I'Ultima etapa d'aquest treball, pero sobretot m’has donat el suport
emocional per tirar-ho endavant. També gracies a tu tinc el que més estimo d'aquest
mon, les meves dues nenes. Sou l'alegria de la meva vida, sou la meva vida. Us estimo amb

bogeria.

A tots, GRACIES.






10



GLOSSARI

ADAC: Dosis altes de Citarabina

ADN: acid desoxiribonucleic

Alo-TPH: trasplantament al-logénic de progenitors hematopoetics
Alo-DE: trasplantament al-logenic de donant emparentat

Alo-DNE: trasplantament al-logénic de donant no emparentat
Auto-TPH: trasplantament autoleg de progenitors hematopoetics
CALGB: Cancer and Leukemia Group B

CBF: complex core binding factor

CETLAM: Grup Cooperatiu d'Estudi i Tractament de les Leucémies Agudes i Mielodisplasies
CIR: incidéncia acumulada de recaiguda (cumulative incidence of relapse)
CK: cariotip complex

Cr: cromosoma

DFS: supervivencia lliure de malaltia (desease-free survival)

ELN: European Leukemia Net

FAB: Grup Franc-America-Britanic

FISH: Hibridacio in situ fluorescent (fluorescence in-situ hybridization)
GCECGH: Grupo Cooperativo Espafiol de Citogenética Hematoldgica
G-CSF: factors estimulants de colonies granulocitaries

Hb: Hemoglobina

IDAC: dosi intermedia de citarabina

IDICE: Idarubicina-dosi intermedia de Citarabina-Etoposid

ICE: Idarubicina-Citarabina-Etoposid

ISCN: Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenetica Humana (International
System for Human Cytogenetic Nomenclature)

ITD: duplicacio interna en tandem
LMA: leucémia mieloide aguda

MK: cariotip monosomic
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MMR: malaltia minima residual

MO: medul-la ossia

MRC: United Kingdom Medical Research Council

NGS: seqlenciacio de nova generacid (Next Generation Sequencing)
NK: cariotip normal

NMP: neoplasies mieloproliferatives

NOS: sense cap altra especificacio (not otherwise especified)

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

OS: supervivencia global (overall survival)

PCR: reaccio en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
PHSP: progenitors hemopoetics en sang periférica

RC: remissio completa

SMD: sindromes mielodisplasiques

SP: sang periferica

t-LMA: leucemia mieloide aguda secundaria a tractament

TPH: transplantament de progenitors hematopoeétics
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RESUM & SUMMARY

RESUM

Les leucémies mieloides agudes (LMA) sén un grup heterogeni de neoplasies hematologiques
amb diferents caracteristiques cliniques i genetiques. Les alteracions citogenetiques de la
LMA s'associen tant a caracteristiques cliniques especifigues com a la resposta al
tractament; i defineixen els esquemes d'estratificacio del risc en la LMA. Tanmateix, la
importancia pronostica d'algunes anomalies citogenétiques recurrents segueix sent incerta.
En aquest treball s’han analitzat les alteracions citogenétiques i el seu impacte sobre el
pronostic de 1417 pacients adults diagnosticats de LMA de novo (excloent LMA amb t(15;17)
o reordenacio PML-RARA) i inclosos en protocols CETLAM de quimioterapia intensiva entre el

1994 i el 2012.

En I'analisi multivariant, la t(8;21)(q22;g22) i la inv(16)(p13g22)/t(16,;16)(p13;g22) han estat
les Uniques anomalies que prediuen un pronostic relativament favorable. A més, en pacients
amb (8;21) o inv(16)/t(16;16), les anomalies citogenétiques addicionals no tenen un efecte
advers significatiu en el pronostic. Per altra banda, diverses anomalies han predit un
resultat significativament més dolent, concretament la monosomia del cromosoma 7, les
alteracions estructurals del cromosoma 1, el cariotip complex de més de 4 anomalies (CK) i

el cariotip monosomic (MK).

Finalment, els pacients d’aquesta serie s’han distribuit en tres grups pronodstic segons les
alteracions citogenétiques que presentaven i d’acord amb tres sistemes d’estratificacio del
risc (MRC, CALGB i el proposat per CETLAM en aquest treball). S’ha demostrat que els tres

sistemes son valids per classificar els pacients en tres grups pronostic ben definits.

Aquest treball consolida la importancia pronostica de les alteracions citogenetiques en la

LMA i obre algunes vies per seguir investigant en el camp de la citogenetica de la LMA.
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SUMMARY

Acute myeloid leukemias (AML) are a heterogeneous group of hematological neoplasms with
distinct clinical and genetic features. Cytogenetic abnormalities in AML are strongly
associated with both clinical features and therapeutic outcome and provide the framework
for risk-stratification schemes in AML. However, the prognostic significance of some
recurring cytogenetic abnormalities remains uncertain. This study analyzes the cytogenetic
alterations and their impact on the prognosis of 1417 adult patients diagnosed with de novo
AML (excluding AML with t(15;17) or PML::RARA rearrangement) and included in CETLAM

protocols for intensive chemotherapy between 1994 and 2012.

In multivariable analysis, t(8;21)(g22;g22) and inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13;g22) were the
only abnormalities predicting a relatively favorable prognosis. In patients with t(8;21) or
inv(16)/t(16;16), additional cytogenetic abnormalities did not have a significant adverse
effect. On the other hand, several abnormalities predicted a significantly worse outcome,
namely monosomy of chromosome 7, structural alterations of chromosome 1, complex

karyotype with more than 4 abnormalities (CK) and monosomal karyotype (MK).

Finally, the patients in this series were distributed in three prognostic groups according to
their cytogenetic alterations and according to three risk stratification systems (MRC, CALGB
and the one proposed by CETLAM in this work). All three systems have been shown to be

valid for classifying patients into three well-defined prognostic groups.

This work consolidates the prognostic importance of cytogenetic alterations in AML and

opens some paths for further research in the field of AML cytogenetics.
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1. INTRODUCCIO

1.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
1.1.1 Incidencia, etiologia i patogéenia.

La leucéemia mieloide aguda (LMA) és un trastorn maligne resultant de la proliferacio clonal
de cél-lules mieloides immadures o blasts. Degut a l'alteracid en els mecanismes de
regulacid del creixement i de diferenciacio cel-lular de les cél-lules hematopoetiques, es
produeix una acumulacié de precursors mieloides immadurs a la medul-la ossia que

impedeix I'hematopoesi normal i acaba causant una insuficiéncia medul-lar.

La LMA és el tipus més frequent de leucémia aguda en adults i causant del 1,2% de la
mortalitat global per cancer. Les incidencies publicades son variables, des de 2,9 i 3,7 nous
casos per 100.000 habitants a I'any en bases de dades europees (1-3) fins 4.3 nous casos
per 100.000 habitants/any a Estants Units (4). Tot i que pot ocdrrer en qualsevol grup
d’edat, la incidéncia de la LMA augmenta progressivament amb I'edat, fins assolir un pic de
12,6 casos/100.000 habitants/any a partir dels 68 anys (5) i s'estima que afectara a un
0.5% de la poblacio en algun moment de la seva vida (4,6). A Espanya, la LMA representa el
26% de les neoplasies mieloides diagnosticades, amb una edat mitjana al diagnostic de 68
anys i una taxa bruta d'incidéncia de 3.59 casos/100.000 habitants (7). Els avancos en els
tractaments oncologics en general estan comportant un augment de la supervivéncia
d'aquests pacients. Alhora, pero, aquest augment de poblacid que ha estat sotmesa a
tractaments amb farmacs citotoxics es tradueix en una creixent prevalenca de les LMA

relacionades amb tractament (8).

La etiologia de la LMA és encara en gran part desconeguda. Tot i aixi, s’han identificat

diversos factors que predisposen al desenvolupament de LMA (Figura 1).
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FACTORS ENDOGENS

FACTORS EXOGENS

Radiacio ionitzant
Benzé
Agents de quimioterapia
Fum del tabac

Desordres hematopoétics

Neoplasia mieloproliferativa

Sindromes mielodisplasiques
Anemia aplasica
Mieloma multiple

Desordres congénits

Sindrome de Down

Anémia de Fanconi
- Sindrome familiar plaquetar
Simptomes Disqueratosi congénita
Fat_lga Ataxia-pancitopénia
Debilitat Sindrome de Noonan
Pal-lidesa Sindrome de WT
Infeccions Neurofibromatosi 1
Febre Altres sindromes congeénits
Sagnats
Hepatomegalia
Esplenomegalia Altres desordres
Adenopaties Obesitat
Infiltracié de pell i mucoses Desordres tiroidals
—_— -— Desordres endocrins

Figura 1: Etiologia de la LMA. Factors endogens i exogens, generalment diversos i inespecifics, contribueixen al
desenvolupament de la malaltia.

Dels diversos factors exogens que contribueixen al desenvolupament neoplasic, els més
importants son I'exposicio a altes dosis de radiacio, I'exposicid cronica a altes dosis de
benze, el tabaquisme cronic i els farmacs quimioterapics com els agents alquilants i els
inhibidors de la topoisomerasa II principalment. Aquests agents exogens tenen la capacitat

de produir danys en I'ADN que acaben conduint a la transformacié maligna de les cél-lules
9).

D'altra banda, la LMA pot desenvolupar-se com una progressio d'altres trastorns clonals de
cel-lules mare hematopoetiques com a resultat de la inestabilitat genomica i de I'adquisicio
de mutacions addicionals. Els exemples principals son les neoplasies mieloproliferatives
(MPN) i les sindromes mielodisplastiques (SMD), que amb els anys poden acabar
transformant-se en LMA. Algunes malalties congénites caracteritzades per presentar una
insuficiencia medul-lar progressiva, com és el cas de I'anemia de Fanconi, també s'associen
a un risc més elevat de desenvolupar una LMA. Per Ultim, també s'ha vist que la
predisposicio de linia germinal per desenvolupar una leucémia sembla ser més frequent del
que es pensava, tot i que, en la majoria d’aquests pacients no és possible identificar un clar

factor predisposant a la LMA (10).

La carcinogénesi és un procés gradual des del teixit sa cap a un estat pre-neoplasic

asimptomatic que finalment esdevé maligne clinicament. L'adquisicio sequencial
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d'alteracions genétiques, com ara variacions en el nombre de copies, reordenacions
cromosomiques i mutacions genetiques, aixi com canvis epigenetics primerencs,
condueixen l'evolucio de les cél-lules somatiques a clons neoplasics amb una elevada

capacitat de proliferacio cel-lular i un blogueig de la diferenciacio i I'apoptosi (11).

Tot i que les causes genétiques involucrades en la leucemogenesi s'estan estudiant des de fa
molts anys, el procés no es coneix del tot. La caracteritzacié sistematica d'anomalies
cromosomiques estructurals juntament amb la incorporacid dels estudis moleculars i de
seqgUienciacio, han descobert la implicacio d'un gran nombre de gens en els mecanismes que
determinen la transformacio maligna de les cel-lules precursores de I'hematopoesi. Totes
aquestes troballes, han demostrat que la majoria dels gens involucrats no son capacos per
si sols de transformar una cél-lula progenitora i, per tant, és necessaria la cooperacié amb
altres esdeveniments oncogénics. Aixi doncs es va proposar un model de cooperacio entre

tres tipus d'alteracions genétiques o mutacions (Figura 2).

Tipus I
Avantatges proliferatives i de
supervivencia
FLT3
KIT

RAS
PNPN11
JAK2
B CBL
. .. Tipus II
Sense classificacio Alteracions de Ia
Modificacions epigenétiques diferenciacio cel-lular i
DNMT3a apoptosi
TET2 PML-RARA
IDH1 RUNX1-RUNXIT 1
IDH2 CBFB-MYH11
ASXL1 p KMT2A
WT1 CEBPA
) 4 NPM1

Figura 2: Model de cooperacié entre alteracions genétiques associades amb l'aparicio de la LMA (adaptat de
Lagunas-Rangel et al, 2017).

Les mutacions de classe I, que inclouen FLT3, KIT i RAS entre d'altres, confereixen
avantatges proliferatives i de supervivéncia als progenitors hematopogtics. Per altra banda,
les de classe II, entre els que destaquen reordenacions de gens del complex core binding
factor (CBF), KMT2A, RARA, MECOM, NPM1 o CEBPA, donen lloc a la pérdua de la
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diferenciacié hematopoetica i a I'adquisicié aberrant de propietats d’'auto renovacio (12).
Aquestes alteracions es presenten majoritariament en el moment del diagnostic i rarament
durant l'evolucié de la malaltia ni en subclons, fet que suggereix que representen
esdeveniments primaris de la leucemogenesi. Per Ultim, un tercer grup de mutacions que
no s'ajusten a cap de les dues classes anteriorment proposades, com son les mutacions de
DNMT3A, TET2 i ASXL1, promouen principalment modificacions epigenetiques (12-14).
Aquestes s'han arribat a identificar en cel-lules progenitores hematopoétiques préeviament al
desenvolupament de la LMA, fet que suggereix que poden ser esdeveniments primerencs

que precedeixen a la transformacio leucémica (10).

En general, les alteracions de la mateixa classe o categoria sén mutuament excloents. No
obstant aix0, hi ha algunes excepcions: s'ha evidenciat co-ocurrencia de mutacions RUNXT i
reordenacions de KMTZA, s’han observat mutacions de DNMT3A, NPM1 i IDH1/2 alhora, i
també es poden produir simultaniament mutacions de DNMT3A i NPM1 amb alteracions

classiques de classe 1 i classe 1I.

També s'ha de tenir en compte I'existéncia d'altres gens com és el cas de TP53, conegut gen
supressor tumoral que juga un paper important en I'apoptosi, la inestabilitat genética i la
inhibicio de I'angiogenesi. S'ha suggerit que la inhibicié de TP53 pot afavorir I'aparicid de
noves alteracions citogenetiques durant el desenvolupament de la LMA (15). Aquest fet,
juntament amb I'associacié de TP53 amb el cariotip complex (16) i amb mutacions tant de
classe T com de classe II, fan que també s'hagi de tenir en compte la implicacio de les

mutacions de TP53 en la leucemogenesi (17).

Per tant, amb la identificacid de noves alteracions genetiques pendents de classificacio i
d’'un numero creixent d'interaccions cooperatives d'aquestes alteracions, la classificacio
“classica” en les tres classes no acaba d'ajustar-se a la realitat. Recentment, a través del
projecte Cancer Genome Atlas, s’ha proposat un model revisat basat en categories

funcionals i que inclou tots els gens identificats (18) (Figura 3).
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Chromatin modifiers (30.5%) Transcription factor fusions
MLL fusions, MLL PTD, [ Spliceosome (13.5% )) (18%) PML-RARA,

NUP98-NSD1, ASXL1, EZ112, MYH11-CBFB, RUNX1-RUNX1T1,
KDMBG6A, other modifiers PICALM-MLLT10

Myeloid transcription

factors (22%) RUNX1,
CEBPA, other myeloid

| transcription factors

NPM1 (27%)

Tumor
suppressors (16.5%)
TP53, WT1, PHF6

DNA methylation (46%)
TET1, TET2, IDH1,
IDH2, DNMT3B, DNMTT,
DNMT3A

[ Cohesin complex (13%)

Activated signaling (59%)
FLT3, KIT, KRAS, NRAS, PTPs,
Ser/Thr kinases, other Tyr kinases

Figura 3: “Diagrama circos” que mostra els esdeveniments genetics que contribueixen a la patogenesi de la
LMA. S'han identificat nou categories funcionals de gens mutats. Les linies que connecten diferents categories
géniques reflecteixen les associacions entre mutacions en diferents vies, mentre que hi pot haver alteracions
mutuament excloents entre les arees que no estan connectades. Cada cas de LMA pot tenir diverses mutacions
géniques en diferents categories funcionals. PTP, proteines tirosina fosfatases; MLL PTD, duplicacié parcial de
tandem de MLL. (Font: Chen et al., 2013)

En aquest estudi de Ley i col-laboradors es va realitzar una analisi a gran escala de les
alteracions genomiques i epigenomiques de la LMA. Es van descriure més de 2.500
mutacions en seqiéncies codificants i es van identificar 23 gens amb una incidencia de
mutacié superior a l'esperada (inclosos els coneguts DNMT3A, FLT3, NPM1, IDH1, IDH? i
CEBPA; aixi com altres gens drivers descoberts recentment com UZAF1, EZH2, SMCIA i
SMC3). Gairebé tots els casos (99,5%) presentaven almenys una mutacio genica rellevant.
Un altre punt rellevant d'aquest estudi va ser la integracio de tots els gens mutats en una
categoritzacié funcional, amb la que s'ampliava fins a nou el nimero de classes de gens
funcionalment rellevants en la LMA (14,19) (Figura 3). En aquest model hi ha tant cooperacio
com mutua exclusivitat entre els diferents grups de mutacions geniques. Des d’'un punt de
vista fisiopatologic, la concurréncia de mutacions pot suggerir relacions complexes entre
diferents vies genétiques, mentre que I'exclusivitat mutua implica que les mutacions en

aquestes vies son drivers que afavoreixen la iniciacio i/o el desenvolupament de la LMA.

La identificacio d’'aquestes relacions funcionals entre vies i gens mutats proporciona una

base per comprendre la patogenesi de la LMA, pero queden encara moltes questions per
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resoldre. Per exemple, dilucidar com les alteracions identificades actuen conjuntament per
induir la LMA. A més, el valor pronostic de les mutacions geniques recentment descobertes i
de les categories definides s’hauria d’establir en estudis multicentrics més grans. Aquest
model complex de cooperacid i de exclusivitat mutua entre diferents mutacions i vies
associades a la LMA pot fer que la seva integracid en les guies cliniques sigui un gran repte

pero, alhora, pot permetre desenvolupar noves estratégies de tractament a mida.

1.1.2 Diagnostic

Els signes i simptomes de la LMA son diversos i inespecifics, pero la majoria d'ells
s'atribueixen principalment a la insuficiencia medul-lar causada per la infiltracio per
cel-lules blastiques de la medul-la ossia i/o a la infiltracid leucémica d'altres organs i teixits.
Normalment, els pacients presenten cansament, sagnats, anoréxia, febre i infeccions
degudes a la neutropenia, l'anemia i/o la trombocitopénia. La infiltracid leucemica
extramedul-lar pot produir una gran varietat de manifestacions cliniques depenent del teixit
o organ afectat. En destaquen I'hepatomegalia, esplenomegalia, hipertrofia gingival,
pneumonia i hemorragia pulmonar, trastorns per afectacio del sistema nervids central,

entre moltes altres.

El diagnostic preco¢ de la LMA i un tractament dirigit a temps son imprescindibles,
especialment en els casos en que la leucemia ve acompanyada de sindrome de lisi tumoral
0 coagulacio intravascular disseminada, que poden ser fatals sense el tractament adequat
rapid.

Davant la sospita clinica de LMA es realitza un aspirat de medul-la ossia (MO). El diagnostic
definitiu de LMA es basara en l'analisi i caracteritzacio de les cél-lules blastiques de la MO (o
de la sang periféerica (SP) en cas de no poder obtenir MO) a nivell morfologic, citoquimic,
immunofenotipic, citogenétic i molecular. La integracio de totes aquestes técniques
permetra la caracteritzacié completa de cada cas, que és el requisit per a un diagnostic i

tractament optims de la LMA.

L'estudi citomorfologic i citoquimic és el punt de partida indispensable per al diagnostic de
les malalties hematologiques. Al microscopi optic S'avalua el percentatge i distribucio
relativa de I'eritropoesi, la granulopoesi i la monocitopoesi per identificar un possible
trastorn hematologic; i es poden distingir les cel-lules normals de les patologiques i
potencialment leucémiques. Per a un diagnostic de LMA es requereix la presencia d'un 20%

0 més de blasts (mieloblasts, monoblasts o megacarioblasts) en I'estudi citologic de la MO o
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la SP. Com a excepcio, també es pot concloure un diagnostic de LMA en casos de leucémia
extramedul-lar (o sarcoma mieloide). Les tincions citoquimiques (esterases no especifiques,
mieloperoxidasa i ferro) permeten o faciliten la determinacié del llinatge cel-lular i
I'avaluacié de la displasia, necessari per la classificacio i el diagnostic diferencial del

subtipus de leucemia.

A més a més de I'avaluacio morfologica, I'immunofenotipatge mitjancant citometria de flux
servira per confirmar l'origen mieloide de la poblacid maligna aixi com el grau de
maduracio, ajudant aixi a la categoritzacid del subtipus de LMA segons els seu fenotip. A
mes, la citometria de flux permet diferenciar i quantificar poblacions cel-lulars sanes i
malignes, de manera que és essencial en el sequiment de la malaltia residual durant i

després del tractament.

Finalment, per a un correcte diagnostic de les LMA actualment, també sdn essencials els
estudis genetics, per a detectar alteracions cromosomiques, reordenacions genetiques i
mutacions adquirides a la cel-lula leucémica. Aquests estudis engloben les tecniques
citogenetiques (analisi cromosomica o cariotip i hibridacio in situ fluorescent (FISH)) i les
tecniques de biologia molecular. Malgrat que algunes LMA es caracteritzen encara
principalment per trets morfologics i immunofenotipics, I'actual classificacié de
I'Organitzacio Mundial de la Salut (OMS) reconeix 11 subgrups de LMA definits per la
presencia d’anomalies genetiques recurrents especifiqgues (6). En alguns casos, inclus
independentment del recompte de cél-lules blastiques en I'estudi citologic, el diagnostic de
LMA pot venir determinat per la presencia d'alteracions cromosomiques o moleculars
recurrents que son patognomoniques de LAM. Aquests alteracions genétiques son la t(8;21)
que forma el gen de fusio RUNX1::RUNXIT1 i la inv(16) o t(16;16) que comporten la fusio
CBFB::MYH11, ambdods casos definitoris de les LMA CBF; i la t(15;17) que genera el gen de
fusio PML::RARA i que defineix la leucémia promielocitica aguda (6). A part de la rellevancia
d'aquestes alteracions per a la classificacio de I'OMS, les alteracions genétiques tenen un

paper crucial en I'estratificacié pronostica, la decisid terapeutica i I'avaluacié de la resposta.

1.1.3 Classificacio

Durant molts anys, el diagnostic de la LMA es va basar Unicament en la revisio citologica de
la medul-la ossia i de la sang periferica. La variabilitat morfologica de les cél-lules segons el
tipus de llinatge i el grau de diferenciacid permetia establir certs subgrups. Inicialment el

1976, el grup franco-america-britanic (FAB) (20) va establir un metode de classificacio que
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dividia les LMA en sis subtipus diferents, segons I'aspecte morfologic dels blasts i la seva
positivitat per tincions histoquimiques, com la mieloperoxidasa, el Sudan negre i esterases
no especifiques (a-naftil acetat i a-naftil butirat). Posteriorment, en revisions successives, es
va anar refinant aquesta classificaci6 amb la incorporacié d‘alguns marcadors
immunologics de superficie cel-lular o citoplasmatics analitzats per citometria de flux.
Finalment, van quedar definits vuit tipus de LMA (Taula 1) (21,22). Tanmateix, aquesta

classificacio no reflecteix la diversitat genética en la majoria dels casos de LMA.

Taula 1: Classificacié de la FAB de les leucémies mieloides agudes. FAB: grup Franco-America-Britanic; MPO:
mieloperoxidasa; CD: cluster of differentiation; HLA: antigen leucocitari huma.

TIPUS MORFOLOGIA FREQUENCIA

LMAO Sen_sg d|ferenC|aC|o, <3% blasts MPO+, marcadors cel-lulars mieloides o 39,
positivitat per MPO

LMA1 Sense maduracio, 23% blasts MPO+; absencia o poca granulacio en els 15-20%
blasts

LMA2 A,mb maduracio granulocitica. 23% blasts MPO+; granulacio en més 95-30%
d'un 10% dels blasts
Promielocitica. Granulacid intensa, estelles citoplasmatigues; negativitat 1no

LMA3 per HLA-DR. Hi ha una variant hipogranular >-10%

LMA4 M|e!olmonomt|ca aguda, >20% promonocits, esterases inespecifiques 95-30%
positives.

LMA4 EO Mielomonocitica aguda variant amb eosinofilia 5-10%
Monocitica. Dues variants: LMA5a (monoblasts) i LMASb (promonacits). P

LAES AL Positivitat per esterases i marcadors cel-lulars monocitics (CD14 i CD11) 2L

: . . o 0 o

LMAG Er|troleucem|§. Elfltro.blasts >50% i 230% blasts mieloides entre les 3.5,
cél-lules no eritroides; glicoforina positiva

LMA7 Megacarioblastica. Positivitat per marcadors plaquetars per citometria 3-12%

de flux (CD41 i CD61).

Davant la necessitat d'incorporar nous parametres per a una millor classificacio,
I'Organitzacio Mundial de la Salut (OMS) va proposar al 2002 una nova classificacio dels
diferents subgrups de LMA basada en la correlacio clinica, morfologica, immunofenotipica i
genética (23-25). Aquesta classificacio tenia diferéncies importants respecte la classificacio
de la FAB. En destaquen el valor llindar de blasts per al diagnostic de la LMA, que es va
modificar del 30% al 20%, i la categoritzacié de les LMA en subgrups biologics i clinics. Els
avangos en el coneixement de la biologia de les LMA ha fet necessaria la revisio i

actualitzacio d'aquesta classificacio fins la Ultima versio publicada el 2017 (6).
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L'Ultima versio de la classificacido de la OMS, igual que I'anterior, reconeix per una banda
tres grans subgrups de LMA: LMA amb anomalies genetiques recurrents, LMA amb canvis
relacionats amb mielodisplasia i neoplasies mieloides relacionades amb el tractament. Per
altra banda, aquells casos que no compleixen criteris d'aquests subgrups o dels que no es
disposa d'alteracions genetiques especifiques s'han de considerar en el quart subgrup: LMA

sense cap altra especificacié (NOS), que es basa principalment en la classificacio de la FAB.

Un dels reptes de I'Ultima revisi6 ha estat com incorporar el coneixement genétic
recentment descobert en I'esquema de classificacio de LMA i, alhora, seguir el principi de
I'OMS de definir entitats homogenies i biologicament rellevants basades no només en
estudis genetics o en el seu pronostic si no també en estudis clinics, morfologics i
immunofenotipics. Aixd0 ha estat especialment problematic amb les mutacions més
freqUents i d'importancia pronostica en LMA de cariotip normal com son les mutacions de
FLT3, NPM1, RUNX1 i CEBPA. Els casos amb aquestes mutacions tenen caracteristiques
variables i les mutacions no sén mutuament excloents. En la seglent taula es mostra la

classificacio definitiva actual (Taula 2).

Taula 2: Classificacié de la OMS (2017) de les leucemies mieloides agudes.

Leucémia mieloide aguda (LMA) i neoplasies relacionades

LMA amb alteracions genétiques recurrents:
LMA amb t(8;21)(q22;g22.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA amb inv(16)(p13.1g22) o t(16 ;16)(p13.1;g22); CBFB/MYH11
LA promielocitica amb t(15;17)(g22;q12); PML/RARA
LMA amb t(9;11)(p21.3;q23.3); KMT2A-MLLT3
LMA amb t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
LMA amb inv(3)(g21.3;926.2) o £(3;3)(q21.3;g26.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) amb t(1;22)(p13.3;q13.1); RBM15-MKL1
LMA amb BCR-ABL1
LMA amb mutacié de NPM1
LMA amb mutacié bial-lelica de CEBPA
LMA amb mutacié de RUNX1

LMA amb canvis relacionats amb mielodisplasia

Neoplasies mieloides relacionades amb tractament

LMA sense cap altra especificacié (NOS):
LMA minimament diferenciada
LMA sense maduracio
LMA amb maduracioé
LA mielomonocitica
LA monoblastica i monocitica
Leucémia eritroide pura
LA megacarioblastica
LA basofilica
Panmielosi aguda amb mielofibrosi

Sarcoma mieloide

Proliferacions mieloides relacionades amb la sindrome de Down
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Neoplasia blastica de cél-lules dendritiques plasmocitoides

LA de llinatge ambigu
LA indiferenciada
LA de fenotip mixte amb t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
LA de fenotip mixte amb t(v;11q23.3); KMT2A reordenat
LA de fenotip mixte B/mieloide, NOS
LA de fenotip mixte T/mieloide, NOS
LA de fenotip mixte, NOS, tipus rars

El requisit previ per al reconeixement d'una entitat per part de 'OMS és la seva rellevancia
clinica i homogeneitat biologica, que la fa discernible no només per una determinada
alteracio genetica, sind també per les seves caracteristiques cliniques, morfologiques i/o
immunofenotipiques. Es per aquest motiu que s'intenta identificar alteracions genétiques
que puguin correlacionar-se amb la clinica i puguin definir noves categories de LMA. Amb
aquest objectiu Papaemmanuil et al. van intentar dissenyar una classificacio exclusivament
genetica de la LMA. La maijoria de classes identificades per aquest nou enfoc genetic
equivalien a entitats reconegudes per la classificacid de I'OMS, perd es van definir tres
classes genetiques noves (Taula 3). No obstant aixd, un subconjunt de pacients (4%) complia
criteris per a dues o més classes, fet que planteja la pregunta sobre quina alteracié tindria
prioritat diagnostica. En aquest estudi, només 1'11% dels pacients van romandre sense
classificar; mentre que I'actual categoria NOS de I'OMS inclou un 25-30% dels pacients amb
LMA (26).

Taula 3: Proposta de classificacio geneética de la LMA (Papaemmanuil).

ALTERACIONS CITOGENETIQUES T GENS
FREQUENTMENT MUTATS (%)

NPM1 (100), DNMT3A (54), FLT3-ITD (39), NRAS
(19), TET2 (16), PTPN11 (15)

GRUP GENETIC PROPOSAT FREQUENCIA

NPM1 27%

RUNX1 (39), MLLPTD (25), SRSF2 (22), DNMT3A
CROMATINA I/0 SPLICEOSOMA (20), ASXL1 (17), STAG2 (16), NRAS (16), TET2 18%
(15), FLT3-ITD (15)

Cariotip complex (68), =5/5q (47), =7/7q (44),

ANEUPLOIDIA TP53 TP53 (44), -17/17p (31), —12/12p (17), +8/8q (16) 15
inv(16)(p13.1g22)/t(16:16)(p13.1;q22);  inv(16) (100), NRAS (53), +8/8q (16), +22 (16), o
CBFB::MYH11 KIT (15), FLT3-TKD (15)

CEBPA BIALLELLC cesr té%I)-lélic (100), NRAS (30), WT1 (21), o
#(15;17)(G22;q12); PML::RARA {(15:17) (100), FLT3-ITD (35), WT1 (17) 4%
£8:21)(422;422); RUNXL::RUNXLTL £8:21) (100), KIT (38), -Y (33), -9q (18) 4%
FUSIONS KMT2A; t(V;11Q23) t(v;11g23) (100), NRAS (23) 3%
Inv(3)(a21626.2)/t(3;3)(a21;626.2); inv(3) (100), =7 (85), KRAS (30), NRAS (30), %
GATA2, MECOM (EVI1) PTPN11 (30), ETV6 (15), PHF6 (15), SF3B1 (15)
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IDH2R172 IDH2R172 (100), DNMT3A (67), +8/8q (17) 1%

£(6;9)(p23;q34); DEK::NUP214 £(6;9) (100), FLT3-ITD (80), KRAS (20) 1%

Aixi doncs, el gran objectiu encara és trobar caracteristiques significatives i rellevants que
permetin classificar tots aquests casos de LMA inclassificables en el futur. Es probable que

aixo millori I'estratificacio, el tractament i I'evolucié dels pacients amb LMA.

1.1.4 Tractament

Els diversos grups de tractament de pacients amb LMA segueixen protocols terapéutics amb
unes linies generals comunes o molt similars que, tot i poder diferir en algun punt, fan que
siguin comparables entre ells. Aixi, el primer gran objectiu del tractament quimioterapic
intensiu és assolir una remissio completa (RC) de la malaltia i, a més llarg plag, la curacio
de la LMA. Hi ha diversos factors a tenir en compte a I'hora de decidir el tipus de
tractament (Figura 4). El criteri principal i decisiu per al tractament intensiu és I'edat del
pacient. Els pacients menors de 70 anys i els que tenen entre 70 i 79 anys sense
comorbilitats en general poden sotmetre’s a un tractament de quimioterapia intensiva. En
els pacients majors de 80 anys aquesta decisid ja depén de més factors, com el risc

citogenetic, I'estat general del pacient, entre altres.

" <5

O
- |
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@4

Citogenetica
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Perfil molecular

I
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ERM

Expectatives del
pacient

Figura 4: Factors a tenir en compte en el tractament de la LMA.
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El tractament de la LMA amb quimioterapia intensiva es pot descriure en dues fases: un
primer tractament d’induccié, on <S’intenta eliminar el maxim nimero de cél-lules
leucemiques i assolir la RC, sequit de la post-induccio. Aquesta fase consisteix en un
tractament de consolidacio, en el que es vol eliminar les cel-lules residuals que puguin
quedar, i finalment un tractament post-intensificacié adaptat al risc que intenta evitar la

recaiguda de la malaltia (Figura 5).

Add
CBF-AML Intensive chemo L
Inv 16, 1(8:21) > +GO (CD33ADC) ” IDH1-2 inhibitor?" L
Patient FLT3 (ITD and/or - Intensive chemo + IDH1-2 L
characteristics TKD) mutation FLT3 inhibitor mutation ~o
(age, parformance = ERCUSSE BCT(OR Consider
status, prior Intensive chemo | . post-allogeneic

expasure o . All patients ———> (eq, 743, FLAG-Ida, CLIA) Add N sCT

chematherapy or ; .

radiotherapy, AHD,
organ function)

LAML, AML with Intermediate-risk
AHD, or AML-MRC |~ CPX:361 cytogenetics

L) Add GO?

Figura 5: Recomanacions terapéutiques per la LMA a I'actualitat (adaptat de Daver, 2020). AHD: antecedent de
malaltia hematologica; MRC: canvis relacionats amb mielodisplasia; GO: gemtuzumab ozogamicina; FLAG-ida:
fludarabina-AraC-filgastrim i idarubicina; CLIA: cladribina-idarubicina-AraC; CPX-351: combinacié de
daunorubicina i citarabina liposomica.

Tractament d'induccio:

La combinacio de 3 dies d'antraciclines (idarubicina) i 7 dies de citarabina segueix sent
I'estandard a seguir en el tractament d'induccid. Altres tractaments no han demostrat
millors taxes de RC i, de fet, no hi ha hagut canvis importants d’'aquest tractament en els
darrers 40 anys. Si que és cert que recentment s'estan incorporant pacients a assajos
clinics amb farmacs diana-especifics basats en els estudis moleculars i en el grup prondstic
(Figura 6), com son els anti FLT3 o els inhibidors tirosin-cinasa en LMA CBF amb mutacié de
c-Kit.

Tractament post induccio:

En primer lloc, es segueix un tractament de consolidacié amb antraciclina i citarabina o bé
nomeés citarabina a altes dosis. Seguidament <s'inicia el tractament post-consolidacio o
d'intensificacio que esta adaptat al risc. Els pacients amb un pronostic favorable segueixen
el tractament amb altes dosis de citarabina. Els pacients de risc intermedi es sotmeten a un
transplantament de progenitors hematopoétics (TPH), autoleg (auto) o al-logenic (alo) segons
el cas. L'evolucié després de l'auto-TPH és similar a l'observada amb la quimioterapia
intensiva post-remissio i no s’ha observat que millori la supervivéncia, de manera que

diversos grups de tractament estan deixant d'utilitzar I'auto-TPH com a opci6 terapéutica en
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LMA. Per Ultim, els pacients amb pronostic advers es sotmeten a un alo-TPH. El benefici de
I'alo-TPH es deu al régim de quimioterapia d'acondicionament i a I'efecte de I'empelt contra
leucémia. Tot i ser la millor estratégia terapéutica, associada a un risc de recaiguda més
baix, s’ha de tenir en compte que el benefici es veu limitat per l'elevada mortalitat

relacionada amb el propi alo-TPH.
Altres tractaments:

Avui dia, la informacid genetica al diagnostic condueix cada vegada més a un tractament
individualitzat i a una terapia dirigida. Un dels casos més estandarditzats és el cas de la
LMA amb mutacions de FLT3, que es tracta amb inhibidors de la proteina FLT3 com la
midostaurina. Perd cada vegada es descriuen més mutacions genétiques (com IDH, SF3B1 o
KIT entre d'altres) que també poden influir en I'eleccid del tractament (Figura 6). La malaltia
minima residual que es pot seguir mitjancant immunofenotip o tecniques moleculars també
pot comportar estrategies de seguiment i tractament individuals. En el cas de recaiguda, les
alteracions genetiques poden diferir de les del moment del diagnostic i es recomana
revaluar tot el cas per decidir la millor terapia de rescat. En casos de pacients majors de 65
anys i amb citogenética de risc advers sembla que s‘obtenen millors resultats amb
tractament amb azacididina (farmac hipometilant) en comparacid amb la terapia
convencional (que inclou quimioterapia, baixes dosis de citarabina i suport). De manera
similar, en aquest subconjunt de pacients, els que presenten mutacions de TP53 i NRAS es
beneficien del tractament amb azacitidina, mentre que els pacients amb mutacions FLT3 i

TET2 tenen un millor resultat en regims de quimioterapia convencionals (27).

Luspatercept

IDH2 inhibidors
(Enasidenib)

Sunitinib
Lonafarnib

FLT3 inhibidors
(*Midostaurin, Gilteritinib,
Sorafenib, Quizartinib)

ATO / ATRA |

IDH1 inhibidors
(lvosidenib)

Azacitidina
Decitabina

| Palbociclib
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Figura 6: Tractaments de la LMA dirigits segons les alteracions genetiques (adaptat de Ley et al, 2013).

1.2 GENETICA DE LA LMA

La introduccid de les tecniques de bandeig cromosomic (28) va ser fonamental a la decada
dels 1970 per descobrir que les cél-lules de LMA contenien anomalies citogenétiques
recurrents, com ara la t(8;21)(g22;g22) en una LMA2 segons la FAB o la t(15;17)(g22;g21) en
la leucemia promielocitica aguda (29,30). Aixo va obrir el cami a la identificacid dels gens
implicats en les reordenacions cromosomiques i a coneixer com la conseqlent
interrupcid/activacio de gens o la formacié de gens de fusid promouen la transformacio
leucémica (Figura 7). Els avangos en les tecniques de sequenciacid també han permés

identificar una gran quantitat de gens mutats en LMA, com FLT3, NPM1 i CEBPA (31-33).
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Figura 7: Esquema de I'accid leucemogénica dels factors citogenetics i moleculars més coneguts en LMA (Font:
Lagunas-Rangel et al, 2017)

Tota questa informacio s'ha adoptat per definir les estrategies de diagnostic i maneig de les

LMA fins al punt que actualment I'estudi citogenetic i el molecular sén imprescindibles en el
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moment del diagnostic d’'una LMA, en I'estratificacio pronostica i en I'eleccié del tractament

a sequir.

1.2.1 Alteracions citogenetiques

S’ha descrit que entre un 50% i un 60% dels pacients amb LMA presenten alteracions
cromosomiques en el moment del diagnostic (34-37). Fins ara, s'han identificat i clonat més
de 100 reordenacions cromosomiques equilibrades (translocacions, insercions i inversions)
considerades esdeveniments iniciadors de la leucemogenesi (Mitelman Database, Accessed
August 2, 2011). En un 30% dels casos de LMA es detecten alteracions citogenéetiques

recurrents de la classificacio de la OMS (6).

A la taula es descriuen algunes de les alteracions cromosomiques recurrents descrites en

pacients amb LMA i la seva correlacié amb el diagnostic citologic (Taula 4):

Taula 4: Alteracions citogenétiques recurrents en la LMA. Es mostren les associacions més freqients amb algun
tipus segons les classificacions FAB/OMS. (Font: Yang et al., 2017). Incidéncies extretes de mateixa font més
Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology, MRC i CALGB.

ALTERACIONS CROMOSOMIQUES TIPUS DE LMA INCIDENCIA

t(8;21)(922;022); M2 / LMA amb anomalia genética 5-10%
RUNX1::RUNX1ITI recurrent ’
t(15;17)(q22;912); o N 1no
DML -RARA M3 / Leucemia promielocitica aguda 5-10%
inv(16)(p13g22) i t(16;16); M4-Eo / LMA amb anomalia genética 589
CBFB::MYH11 recurrent °
Reordenacions 11g23; M4 i M5 / LMA amb anomalia genética ~59
KMT2A recurrent °
inv(3)(q21g26) i t(3;3); M1 i M7 / LMA amb anomalia genetica 129
GATA2::MECOM recurrent °
t(6;9)(g23;q34); M2 i M4 amb basofilia / LMA amb 0.7-1.8%
DEK::NUP214 anomalia genética recurrent SO

EQUILIBRADES: t(1;22)('p?13.3;q13.1); M7 / LMA amb anomalia genetica <1%
RBM15::MKL1 recurrent

TRANSLOCACIONS T |6 16)011:p13) i inv(®);

! ! ! H 0,

INVERSIONS MOZ--CBFB M4 i M5 0.5%
t(1;3)(p36,921); LMA amb canvis relacionats amb ~50 casos
RPN1::PRDM16 mielodisplasia
t(3;5)(g25;935); LMA amb canvis relacionats amb <19
NPM1::MLF1 mielodisplasia °
1(3;12)(q26;p13); : (. N
ETV6--MECOM Sense subtipus especific 50 casos
t(3;21)(g26,;922); M2 i M4, LMA amb canvis relacionats 0,149
RUNX1::MECOM amb mielodisplasia R
t(7;11)(p15;p15); N
NUP98::HOXA9 M2 80 casos
t(16,21)(p11,922); . - N
FUS-ERG Sense subtipus especific 40 casos

DESEQUILIBRADES: LMA amb canvis relacionats amb o

DELECIONS del(3q) mielodisplasia 2%
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del(11q) LMA amb canvis relacionats amb 1%
mielodisplasia
anomalies 12p LMA amb canvis relacionats amb 2-3%
mielodisplasia
LMA amb canvis relacionats amb .
del(5q) mielodisplasia i LMA secundaries a 3%
tractament
LMA amb canvis relacionats amb
del(7q) mielodisplasia i LMA secundaries a 2%
tractament
, LMA amb canvis relacionats amb 20
del(17p) i i(17)(gq10) mielodisplasia 2-3%
der(1;7)(q10;p10) Sense subtipus especific 0.2-2%
(continuacio)
ALTERACIONS CROMOSOMIQUES TIPUS DE LMA INCIDENCIA
Monosormia 5 LMA amb canvis relacionats amb 2%
mielodisplasia
Monosomia 7 LMA amb canvis relacionats amb 59
mielodisplasia
Monosomia 17 LMA amb canvis relacionats amb 2-3%
mielodisplasia
ALTERACIONS Trisomia 8 (aillada) M4 i M6 5-6%
Rl Trisomia 11 (aillada) M1, M2, M4 i displasia multilinia 1%
Trisomia 13 Sense subtipus especific 1-3%
Trisomia 21 (adquirida) Sense subtipus especific 3-6%
Trisomia 22 = 2-3%

1.2.1.1 Alteracions estructurals equilibrades

Son reordenacions cromosomiques que no comporten perdua ni guany de material genetic.
Els dos tipus més frequents son les translocacions (intercanvi d'un fragment cromosomic
entre dos cromosomes de manera reciproca) i les inversions (fragment que gira o
s'inverteix dins del mateix cromosoma). La consequencia d'aquestes anomalies acostuma a
ser 'activacio d'un gen critic, com un oncogen, o la generacié d'un gen hibrid, i per tant
una nova proteina quimerica amb propietats oncogeniques. Aquest Ultim mecanisme és
segurament el més freqient en LMA. Els exemples de translocacions recurrents més
freqlents i conegudes serien la t(15;17) amb la reordenacid PML::RARA, la t(8;21) amb
RUNX1::RUNX1T1 i la inv(16) o t(16;16) amb CBFB::MYH11. També s'han identificat gens que
poden reordenar-se amb una gran varietat de gens partner fet que pot donar lloc a
diagnostics i pronostics diferents. Aquest és el cas del gen KMT2A (préviament anomenat

MLL) que es troba en el cromosoma 11g23. Fins a la data, s'han identificat i caracteritzat
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meés de 90 gens partner diferents (38), que produeixen com a conseqlencia la gran
heterogeneitat d'aquest grup de leucémies. La translocacio més frequent és la
£(9;11)(p23;923) / MLLT3::KMT2A reconeguda per la classificacio OMS com a categoria
especifica (6). Les restants translocacions 11923, com ara la t(6;11)(q27;923) /
AFDN::KMT2A, la £(10;11)(p12;923) / MLLT10::KMTZA o la t(11;19)(q23;p13.1) / ELL::KMTZ2A,

son menys freqUents i menys caracteritzades.

1.2.1.2 Alteracions estructurals desequilibrades

Es tracta d’anomalies cromosomiques que comporten la pérdua o el guany de material
genetic. Hi ha una gran diversitat de tipus dalteracions (isocromosomes, cromosomes
derivatius, anells, entre altres) pero les més freglents son les delecions, en les que es
produeix una perdua neta de material cromosomic. En aquests casos generalment es
produeix la perdua o truncament de gens critics, generalment gens supressors tumorals. En
LMA, les delecions que es veuen més freqlientment son les que afecten als cromosomes 5q,
7q, 11qg, 12p, 13qg, 17p i 20qg. Aquestes alteracions (a excepcid de la delecid 20q) es
consideren suficients segons I'Ultima versid de la OMS per a diagnosticar una LMA amb
canvis relacionats amb mielodisplasia. Per altra banda, aproximadament el 70% del
pacients amb LMA secundaries a tractament (t-LMA) presenten alteracions desequilibrades
de les descrites, sent les més habituals les delecions 5g i 7g. Aquestes delecions sovint es
presenten acompanyades d'una o més anomalies addicionals i s'associen a t-LMA amb trets
displasics i a periodes llargs de laténcia post-tractament amb agents alquilants i/o

radiacions ionitzants (Taula 4).

1.2.1.3 Alteracions numeériques o aneuploidies

Son els guanys (trisomies) o perdues (monosomies) de cromosomes sencers. La +8 és la
trisomia aillada més freqlent en LMA, mentre que les -5 i -7 sdn les monosomies més
freqlents. No es coneix encara exactament com les trisomies contribueixen a la
leucemogenesi. En canvi, les monosomies acostumen a comportar la perdua de gens

importants pel control del cicle cel-lular i en general s'associen a mal pronostic.
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1.2.1.4 Cariotip complex i cariotip monosomic

El cariotip complex (CK) s'observa en un 10-14% dels pacients amb LMA de novo i fins a un
23% en pacients d'edat més avancada (36,39). Sovint conté nombroses anomalies
cromosomiques que, mitjancant I'analisi convencional de bandes G, sén parcialment
interpretades. Aquestes anormalitats inclouen translocacions desequilibrades amb material
cromosomic no identificable per les técniques de tincid convencionals, cromosomes
marcadors, anells, regions de tincio homogénia o dobles minuts. En general, els pacients
amb LMA amb CK es caracteritzen per guanys i pérdues cromosomiques, en lloc de
translocacions equilibrades, fet que suggereix mecanismes diferents en la leucemogenesi
(40).

La definicio de CK ve determinada pel seu impacte sobre el pronostic. Aquest concepte es va
introduir per primera vegada per C. Bloomfield i col-laboradors el 1982 en el Fourth
International Workshop on Chromosomes in Leukemia (41). Des daleshores, s'aplica el
terme CK per catalogar el risc pero la seva definicio varia segons els diferents grups
d’estudi i tractament de la LMA. La majoria de grups apliquen aquest terme a cariotips que
inclouen almenys tres anomalies cromosomiques no relacionades [en la majoria dels casos,
excloent la t(15;17), la t(8;21) i la inv(16) o t(16;16)], mentre que la classificacié de UK
Medical Research Council considera 4 o més anomalies (34-36,42). Posteriorment a aquests
estudis, Stolzel et al. també revalida el tall per complexitat de cariotip en LMA amb 24
anomalies (43). A part del nimero d'alteracions a partir del qual es defineixi la complexitat,
també s’han dut a terme estudis sobre altres parametres citogenétics que puguin modular
I'impacte pronostic del CK. En aquest sentit, el Southwest Oncology Group (SWOG) va
demostrar que els pacients amb CK pero sense afectacio de cromosomes 5 o 7 tenien una
taxa de remissié completa del 50% i una supervivéncia global del 20%, mentre que els
pacients amb CK i implicacié de cromosomes 5 o 7 tenien taxes significativament més
baixes (44). També el Grup Cooperatiu Alemany d'Estudi del Transplantament va demostrar
que una classificacio jerarquica dels cariotips de risc advers d’acord a tres grups segons
alteracions genetiques estratificava millor els pacients sotmesos a alo-TPH (45).
Concretament van demostrar que les anomalies de 17p (afectacid de TP53) o les alteracions
del cromosoma 5 (monosomies i delecions del brag q) representaven uns subgrups de

pacients amb pitjor supervivencia que la resta de cariotips de risc advers (incloent CK).

Amb aquesta heterogeneitat de definicions i classificacions, el grup HOVON (Haemato
Oncology Foundation for Adults in the Netherlands) va revisar la classificacid citogenética de

la LMA amb l'objectiu de determinar un tipus de cariotip amb impacte pronostic i, més
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important, una definicié Unica i inequivoca. Aixi, va distingir un subgrup de pacients amb
I'anomenat cariotip monosomic (MK) que es caracteritza per un pronostic especialment
dolent (46) (Figura 8).

0.75

CBF (n = 254; 96 deaths)

Overall Survival (%)

0.50 CN (n = 1,002; 631 deaths)
K- (n = 535; 408 deaths)
0.25
P<.001 MK+ (n = 184; 179 deaths)
0 12 24 36 48

Time (months)

Figura 8: Supervivencia global de les quatre categories pronostiques proposades per Breems et al. (Font: Breems
et al, 2008).

El MK es defineix com la pérdua d’'un cromosoma autosomic en combinacié amb almenys
una altra monosomia autosomica o una anomalia estructural. Aquests cariotips inclouen
gairebé sempre almenys una anomalia cromosomica associada a risc advers (-5/del(5q), -7,
anomalies 17p) mentre que presenten una freglencia significativament menor de
mutacions dels gens NPM1 i FLT3-ITD (47-49). Cal tenir en compte que la majoria de MK
son també CK, ja que fins a un 75% dels CK son hipodiploidies (és a dir, tenen <45
cromosomes) i que els pseudodiploids (46 cromosomes) i els hiperdiploids (247
cromosomes) també acostumen a presentar almenys una monosomia (40) (Figura 9). En
general, aproximadament la meitat dels pacients definits com a cariotip advers segons els
sistemes de classificacio estandard tenen un MK i diversos estudis ja han revalidat el
pronostic especialment pobre d‘aquest subgrup de pacients (34,49,50). Pel que fa al
tractament, no esta clar que aquests pacients es puguin beneficiar d'un alo-TPH (48,50,51) i

probablement s’haurien d’explorar noves estrategies terapeutiques.
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Figura 9: A) Cariotip monosomic no complex: 45,XY,del(6)(q21q25),-10[10]. B) Cariotip complex no monosomic:
46,XY,t(4;5)(25;q15),del(6)(p22),add(8)(g22),add(11)(q13),del(15)(q22926),del(17)(q12),
der(17)t(11;17)(q13;921)[15]. C) Cariotip complex i monosomic: 44,XX,-4,del(5)(q12g33),-18,
ider(20)(q10)del(20)(gq11.2),ins(21)(q11.2),del(22)(q13)[20].

L'analisi citogenética convencional té limitacions que cal tenir en compte. Per una banda,
I'estudi del cariotip pot no ser informatiu en fins un 10% dels casos de LMA degut a una
qualitat o quantitat insuficient de metafases per analitzar. Per altra banda, tot i tractar-se
de casos excepcionals, s'han descrit alteracions criptiques en la LMA, és a dir, no
identificables mitjancant el patré de bandes G. En son un exemple alguns reordenaments
que afecten el gen NUP98 en el cromosoma 11p15.5 i que confereixen un pronostic
desfavorable (52). També a tenir en compte que aproximadament un 5% dels pacients amb
una reordenacié associada a bon pronostic (és a dir, PML::RARA, RUNX1::RUNXIT1 o
CBFB::MYH11) no la presenten amb la forma citogenetica classica (53-55). En aquests casos,
el gen de fusid es pot formar mitjancant una insercio (i per tant el cromosoma implicat
sembla normal), mitjancant translocacions variants (per exemple involucrant un cromosoma
partner alternatiu), o bé alteracions més complexes que poden “amagar” la reordenacio

classica. En tots aquests casos es requereix I'estudi mitjancant FISH o bé técniques
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moleculars per detectar la preséncia d'alteracions rellevants per al diagnostic i pronostic de
la LMA.

Per ultim, en el 40-50% de les LMA de nou diagnostic I'analisi citogenetica pot resoldre’s en
un cariotip normal (NK), definit com I'absencia d’alteracions cromosomiques clonals en
I'analisi d'un minim de 20 metafases. El NK representa el subconjunt citogenétic més gran
de pacients amb LMA i es classifica com a risc intermedi per tots els grups més importants
d'estudi i tractament de LMA (34-36). La LMA amb NK és un grup heterogeni caracteritzat
per una variabilitat notable en termes de resposta al tractament (assoliment de CR, taxa de
recaiguda, DFS i 0S). Aquest fet ve determinat per la heterogeneitat molecular de la LMA
citogenéticament normal (Figura 10). En aquest context, la preséncia o abséncia de
mutacions geniques especifiques i/o canvis en I'expressié genica son determinants per

valorar el pronostic dels pacients.

1.2.2 Alteracions moleculars

La caracteritzacié molecular de les LMA de nou diagnostic és imprescindible degut a la seva
importancia en I'estratificacio pronostica, sobretot dels pacients amb NK en els que no hi ha
un marcador citogenétic de referéncia que defineixi el diagnostic ni el pronostic de la LMA
(Figura 10). En els darrers 15 anys, amb el desenvolupament de les técniques de
seqlienciacio massiva, s’han produit avengos molt importants en la identificacio de

mutacions geniques relacionades amb la patogenesi de la LMA.
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Figura 10: Heterogeneitat molecular de la LMA de NK. (Font: Dohner, 2010)

Una mutacio es una alteracid permanent en la seqténcia de nucleotids de I'ADN d'un gen.
La mida de les mutacions és variable; poden afectar des d'un Unic nucleotid (mutacions
puntuals) fins a un segment d’ADN més gran. Hi ha diversos mecanismes d'alteracid del

DNA que donen lloc a les mutacions:

Insercions i delecions: Aquestes alteracions canvien el nombre de nucleotids d'un gen
afegint (insercions) o eliminant (delecions) un Unic nucledtid o un fragment d’ADN. Com a

resultat, és possible obtenir una proteina diferent o truncada.

Duplicacions: Consisteix en un fragment d’ADN que es copia de manera anormal una o més

vegades.

Expansié per repeticions: Les repeticions de nucleotids son seqténcies curtes d'ADN que es
repeteixen diverses vegades seqguides. Per exemple, una repeticio de trinucleotids esta
formada per seqténcies de 3 parells de bases. Per tant, es tracta d'un augment del nombre

de vegades que es repeteix la sequiéncia d'ADN curt.

Quan es produeix una mutacid, la funcionalitat de la proteina codificada pot veure’s
alterada de diverses maneres depenent d'on i com es produeixi la mutacio. D'acord amb

aixo, hi ha diversos tipus de mutacions:
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utacio mi ; r u utacio puntual. u , Vi u

Mutacio missense: Es tracta d'una mutac ntual. En aquest cas, el canvi en una de les
bases de I'ADN es tradueix en la substitucid d’'un aminoacid per un altre en la proteina
produida pel gen. Pot alterar l'estructura o la funcid de la proteina si afecta a una posicio

critica.

Mutacio nonsense: Es també una mutacié puntual que causa, en aquest cas, I'aparicio d'un
codd stop. Aquest tipus de mutacio es tradueix en una proteina escurcada que pot

funcionar de forma inadequada.

Mutacio silent: Son mutacions puntuals en les quals el nou aminoacid codificat és similar a

I'antic aminoacid, de manera que no es produeix un efecte fenotipic en I'organisme.

Mutacid frameshift: En aquest cas s'afecten diverses bases de I'ADN (no multiples de tres) de
manera que es produeix un canvi en la pauta de lectura del gen i per tant canvia la
codificacid d’aminoacids. La proteina resultant sol ser no funcional. Les insercions, les

delecions, les duplicacions i I'expansio per repeticions poden causar mutacions frameshift.

Mutacio in frame: Afecten a diverses bases de I'ADN, perd en aquest cas sempre multiples
de tres, per tant no canvia la pauta de lectura. De la mateixa manera que les anteriors,

poden venir donades per insercions, delecions, duplicacions i expansions de repeticions.

Alguns dels gens identificats com a mutats de manera recurrent son KIT, FLT3, NPM1,
CEBPA, RAS, WT1, BAALC, ERG, MN1, DNMT, TET2, IDH, ASXL1, PTPN11 i CBL (Taula 5).
D'entre tots aquests, en destaquen FLT3, NPM1, CEBPA i RUNX1, per la seva associacio amb

la resposta al tractament i el progrés de la malaltia (13,26,56,57).

Taula 5: Mutacions genétiques recurrents en LMA de novo en adults. (Font: Short, 2018)

FREQUENCIA IMPACTE PRONOSTIC COMENTARIS

Més frequient en LMA de NK (<35%), s'associa a pitjor
20-25% (ITD) i  Inferior supervivencia  pronostic la ITD amb ratio al-lelica alta (>0.5), el
FLT3 5-10% (D835 per les ITD; no esta  pronostic es veu afectat quan hi ha mutacions de NPM1
TKD) clar en el cas de TKD  concomitants, i significat pronostic no ben establert
amb ['Us d'inhibidors de FLT3.
Més frequient en LMA de NK (<60%), si hi ha alteracions
Millor supervivéncia  citogenetiques no afecten el pronostic, augmenta la
NPM1 ~30% (en abséncia de ratios  incidéncia en pacients joves, s'observa associacio amb
altes de FLT3-1TD) mutacions concomitants de FLT3, IDH1/2 i DNMT3A, i és
un bon marcador per monitoritzar la malaltia residual.
Més freqtient en LMA de NK (<20%), si hi ha alteracions
Millor supervivéncia  citogenetiques no afecten el pronostic, augmenta la
(només si bial-lélic) incidencia en pacients joves, i s’han descrit mutacions
germinals amb predisposicio familiar a LMA.

CEBPA ~10%
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~15%

5-20%

5-15%

5-20%

5-20%

Inferior supervivencia
en LMA CBF

Dades controvertides

Dades controvertides

Dades controvertides

Dades controvertides

Inferior supervivencia

Inferior supervivéncia

Inferior supervivéncia

Més freqlent en LMA CBF (25-35%), pitjor pronostic en
LMA amb t(8;21) que amb inv(16).

Més freqtient en LMA de NK (<35%), augmenta la
incidencia en pacients d’edat avancada, empitjora el
pronostic quan es presenta amb altres mutacions i el
pronostic varia segons el tipus de mutacio i 'edat del
pacient.

Més frequent en LMA de NK (<30%) i s'associen a
mutacions de NPMI1 concomitants.

S'associen a mutacions de NPM1 i CEBPA bial-lelica i a la
inv(16) i la inv(3), s'observen millors supervivencies en
casos de mutacions NRAS en preséncia de mutacions
NPM1 i DNMT3A.

Més freqlent en LMA de NK (<25%), augmenta la
incidéencia en pacients d’edat avangada i son mituament
excloents amb les mutacions IDH1 i IDHZ.

Augmenta la incidéncia en pacients d'edat avancada, i
s'associa a LMA secundaria que progressa d’'una malaltia
hematologica prévia.

Augmenta la incidéncia en pacients d’edat avancada,
s'associa a LMA secundaria que progressa d'una malaltia
hematologica prévia, i s'han descrit mutacions
germinals amb predisposicio familiar a LMA.

Augmenta la incidéncia en pacients d’edat avancada, i
s'associa a CK, MK i LMA secundaria (a tractament o a
malaltia hematologica previa).

Mutacions de FLT3:

La tirosina cinasa 3 Fms-like (FLT3), membre de la familia dels receptors tirosina cinasa

classe III, s'expressa a la superficie dels progenitors hematopoétics normals i en un alt

percentatge de cél-lules blastiques de pacients amb LMA (58). Aquest receptor i el seu

lligand juguen un paper molt important en la proliferacio, supervivéncia i diferenciacio de

les cel-lules progenitores hematopoétiques. La unio al seu lligand comporta una dimeritzacio

del receptor que provoca una activacio de l'activitat tirosina cinasa, fet que promou la

proliferacio cel-lular (Figura 11) (59).
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Figura 11: Vies de senyalitzacio de FLT3 (Font: Swords et al, 2012).
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Figura 12: Estructura de FLT3 (Font: Cuervo-Sierra et al, 2012).

Aproximadament el 25% de les LMA presenten duplicacions internes en tandem (ITD) del
gen FLT3 que afecten als exons 11 i 12 d’aquest gen localitzat en el cromosoma 13qg12, zona
que codifica pel domini juxtamembrana (JM) de la proteina (Figura 12). Aquestes alteracions
acostumen a ser una insercio de la seqlencia entre els aminoacids 575 i 613 de la proteina
FLT3. Les duplicacions poden ser de mides variables, s’han descrit duplicacions entre 3 i 400
parells de bases, i la seva posicio exacta difereix entre els casos (60). Les ITD comporten
una dimeritzacid i una activacio constitutiva del receptor en absencia del seu lligand (61), i
per tant, una activacio de les vies de senyalitzacio intracel-lular amb el consequient augment
de la proliferacio cel-lular i inhibicio de I'apoptosi. Aquesta alteracio és detectada meés
freqlientment en pacients amb LMA i cariotip normal, i gairebé tots els estudis coincideixen
en considerar com factor pronostic advers la preséncia de mutacions de FLT3-ITD (62-64).

Alguns estudis han suggerit també que el nombre de mutacions trobades en cada pacient o
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la llargada dels segments duplicats podrien també ser importants pel pronostic de la LMA
(63,65), pero aquests fets no han estat validats per estudis posteriors (66). El que si s'ha
demostrat és que no només influeix la presencia de les ITD, sind també la seva quantitat
(calculada com a ratio entre al-lel mutat i al-lel germinal o wild-type). Aixi, s'observa que els
pacients amb LMA de risc citogenetic intermedi i una ratio de FLT3-ITD baixa (<0.5)
presenten una supervivéncia global comparable a la dels pacients amb LMA sense mutacid
FLT3-ITD (67). Analisis multivariants confirmen que elevats valors de ratio mutat/wild-type

son un factor de pronostic independent (68).

Posteriorment a la identificacio de les FLT3-ITD en pacients diagnosticats de LMA, es va
reportar la presencia de mutacions activadores que afectaven al codd 835 del segon domini
tirosina cinasa (TKD) del gen FLT3 (Figura 12) (69). S'ha demostrat una incidencia
d’'aquestes mutacions en aproximadament el 7% dels pacients amb LMA. Aquestes
mutacions provoguen una activacid constitutiva de la proteina (68). El significat pronostic de
les mutacions FLT3-D835 en les LMA és més controvertit i no sembla que confereixin mal

pronostic en els pacients de risc citogenétic intermedi o NK (70-72).

Mutacions de NPM1:

S'han descrit com un dels canvis genetics més freqients en les LMA, ja que es troben en un
35% dels pacients amb LMA i aproximadament en el 50-60% de les LMA amb NK (73,74). El
gen NPM1 es troba en el cromosoma 532 i codifica per a una proteina llangadora entre el
nucli i el citoplasma que, entre d'altres funcions, modula factors de transcripcid supressors
de tumors. S’han descrit diversos tipus de mutacions que consisteixen en petites insercions
o delecions d’entre 4 i 10 parells de bases en I'exd 12 del gen. Totes elles comporten un
canvi en la pauta de lectura del gen que dona lloc a una proteina variant que s'acumula al
citoplasma i no desenvolupa la seva funcid (75,76). Aquestes mutacions s'associen a un
pronostic relativament favorable en pacients amb NK que no tenen mutacions FLT3-ITD o bé
amb ratio al-lelica FLT3-ITD/WT baixa (77,78). Tot i que la majoria d’estudis s’han centrat
en la LMA de NK, també s’ha analitzat I'impacte de les mutacions NPMI en pacients amb
alteracions citogenetiques. S'ha vist que en els casos amb un cariotip de risc intermedi i en
abséncia de FLT3-ITD les mutacions NPMI també confereixen una millor supervivencia
(34,79). Per altra banda, un estudi recent ha posat de manifest que, en pacients amb un
cariotip de risc advers sense mutacio FLT3-ITD concomitant o amb ratio al-lélica baixa, la
presencia de mutacions de NPMI no compensa limpacte negatiu de les alteracions

citogenetiques adverses (80).
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Mutacions de CEBPA:

S’han descrit en un 9% de les LMA i, en concret, en un 5-14% de les LMA amb NK (81,82).
El gen CEBPA es troba en el cromosoma 19q13.1 i codifica per un factor de transcripcid
implicat en la diferenciacié cel-lular. Les mutacions en causen la pérdua de funcid i el
conseqUent bloqueig de la diferenciacio i maduracidé granulocitica. Hi ha dos tipus de
mutacions de CEBPA: les que es produeixen en la regié N-terminal del gen, que condueixen
a la formacio d’'una proteina més curta, i les de la part C-terminal, que afecten a la regio
d’unioé al DNA. Els pacients amb LMA poden presentar una de les dues mutacions o les dues
mutacions alhora, generalment en al-lels diferents. Diversos estudis han demostrat que tan

sols els doble mutats amb mutacio bial-léelica s'associen a un pronostic favorable (82-85).

Altres alteracions moleculars en la LMA:

Més recentment, sobretot degut als estudis realitzats amb noves técniques de sequienciacio
de nova generacio, s'han identificat multitud de gens implicats en la fisiopatologia de la
LMA, fet que permet una millor caracteritzacio de la malaltia (Taula 5). S'han descrit, entre
d'altres, mutacions de gens supressors tumorals, com TP53 i WTI1, mutacions de gens
implicats en vies de senyalitzacio, com cKIT, KRAS i NRAS, i mutacions en gens implicats en
mecanismes de regulacid epigenética, com son IDHI, IDH2, TET1, TET2, DNMT3, ASXL1 i
EZH2. La importancia pronostica d’'aquestes alteracions no esta ben establerta encara en

tots els casos.

1.3 CLASSIFICACIO EN GRUPS DE RISC

L'analisi citogenetica en el moment del diagnostic és un dels factors pronostics
independents més importants en pacients amb LMA. Una correcta avaluacio del risc
citogenetic en aquests pacients permet I'estratificacio de la LMA en diferents categories i

decidir la millor opcid de tractament post-remissio.
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1.3.1 Sistemes d’estratificacio basats en la citogenetica

Els principals grups cooperatius distingeixen tipicament entre tres grups de risc
citogenética: favorable, intermedi o estandard i advers. Tanmateix, s'observen diferencies
notables entre els diversos sistemes de classificacio (Taula 6) que impliquen diferéncies en
les decisions terapeutiques a emprendre pel pacient. A més, aquest fet també fa dificil la
comparacio de resultats entre els diversos assajos clinics, concretament a I'hora de treure
conclusions sobre quins grups de pacients tenen més (i menys) probabilitats de beneficiar-

se d'un trasplantament al-logenic en primera RC (86).
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1. INTRODUCCIO

La t(15;17), la t(8;21) i la inv(16) o t(16;16) es consideren de risc favorable en tots els
esquemes de classificacio. Tot i aixi, no hi ha hagut consens sobre la rellevancia pronostica
de les anomalies citogenéetiques addicionals en pacients amb leucéemia CBF (Taula 6). En
particular, el grup SWOG exclou de la categoria de risc favorable aquells pacients en que la
£(8;21) es produeix dins del context d'un CK (definit com a 3 0 més anomalies) i/o aquells en
els quals hi ha una delecié del cromosoma 9 [del (9q)]. L'exclusio dels pacients amb del(9q)
es basa en un estudi amb pocs pacients en el qual es va veure que els pacients amb t(8;21)
i del(9q) tenien un pitjor pronostic (55). Tanmateix, aquest fet no s'ha demostrat en
posteriors estudis de series molt més grans de pacients (34,35,87,88). Tampoc s'ha
confirmat que el CK afecti negativament als pacients CBF (34,35). El grup SWOG també
classifica la del(16g) com a risc favorable al costat de la inv(16), possiblement degut a una
mala interpretacio citogenética d'una t(16;16) i per tant amb reordenacié CBFB::MYH11
(86).

El NK es presenta entre el 40% i el 45% dels casos de LMA en adults d'entre 16 i 60 anys i,
en general, aquests pacients tenen un pronostic intermedi. No obstant aixo, la LMA de NK és
molt heterogénia a nivell molecular i és per aixo que l'analisi de mutacions és

imprescindible avui en dia per a una correcta estratificacio del risc en aquest grup (89,90).

Hi ha diverses anomalies cromosomiques considerades universalment de mal pronostic,
com les delecions i monosomies dels cromosomes 5 i 7, o la inv(3) i la seva homologa t(3;3).
En canvi, hi ha menys consens sobre I'impacte pronostic de la gran varietat danomalies
recurrents en la LMA, tant estructurals com numériques, i que es classifiquen en les
categories de pronostic intermedi o advers segons cada serie de pacients analitzada (Taula
6). També hi ha diferencies significatives en la categoritzacié del risc dalgunes de les
entitats citogenétiques més infreqlients, que poden ser degudes a la mida insuficient de la
mostra de pacients per a obtenir dades fiables de supervivencia i resposta al tractament, o
bé a les diferéncies de tractament rebut entre els pacients d’'un mateix estudi o entre

estudis diferents.

Una altra controversia important fa referencia a la definicio de CK. Com s’ha comentat
préviament, la majoria de grups consideren CK el que inclou 3 o més anomalies no
relacionades (excloent en la majoria dels casos la t(15;17) i les CBF), mentre que el MRC en

la seva ultima revisio al 2010 defineix CK a partir de 4 o més anomalies (34).
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1. INTRODUCCIO

Amb aquestes diferencies observades entre grups es fa evident que seria molt Util
aconseguir una estandarditzacio global de I'estratificacio del risc citogenetic de la LMA. Aixo
facilitaria el desenvolupament de nous enfocaments terapeutics més optimitzats i permetria
la intercomparacié més fiable dels resultats dels diversos grans grups internacionals de

tractament.

1.3.2 Sistemes d'estratificacié que combinen alteracions citogenétiques i moleculars

La caracteritzacio molecular dels pacients amb LMA ha crescut rapidament en els darrers
anys, degut en gran mesura a la necessitat de coneixer la genetica que hi ha al darrera de
les LMA amb NK. Actualment, tenint en compte l|'impacte d'alguns dels marcadors
moleculars sobre el pronostic de la LMA i la seva utilitat en el sequiment de la malaltia
minima residual, les principals guies europees (ELN -European Leukemia Net- i MRC) (Taules
7 1 8) i americanes (NCCN -National Comprehensive Cancer Network-) (Taula 7) es basen en
classificacions pronostiques de la LMA en les que es correlacionen les alteracions
citogenetiques i les moleculars més rellevants (42,91,92). Aquests models inclouen I'estat
mutacional de gens com NPM1, FLT3-ITD, CEBPA (bial-1élic), RUNX1, ASXL1 i TP53.

Taula 7: Classificacié pronostica de la ELN 2017 (guies europees) i del NCCN (guies americanes Tallman et al,
2019)

GRUP DE RISC ANOMALIA CITOGENETICA/MOLECULAR

t(8;21)(q22;¢22.1); RUNX1::RUNX1T1

inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB::MYH11

Mutacié de NPM1 sense FLT3-1TD o amb FLT3-ITD ratio baixa (<0.5)
Mutacio bial-lélica de CEBPA

FAVORABLE

Mutacié de NPM1 i FLT3-ITD ratio alta

NPM1 no mutat sense FLT3-ITD o amb FLT3-ITD ratio baixa (<0.5)
£(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3::KMT2A

Alteracions citogenétiques no classificades de risc favorable ni advers

t(6;9)(p23;q34.1); DEK::NUP214

t(v;11g23.3); reordenaments de KMT2A

t(9;22)(g34.1;q11.2); BCR::ABL1

inv(3)(921.3g26.2) or t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1)

-5 o del(5q); -7; -17/alteracions 17p

Cariotip complexe (23 anomalies no relacionades), cariotip monosomic
NPM1 no mutat i FLT3-ITD ratio alta (>0.5)

Mutacions de RUNX1

Mutacions d’ASXL1

Mutacions de TP53

INTERMEDI

ADVERS
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Taula 8: Classificacio pronostica més recent de MRC (Grimwade et al, 2016). Cytogenetic and molecular genetic
abnormalities conferring independent prognostic information in younger adults with AML

GRUP DE RISC

ANOMALIA CITOGENETICA/MOLECULAR

FAVORABLE

INTERMEDI

ADVERS

t(15;17)(922;G21)/PML::RARA

t(8;21)(922;q22)/RUNX1::RUNX1T1
inv(16)(p13922)/(16;16)(p13;022)/CBFB::MYH11

Mutacié de NPM1 (en abséncia de FLT3-ITD ni mutacions de DNMT3A)
Mutacio bial-lélica de CEBPA

Anomalies citogenétiques/moleculars no classificades com a favorables o adverses

En absencia d’anomalies citogenétiques/moleculars de risc favorable:
Alt(3q) (excloent t(3;5)(q21-25;q31-35)/NPM1::MLF1],
inv(3)(q21926)/t(3;3)(g21;q26)/GATAZ/EVI1
add(5q)/del(5q), -5

t(5;11)(g35;p15.5)/NUPI8: :.NSD1

t(6;9)(p23;q34)/DEK. :NUP214

add(7qg)/del(7q), -7

t(11g23) (excloent £(9;11)(p21-22;q23) i t(11;19)(g23;p13)]
£(9;22)(934;q11)/BCR::ABL

- 17/alt(17p)/mutacions de TP53

Cariotip complexe (24 anomalies no relacionades)
Mutacions d’ASXL1

Mutacions de DNMT3A

FLT3-ITD

MLL-PTD

Mutacions de RUNX1

L'estratificacio pronostica actual no és trivial pero els sistemes actuals d'estratificacio del

risc encara estan relativament simplificats. No incorporen parametres clinics ni especifics

del pacient i es poden trobar interdependencies entre algunes alteracions genetigues.

Alguns estudis han suggerit que els analisis de I'expressid genica i de metilacié de I'’ADN

també poden proporcionar informacio pronostica complementaria (27).

Dissenyar un sistema d'estratificacio de risc Unic i universal que tingui en compte la

influencia de tots els parametres possibles és un repte dificil o impossible. La solucid a

aquest problema pot trobar-se en I'estratificacio personalitzada del risc en cada pacient.
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L'analisi citogenética en el moment del diagnostic de les LMA és essencial per
determinar el pronodstic i la decisio terapéutica en els pacients inclosos en els
protocols de tractament del grup CETLAM (Grupo Cooperativo de Estudio
y Tratamiento de las Leucemias Agudas y Mielodisplasias).

Les alteracions cromosomiques poden classificar-se en diferents grups pronostic
ben definits. Aquest fet juntament amb el tractament homogeni rebut per tots
els pacients permetra establir les categories de risc citogenéetica propies del
grup CETLAM.
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3. OBJECTIUS

L'objectiu general de la tesi és la descripcid de les alteracions citogenetiques de la LMA i
I'analisi del seu valor pronostic en pacients inclosos en tres protocols consecutius de
tractament del grup CETLAM (LMA-94, LMA-99 i LMA-03).

Amb aquest proposit es plantegen els seglients objectius especifics:

1. Determinar la incidéncia, la recurréncia i les caracteristiques de les alteracions
citogenetiques de les LMA incloses en aquest estudi.

2. Analitzar I'impacte pronostic de les diverses alteracions citogenétiques recurrents,
amb especial interes en els reordenaments del gen KMT2A.

3. Validar els scores pronostics del MRC i CALGB (Alliance) en aquesta serie de pacients.
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4.1 PACIENTS

S'ha realitzat I'estudi retrospectiu de 1417 pacients adults d'entre 15 i 70 anys,
diagnosticats de LMA de novo (excloent LMA amb t(15;17) o reordenacid PML::RARA) i
inclosos en protocols CETLAM de quimioterapia intensiva entre el 1994 i el 2012. El
diagnostic de la LMA es va realitzar localment a cada hospital a partir de I'analisi
morfologica, immunofenotipica, citogenética i molecular de mostres preferentment de
medul-la 0ssia i segons els criteris de les classificacions de la FAB (21) i de la OMS (26). Els
pacients es van incloure en el protocol de tractament CETLAM vigent en cada moment (LMA-
94, LMA-99 i LMA-03) i en el qual van participar un total de 21 hospitals d’ambit nacional
(Annex A.1). Tots els protocols consistien en un esquema inicial de quimioterapia d’induccio
que incloia idarubicina, citarabina i etoposid (amb o sense factors estimulants de colonies
granulocitiques, G-CSF), seguida d'una consolidacio amb mitroxantona i altes dosis de
citarabina. En els casos en que era possible, el tractament es completava amb un TPH,
autoleg (n=319) o heteroleg (n=360). En els protocols LMA-99 i LMA-03, els pacients amb NK
sense altres factors de risc eren candidats a auto-TPH, mentre que I'alo-TPH era l'opcié per
a la resta de pacients amb donant disponible. En el LMA-94, I'estratégia post-remissid
(autoleg vs. alo-TPH) depenia exclusivament de la disponibilitat d'un germa compatible
(Taula 9).

Taula 9: Comparativa dels esquemes de tractament dels protocols CETLAM. * index leucocitari = xifra de
leucocits en SP x (% blasts en MO/100)

PROTOCOLS CETLAM LMA-94 LMA-S9 LMA-03
Estat Tancat Tancat Tancat
Pacients 200 351 866
Edat maxima 60 60 70
Induccié ICE IDICE +IgI_CCEF
Consolidacio Mitoxantrona-IDAC Mitoxantrona-IDAC Mitoxin(tar_oCnSaF— IDAC

Estratificacio segons el risc

Citogenética

Citogenética i cicles

Citogenética, cicles
per a la RC, index

per alaRC leucocitari*, FLT3, KMT2A o
MMR
Pronostic favorable ADAC ADAC ADAC + Auto-TPH
Pronostic intermedi Auto o Alo Auto-TPH Auto-TPH
Pronostic desfavorable Utz Alo-Auto Auto o Alo

Transplantament

(assignacio biologica)

Auto de MO
Alo-DE

(assignacio biologica)

Auto de PHSP
Alo-DE

Auto de PHSP
Alo-DE
Alo-DNE (mieloablatiu)
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Per a I'estudi de Iimpacte pronostic de les diverses translocacions del cromosoma 11g23
que impliquen el gen KMT2A, degut a la baixa freqténcia en la que es troben, es va
necessitar una serie més gran de pacients. Es van sol-licitar les dades clinico-biologiques
dels pacients amb aquestes translocacions al GCECGH (Grupo Cooperativo Espafiol de
Citogenética Hematologica) de la SEHH. Per a I'analisi de supervivencia es van escollir aquells
pacients que havien estat tractats amb protocols de quimioterapia intensiva similars de
manera que fossin comparables. El tractament consistia en una etapa d'induccio amb
idarubicina i citarabina seguida d'una consolidacié amb idarubicina o mitoxantrone més

citarabina. El tractament es completava quan era possible amb un TPH autoleg o heteroleg.

Els protocols de tractament van ser aprovats pels comités etics de cada institucio
participant i tots els pacients inclosos van signar el consentiment informat previament al

tractament quimioterapic d’acord amb les directrius de cada centre.

4.2 MOSTRES

Per a l'analisi citogenética i molecular s'ha utilitzat mostra fresca de medul-la ossia. La
mostra de medul-la ossia s'obté mitjancant aspiracid per puncio a nivell esternal o de cresta
illaca posterior-superior. Per a realitzar I'estudi citogenétic la mostra es recull en un tub
conic de centrifuga que conté medi de transport (5mL de medi RPMI-1640 i heparina sodica
al 1%) o bé directament en un tub d’heparina (liti o sodica). Per a I'estudi molecular es

recull la mostra en un tub EDTA.

En els casos en que no va ser possible obtenir mostra de medul-la ossia I'estudi es va
realitzar a partir de sang periférica si hi havia una infiltracio per ceél-lules blastiques de més
d’'un 10%. Aquesta mostra s’obté mitjancant una puncid venosa convencional. S'extreuen
entre 2 i 5 mL de sang i es recullen en un tub d’heparina Li o Na per a I'estudi citogenétic i

en un tub EDTA per al molecular.

4.3 ANALISI CITOGENETICA

L'analisi citogenética consisteix en I'estudi de les alteracions cromosomiques presents en les
cel-lules leucemiques ja sigui a partir de I'analisi del cariotip o mitjancant sondes de FISH. El
cultiu i processament de les mostres per a I'obtencid de metafases, aixi com també I'analisi,
pot dur-se a terme de manera manual o bé automatitzada depenent dels recursos de cada

laboratori de citogenética; sense que aquest fet repercuteixi en el resultat final. De la
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mateixa manera, les unitats de mesura descrites a continuacid son aproximades, ja que
cada laboratori citogenetic de referencia les adapta per a optimitzar la qualitat dels seus

resultats finals.

Cultiu i processament de les mostres

Per a I'estudi citogenetic (Figura 13) de LMA es realitzen cultius de 24h sense estimular a
partir de les mostres de medul-la ¢ssia o sang periférica. S'afegeixen entre 0.1 i 0.5 mL de
mostra a un flascd de cultiu que conté medi RPMI-1640 (70%) suplementat amb sérum bovi
fetal al 20%, 2% d'antibiotic (penicil-lina i estreptomicina), 2% de L-glutamina i 1%
d’heparina sodica. Els cultius es preparen i es sembren en condicions estérils dins d'una
campana de flux laminar i s'incuben a 37°C overnight en un incubador al 5% de pressio de
CO2 i una humitat del 90%.

L'endema, s'afegeix al cultiu un farmac antimitotic (colquicina o Colcemid®) que atura la
divisié cel-lular en metafase interferint en la formacid dels microtubuls. D’aquesta manera
s'aconsegueix una major quantitat de metafases per a I'analisi. Es deixa actuar durant 20

minuts a 37°C i es procedeix a sacrificar el cultiu.

La mostra en cultiu es traspassa a un tub conic i es centrifuga durant 7 minuts a 1.700rpm.
S'extreu el sobrenedant i es ressuspén el sediment cel-lular obtingut. A continuacio
s'afegeixen 7-10mL de solucid hipotonica (KCI 0.075M) temperada a 37°C i s'incuba durant
30 minuts a 37°C. Per osmosi, les cél-lules <’inflen i es tensiona la membrana
citoplasmatica; els cromosomes dins la cél-lula tenen més espai i es separen entre ells. A
més, els eritrocits es lisen. Posteriorment, s'afegeixen 10 gotes de fixador Carnoy (metanol
+ acid acétic glacial en proporcio 3:1). Es centrifuga, s'extreu el sobrenedant i es ressuspen
el botd cel-lular amb fixador. Aquest procés de fixacid amb solucidé Carnoy es repeteix 3
vegades fins l'obtencié d'un botd cel-lular blanc o net. La soluci6 Carnoy trenca la
membrana citoplasmatica, fixa els cromosomes en el fus cromatic i, amb els successius
rentats, fa que S'eliminin del sediment final les membranes i restes citoplasmatiques,

obtenint aixi les metafases i els nuclis cel-lulars (cel-lules en interfase).
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Figura 13: Procediment tecnic per a 'obtencié de metafases i bandes G. (Font: Yanming Zhang)

El procés préviament descrit pot ser automatitzat. L'aparell anomenat HANABI-PII
Metaphase Chromosome Harvester (ADS Biotec) té capacitat per processar fins a 24 mostres
simultaniament. Amb I'automatitzacio s'aconsegueix uniformitat en el processament de les

mostres i per tant una millora en la qualitat de les metafases quan es treballa amb un gran

volum de mostres (Figures 14 i 15).
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Figura 15: Flux de treball de I'equip HANABI P1II.

Preparaci6 de les extensions i tincid
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El sediment obtingut es ressuspen amb unes gotes de fixador fins obtenir una concentracio
adient i per a realitzar una extensid sobre portaobjectes amb un nombre i qualitat de
metafases optim per a I'analisi. Es realitzen les extensions a ma alcada sobre portaobjectes
desengreixats previament en metanol fred. Es deixen assecar a l'aire o sobre una placa
calenta a 379C i es valora la qualitat de I'extensio i de les metafases en un microscopi
invertit. Si es consideren de bona qualitat (cromosomes prou separats i sense restes
citoplasmatiques), les extensions s’envelleixen per temperatura dins d'una estufa. Cada
laboratori adapta les seves propies condicions d’envelliment, perd en general és a altes
temperatures durant poc temps (exemple: 100°C durant 1 hora) o a la inversa (exemple:
60°C durant tota la nit). L'objectiu és mantenir I'estructura del cromosoma pero debilitant la

unid entre bases nitrogenades per permetre posteriorment que penetri la solucié de tinci.

Finalment es realitza la tincio de les extensions anomenada tincié de bandes G, amb la qual
s‘obté el classic patrd de bandes clares i fosques dels cromosomes. Les regions
cromosomiques rigues en adenina i timina son més labils perqué tenen dos ponts
d’hidrogen entre les bases, mentre que les regions riques en guanina i citocina sén més
resistents per tenir-ne tres. Durant la tincid, el colorant penetra més facilment en aquelles
regions del cromosoma més riques en adenina i timina (bandes fosques) i, en canvi, les
regions amb més repeticions de guanina i citocina queden menys tenyides (bandes clares).
Per a la tincio es diposita damunt les extensions una barreja de colorant Wright i solucio
Soérensen (proporcid 1:3) durant 2 o 3 minuts aproximadament i, un cop transcorregut el
temps indicat, es renten amb aigua. S'assequen a l'aire i estan a punt per ser analitzades al

Mmicroscopi.

Estudi del cariotip

L'analisi cromosomica es realitza al microscopi optic, segons el patré de bandes G. Sempre
que és possible, s'analitzen un minim de 20 metafases per mostra i el cariotip es descriu
d'acord al Sistema Internacional de Nomenclatura Cromosomica (ISCN) vigent en cada
moment. Es considera un cariotip normal quan s'han analitzat 20 metafases totes elles
normals i valorades, si és possible, per dos citogenetistes de manera independent. Les
alteracions estructurals i les trisomies es consideren clonals quan s'observen en un minim

de dos metafases, i les monosomies quan es troben en un minim de tres.
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La majoria de laboratoris disposen d'un equip de rastreig i captura de metafases automatic
i utilitzen un software d’analisi cromosomica que facilita I'estudi i descripcio del cariotip
(Figures 161 17).

Metafer 4/

ASearc
° y

Msearch 4 Setup
Search

Gallery

| LED Control

|
i
|
Relocate
|

Figura 16: Exemple d’equip de cerca i captura automatica de metafases; i imatge de la pantalla on es mostra el
rastreig i les metafases que es van capturant (Metafer, Metasystems Inc., Alemanya).
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Figura 17: Exemple de software per al processament d'imatge i analisi del cariotip (Tkaros, Metasystems Inc.,
Alemanya).

Hibridacid in situ fluorescent (FISH)

L'analisi mitjancant FISH (Figura 18) no es va realitzar en tot els casos de manera rutinaria
si no en aquells que requerien d'una prova complementaria per a confirmar una sospita
observada en el cariotip o bé per descartar alteracions criptiques o de dificil interpretacio i

d’importancia diagnostica en LMA.

Preparacid de les extensions: Es diposita una gota de les cel-lules fixades resultants del
cultiu damunt un portaobjectes i es marca I'area d’hibridacio amb un llapis de diamant. Es
pot realitzar damunt una placa calenta per accelerar 'assecat de la gota i millorar la
qualitat dels nuclis cel-lulars que es volen hibridar. En el cas de voler analitzar la FISH sobre
les metafases préviament cariotipades, es recuperen les extensions de I'estudi citogenetic de
bandes G, s'elimina I'oli d'immersio amb un rentat en xylol i es destenyeixen amb solucio
Carnoy, un o dos minuts fins que desapareix completament la tincio.

Preparacié de la sonda: Es descongela la sonda a temperatura ambient i protegida de la
llum. Per a cada area d'hibridacidé de 18x18mm es necessiten 5ul de sonda, ja sigui d'un
preparat comercial d’'us directe o bé d'una barreja realitzada manualment que conté 3,5ulL

de tampo d'hibridacid, 0,5uL de sonda i 1uL d’aigua destil-lada.

Hibridacio: Els 5ul de sonda es dipositen sobre I'area del portaobjectes a hibridar, es
cobreix amb un cobreobjectes de 18x18mm tos i es segella amb cola o Parafilm®. Per a
realitzar la desnaturalitzacio de I'ADN, es col-loca I'extensido damunt una placa calenta
durant 3 min a 74°C i seqguidament s'introdueix en una cambra humida i fosca a 37°C
durant tota la nit. Tot el procés de desnaturalitzacio i hibridacio es pot dur a terme de

manera manual com s’ha descrit o dins d'un forn d’hibridacio.
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Rentats post-hibridacio i tincid de contrast: Es retira el cobreobjectes i s'introdueix el
portaobjectes en la primera solucio de rentat (0.4xSSC / 0.3% Tween-20 o bé NP40) a 73°C
durant 2 min. Seguidament I'extensid es renta amb la segona solucio (2xSSC / 0.1% Tween-
20 o bé NP40) a temperatura ambient durant 10-60 segons. Els rentats post-hibridacid
serveixen per eliminar I'excés de sonda no unida a I'ADN de la mostra i eliminar els hibrids
imperfectes. El portaobjectes es deixa escorrer a les fosques per eliminar I'excés de solucio
de rentat i s‘apliguen 7uL de DAPI II (reactiu de contrast) damunt I'area d’hibridacio.
Finalment es cobreix amb un cobreobjectes de 24x24mm i es guarda a les fosques al

congelador a -20°C.

Optional

% Air dry

%
2
5,
/s&
00, )
2 909 .> 100% Codenaturation of probes and

Fluorescent probes are  sample DNA at 73°C followed by
Cells can be pretreated with pepsin applied, covered with

(digestion) and formaldehyde glass and sealed with
(fixation) rubber cement

Patient sample: fresh PB/BM or

> " Cell suspensions are
cultured cells (fixative solution)

dropped onto glass slides overnight hybridization at 37°C

Apply DAPI for
fluorescent
staining of DNA

Visualization of flucrescent Post hybridization washes to
signals on metaphase or remove excess unbound probe
interphase cells and eliminate imperfect hybrids

Figura 18: Procediment técnic de la FISH (adaptat de Yanming Zhang).

Analisi del resultat: L'analisi de les senyals d'hibridacio es realitza en un microscopi de
fluorescencia i es pot dur a terme mitjancant visualitzacié directa al microscopi o bé de
manera automatitzada (Figura 19). En cas d’estudiar nuclis interfasics s'intenta analitzar-ne
un minim de 200, sobretot en casos de FISH normal per evitar falsos negatius. En cas
d'estudiar metafases, el patré de FISH resultant ha de ser demostrat en un minim de dues
metafases. Els resultats es descriuen d’acord a la normativa ISCN vigent en cada moment

[ref Shaffer et al].
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Figura 19: Exemple de software per al processament d’imatge i analisi de FISH (Metafer, Metasystems Inc.,
Alemanya).

Les sondes utilitzades per a la caracteritzacid de les alteracions citogenéetiques de les LMA

han estat, principalment, les seglents:

e [SI MLL Dual Color Break Apart Rearrangement Probe (Vysis): amb aquesta sonda s’han
descartat possibles reordenacions criptiques de 11g23 en cariotips aparentment normals
i també s’han caracteritzat els cromosomes partner en casos amb translocacio de 11g23.
Consisteix en una mescla de dues sondes que es solapen just en el punt de trencament
del gen KMT2A i hibriden cap a la regié centromeérica del gen (la sonda marcada amb
fluorocrom verd) i cap a la regio telomerica (la marcada amb fluorocrom vermell) (Figura
20).

Interpretacié dels resultats: les cel-lules normals mostren un patré de dues senyals de
fusio (2F) mentre que les cél-lules amb reordenacié a 11923 mostren una senyal de fusio,
una senyal verda i una senyal vermella (1F1G1R). El valor de tall (cutoff) per aquesta
sonda és de 2-5% depenent de cada laboratori, tot i que en un diagnostic de LMA el

numero nuclis alterats acostuma a ser alt degut a la elevada infiltracio per blasts.
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Figura 20: Esquema del disseny de la sonda LSI MLL Dual Color Break Apart Rearrangement Probe (Vysis) per a
les reordenacions de 11g23.

e [SI CBFB Dual Color Break Apart Rearrangement Probe (Vysis): amb aquesta sonda s’han
confirmat els casos amb inv(16)(p13g22) dubtosos per bandes G. També consisteix en
dues sondes marcades amb dos fluorocroms diferents que hibriden a la regi¢ 5" i 3’ del
gen CBFB respectivament (Figura 21).

Interpretacid dels resultats: les cel-lules normals mostren un patré 2F i les cel-lules amb

reordenacio positiva del gen mostren 1F1R1G. El valor de tall també és de 2-5%.
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Figura 21: Esquema del disseny de la sonda LSI CBFB Dual Color Break Apart Rearrangement Probe (Vysis) per a
la reordenacié de 16g22.

e [SI PML/RARA Dual Color Dual Fusion Translocation Probe (Vysis): amb aquesta sonda
s’han pogut confirmar els casos amb sospita d’'una translocacié entre els cromosomes
15024 i 17921 (o reordenacid PML::RARA) i s’han exclos aixi de la série global de
pacients. Consisteix en dues sondes marcades amb fluorocroms diferents que hibriden la
regio 15g22-24 (que inclou el gen PML) i la regido 17g21 (que inclou RARA)
respectivament. Les sondes es dissenyen amb un petit gap coincident amb el punt de
trencament del gen, de manera que quan el gen es reordena, les sondes es divideixen en

dues meitats (Figura 22).
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Interpretacié dels resultats: les cél-lules normals mostren un patré de dues senyals
vermelles i dues verdes (2R2G) mentre que les cél-lules amb una t(15;17) estandard

mostren dues senyals de fusio, una senyal verda i una senyal vermella (2F1R1G).
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Figura 22: Esquema del disseny de la sonda LSI PML/RARA Dual Color Dual Fusion Translocation Probe (Vysis) per
a la t(15;17)(g24;q21).

4.4 ANALIST MOLECULAR

Extraccio d'acids nucleics

L'extraccio d'acids nucleics es realitza a partir d'una mostra de medul-la 0ssia amb EDTA
com anticoagulant. Els eritrocits de la mostra es lisen amb un tampd a base de clorur sodic
que permetra obtenir pellets cel-lulars després de diversos rentats i centrifugacions. Aquests
pellets es guarden a -20°C amb una solucié estabilitzadora d'acids nucleics. L'extraccio de
I'ADN és automatitzada i es realitza mitjancant un robot extractor d’acids nucleics (Qiacube,
de Qiagen) que utilitza la tecnologia de columnes de silicagel. Finalment es valora la qualitat
de I'ADN extret en un espectrofotometre (tipus nanodrop). Les ratios d'absorbancia amb les
que es mesura la qualitat de 'ADN (Abs260/230 i Abs260/280) han d’estar al voltant de 2

per a ser optimes i prosseguir amb els estudis moleculars.

Marcadors moleculars
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Hi ha diverses alteracions moleculars que son essencials per a definir el pronostic de la LMA
dins del grup de pacients amb cariotip normal. Les seglents alteracions son les que s’han

utilitzat per a la caracteritzacio molecular dels pacients de la série estudiada.

Deteccio de les duplicacions internes en tandem del gen FLT3: El fragment de I'exd 11 fins
al 12 del gen FLT3 s'amplifica utilitzant els primers descrits previament per Nakao (60). La
reaccio d'amplificacio es du a terme en les seglents condicions: 1uL d’ADN, 1uL de cada
primer forward i reverse (12.5uM), 5ul de Buffer PCR (10X), 1.5ul de MgCI2 (50mM), 1ulL de
dNTPs (10mM) i 0.4ul de Tag Polimerasa (5U/uL); i ajustant el volum a 50uL amb aigua
destil-lada. Seguidament les mostres s'introdueixen al termociclador i, després d'una
desnaturalitzacio inicial de 5 minuts a 94°C, es repeteixen 35 cicles de les seglients etapes
d’amplificacio: etapa de desnaturalitzacid de 45 segons a 94°C, hibridacio durant 45 segons
a 56°C i 45 segons d’amplificacio a 72°C. Finalment les mostres s'estan 7 minuts a 72°C i

després es mantenen a 4°C fins a la seva utilitzacio.

El producte de PCR es va analitzar en un gel d'agarosa amb bromur d’etidi. La imatge que
s'obté en els pacients que no presenten cap duplicacidé és una Unica banda de 333pb,
mentre que en els portadors d‘alguna duplicacié es veu la banda normal (333pb) i una altra

superior, la mida de la qual pot ser variable (entre 3 i 400pb més) (Figura 23).

1.2 3 4 5 6

Figura 23: Gel d'agarosa on els quatre primers pous corresponen a pacients FLT3-ITD negatius, en el cinquée pou
hi ha el control positiu (pacient FLT3-ITD+) i al sisé el control negatiu. El pou nim. 7 correspon al marcador de
pes molecular.

Deteccio de les mutacions del gen NPM1: Per determinar la presencia de mutacions en I'exd

12 del gen NPM1, es van utilitzar els primers descrits previament per Gale (66). La reaccio
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d’amplificacio es du a terme amb les seglents condicions: 0.5uL d’ADN, 1.25ulL de cada
primer forward i reverse (10uM), 5ulL de Buffer PCR (10X), 1.5uL de MgCI2 (50mM), 1uL de
dNTPs (10mM) i 0.4uL de Taq Polimerasa (5U/uL); ajustant el volum a 50uL amb aigua
destil-lada. Seguidament les mostres s'introdueixen al termociclador i, després d'una
desnaturalitzacio inicial de 5 minuts a 94°C, es repeteixen 28 cicles consistents en: etapa de
desnaturalitzacié de 45 segons a 95°C, hibridacid durant 45 segons a 62°C i 45 segons
d’amplificacio a 72°C. Finalment les mostres s'estan 15 minuts a 72°C i després es

mantenen a 4°C fins a la seva utilitzacio.

El producte de PCR es va analitzar en un sequenciador (AbiPrism 3130) mitjancant la funcio
d'analisi de fragments o GeneScan. En els pacients amb NPMI1 normal (wild type, WT)
s'espera que la mida del producte amplificat sigui de 199pb, mentre que els pacients amb
NPMI mutada presenten el pic de 199pb i un altre de 203pb (Figura 24).

o ¥. 8 8.8 8 8.3 08 8 8

Figura 24. A. Imatge d'un pacient WT per a l'estudi de les mutacions de NPM1. B. Imatge d'un pacient mutat.

4.5 ANALISI DELS RESULTATS I TRACTAMENT DE LES DADES

Les dades demografiques, cliniques i biologiques dels pacients es van recollir en una base de
dades Excel que es va anar completant i actualitzant fins al tancament del protocol CETLAM
03, I'any 2012. Pel que fa a la informacio citogeneética, la base de dades tan sols recollia la
formula cromosomica del moment del diagnostic de la LMA per a cada pacient inclos. A
partir d'aqui es va realitzar una primera revisio de totes les formules per detectar
incorreccions o manca d’informacié (per exemple, podia faltar el nimero de metafases
analitzades o bé els bragos cromosomics implicats en una translocacid). Es van aplicar a
aquest proposit les recomanacions i guies internacionals sobre nomenclatura citogenetica
hematologica (93). D’'aquesta manera, es va determinar NK quan es disposava de 20

metafases sense alteracions cromosomiques i es van considerar anomalies clonals les
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monosomies, quan es detectaven en un minim de tres metafases analitzades, i les trisomies
i les alteracions estructurals, quan es detectaven en un minim de dues. Alhora, es van
descartar com a alteracions adquirides de la LMA aquelles que es coneixen com
polimorfismes de la poblacid (per exemple la inversio pericentrica del cromosoma 9). També
es van identificar els casos amb la £(8;21) o la inv(16), per agrupar-los com a grup CBF, i els
casos amb altres alteracions citogenetiques recurrents en la LMA. Seguidament es va
analitzar el numero d‘alteracions de cada cas, per poder estudiar posteriorment la
complexitat dels cariotips. Cada alteracio que es descriu entre comes (,) en una formula
cromosomica es va comptar com una alteracio, independentment de que fos una alteracid
equilibrada o desequilibrada. Finalment, també es van identificar aquells casos que
complien la definicio6 de MK (preséncia de dues monosomies autosomiques o bé d’'una

monosomia autosomica acompanyada d’una alteracio estructural (46).

4.6 ANALISI ESTADISTICA I DEFINICIONS

Definicions

Remissié completa (RC): Es el moment en el qual es detecta menys d'un 5% de blasts en

I'estudi citologic de la medul-la ossia i no existeix malaltia extramedul-lar.

Recaiguda: Moment en el qual es detecta la reaparicié de la malaltia després d'haver assolit
una RC. Es considera recaiguda quan es detecta més d'un 5% de blasts a la medul-la ossia i

amb la mateixa morfologia que al diagnostic o bé es detecta malaltia extramedul-lar.

Supervivencia global (overall survival, 0S): La OS s’ha calculat des de la data en que el
pacient es va incloure dins del protocol fins la data de I'Ultima visita de seguiment
registrada o bé la data d'exitus per qualsevol causa, independentment de l'estat de la

leucéemia.

Supervivéncia lliure de malaltia (desease free survival, DFS). La DFS s'ha definit com el
temps transcorregut des de la data de RC fins la data de recaiguda o bé de mort per
qualsevol causa. Els pacients que no experimenten cap dels dos esdeveniments s’han

censurat a data de darrer control.

Incidéncia acumulada de recaiguda (cumulative incidence of relapse, CIR): La CIR s'ha
calculat des de la data de RC fins a la data de recaiguda, considerant que tota mort no

deguda a recaiguda és un risc competitiu.
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Durada de la remissio completa (complete remission duration, CRD): La CRD s’ha definit

com el temps transcorregut des de la data de RC fins la data de recaiguda.

Analisi estadistica

En primer lloc, s'ha realitzat una analisi descriptiva de la serie global dels pacients inclosos
a l'estudi, aixi com de totes les anomalies citogenetiques i marcadors moleculars. Per a les
variables categoriques, s’han calculat les freqlencies i percentatges mentre que, per a les
variables continues, s'ha indicat la mediana i els extrems. Per a la comparacié entre grups
de variables categoriques s'ha utilitzat la prova khi-quadrat de Pearson o el test exacte de

Fisher.

La variable principal d’estudi ha estat la OS, i com a variables secundaries s’han considerat:
la taxa de RC, DFS i CIR. Per a calcular I'estimacio de la OS i DFS s’ha emprat el métode de
Kaplan-Meier i les diverses comparacions entre grups s'han realitzat mitjangant la prova de
log-rank. En canvi, la CIR s'ha calculat amb el metode de la funcié d’incidencia acumulada,
considerant la mort no deguda a recaiguda com a risc competitiu. En aquest cas, les

comparacions entre grups s'han realitzat mitjancant la prova de Gray.

L'analisi d'aquestes variables d'estudi amb les anomalies citogenetiques recurrents s'ha
realitzat quan es disposava d'almenys 5 pacients (per I'analisi univariant) i 10 pacients (pel

multivariant) amb l'alteracid cromosomica.

Per dur a terme l'analisi univariant de la taxa de RC, s’ha emprat el model de regressio
logistica binaria indicant aixi els corresponents odds ratio (OR), mentre que per a les
variables de supervivencia (SG, DFS i CIR) s'ha indicat els hazards ratio (HR), utilitzant el

model de Cox per a la SG i la DFS, i el model de Fine-Gray per a la CIR.

En I'analisi multivariant de la OS, s'han considerat candidates per a introduir al model de
Cox les anomalies citogenéetiques que havien estat significatives en Ianalisi univariant
prévia, i s’ha ajustat per altres variables pronostiques conegudes, com I'edat, el sexe, la
xifra de leucocits i el protocol de tractament rebut (CETLAM 94, 99 o 03).

Tant en I'analisi univariant com multivariant, les diferents anomalies citogenetiques s’han

comparat amb el NK, definit com a categoria de referéncia.

El nivell de significacio estadistica s’ha establert en valors bilaterals de p inferiors a 0.05, i

totes les estimacions s’han donat amb els intervals de confianca del 95% (95% CI). Tota
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I'analisi estadistica s’ha dut a terme amb els paquets estadistics SPSS versid 24 i R versio
3.5.2.
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5. RESULTATS

5.1 CARACTERISTIQUES GENERALS DELS PACIENTS CETLAM

La serie global inclou 1417 pacients adults diagnosticats de LMA de novo (excloent LMA amb
t(15;17) o reordenacié PML::RARA) i inclosos en protocols CETLAM de quimioterapia
intensiva entre el 1994 i el 2012. La mediana de seguiment dels pacients vius de la serie ha
estat de 5,31 anys (extrems: 0,06 - 18,84). A la Taula 10 es resumeixen les principals
caracteristiques cliniques i biologiques dels 1417 pacients inclosos en I'estudi i la distribucio

dels pacients segons el tipus de LMA i risc citogenetic.

La série de pacients analitzada consta de 638 (45%) dones i 779 (55%) homes amb una
mediana d’edat de 50 anys (extrems: 15-70 anys). La mediana de la xifra de leucocits va ser
de 15x10%/L (extrems: 0.23-410), la d’hemoglobina de 89g/L (extrems:10-284) i la de
plaquetes de 59x10%/L (extrems: 0-1105). El tipus de LMA segons la classificacié de la OMS o
de la FAB només s’ha pogut descriure en 861 (61%) pacients, tots ells del protocol

CETLAMO3, ja que anteriorment no es recollia aquesta informacio.

Dels 1417 casos, el cariotip va ser valorable en 1254 (88.5%). D'aquests, 638 (51%) van ser
cariotips alterats i 616 (49%) NK. En 100 casos (7%) no es van obtenir metafases suficients
per a poder realitzar I'estudi citogenetic i dels restants 63 casos (4.5%) no es va poder

disposar d'informaci¢ citogenética.

Pel que fa als estudis moleculars, es va poder realitzar I'estudi de les duplicacions internes
en tandem dels exons 11 i 12 del gen FLT3 en 1034 casos (73%), dels quals 248 (24%) van
ser positius per la ITD. L'estudi de mutacions en I'exd 12 del gen NPM1 es va poder realitzar

en 690 casos (49%) dels quals 258 (37%) van presentar la mutacio.
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Taula 10: Caracteristiques cliniques i biologiques dels 1417 pacients inclosos en I'estudi i distribucid dels pacients
segons el tipus de LMA i risc citogenetic. *percentatges sobre els casos analitzats i amb resultat valorable;
**percentatges sobre els casos amb informacio de citologia

, MEDIANA
0
CARACTERISTIQUES N (%) EXTREMS]

EDAT (ANYS) 50 [15-70]
SEXE

HOME 779 (55%)

DONA 638 (45%)
LEUCOCITS (x10%/L) 15 [0.23-410]
HEMOGLOBINA (g/L) 89 [10-284]
PLAQUETES (x10%/L) 59 [0-1105]
PROTOCOL CETLAM

1994 200 (14%)

1999 351 (25%)

2003 866 (61%)
CLASSIFICACIO FAB/OMS**

LMA AMB ALTERACIONS CITOGENETIQUES RECURRENTS 130 (15%)

LMA MINIMAMENT DIFERENCIADA 68 (8%)

LMA SENSE MADURACIO 146 (17%)

LMA AMB MADURACIO 106 (12%)

LMA MONOCITICA | 128 (15%)

LMA MIELOMONOCTICA 143 (17%)

LMA MEGACARIOCITICA 9 (1%)

LMA AMB DISPLASIA MULTILINIA 77 (9%)

LMA ERITROIDE 32 (4%)

LMA NO CLASSIFICABLE 22 (3%)

SENSE INFORMACIO 5 (0,6%)
CARIOTIP

NORMAL* 616 (49%)

ALTERAT* 638 (51%)
RISC CITOGENETIC SEGONS MRC

FAVORABLE 177 (14%)

INTERMEDI 866 (70%)

ADVERS 192 (16%)
RISC CITOGENETIC SEGONS CALGB (PER 0S)

FAVORABLE 177 (14%)

INTERMEDI 690 (56%)

ADVERS 257 (21%)

INDETERMINAT 111 (9%)
FLT3-ITD

NO DUPLICAT* 786 (76%)

DUPLICAT* 248 (24%)
NPM1

NO MUTADA* 432 (63%)

MUTADA* 258 (37%)
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5.2 CARACTERISTIQUES DE LES ALTERACIONS CITOGENETIQUES

S’han analitzat les formules cromosomiques dels 638 casos de cariotips alterats tenint en
compte el tipus d'alteracions (numerigues o estructurals), els cromosomes implicats i els
bragos cromosomics afectats en el cas d'alteracions estructurals i el niumero d‘alteracions
presents en cada cas. S'han trobat alteracions numeériques i estructurals de tots els

cromosomes, a excepcid d'alteracions estructurals de la Y (Taula 11).
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Taula 11: Frequencia de totes les alteracions detectades distribuida per cromosoma i per tipus. * Els
percentatges estan calculats considerant com a denominador els cariotips avaluables (N=1254).

DESCRIPCIO DE FREQUENCIA DESCRIPCIO DE FREQUENCIA
IO L'ANOMALIA N (%) RAITIEEOR L'’ANOMALIA N (%)*
== Cariotip normal 616 (49%) Monosomia 13 (1%)
Monosomia 2 (<0.5%) 1 Reord. 12p 18 (1%)
1 Alteracio6 estructural 27 2%) Altres 13 (1%)
Trisomia 3 (<0.5%) Trisomia 5 (<0.5%)
Monosomia 10 (1%) Monosomia 8 (1%)
2 Alteracio6 estructural 18 (1%) 13 del13q 11 (1%)
Trisomia 2 (<0.5%) Altres 9 (1%)
Monosomia 9 (1%) Trisomia 12 (1%)
inv(3)/t(3;3) 22 (2%) Monosomia 2 (<0.5%)
3 t(3;5) 2 (<0.5%) 14 Alteracio estructural 12 (1%)
Altres 30 (2%) Trisomia 5 (<0.5%)
Trisomia 4 (<0.5%) Monosomia 13 (1%)
Monosomia 11 (1%) 15 Alteracio estructural 13 (1%)
4 Alteracio estructural 16 (1%) Trisomia 2 (<0.5%)
Trisomia 9 (1%) Monosomia 9 (1%)
Monosomia 20 (2%) 16 inv16/t(16;16) 92 (7%)
5 del5q 42 (3%) Altres 27 2%)
Altres 15 (1%) Trisomia 3 (<0.5%)
Trisomia 2 (<0.5%) Monosomia 25 (2%)
Monosomia 6 (<0.5%) 17 Reord. 17p/il7 25 (2%)
delbg 14 (1%) Altres 14 (1%)
6 t(6;9) 19 (2%) Trisomia 1 (<0.5%)
Altres 9 (1%) Monosomia 16 (1%)
Trisomia 9 (1%) 18 Alteracio estructural 6 (<0.5%)
Monosomia 54 (4%) Trisomia 5 (<0.5%)
7 del7q 30 (2%) Monosomia 6 (<0.5%)
Altres 20 (2%) 19 Alteracio estructural 12 (1%)
Trisomia 3 (<0.5%) Trisomia 13 (1%)
Monosomia 7 (1%) Monosomia 7 (1%)
8 t(8;21) 85 (7%) 20 del20q 12 (1%)
Altres 17 (1%) Altres 6 (<0.5%)
Trisomia 94 (7%) Trisomia 5 (<0.5%)
Monosomia 7 (1%) Monosomia 12 (1%)
9 del9q 18 (1%) 21 Alteracio6 estructural 14 (1%)
Altres 14 (1%) Trisomia 19 2%)
Trisomia 7 (1%) Monosomia 8 (1%)
Monosomia 4 (<0.5%) 22 Alteracio estructural 12 (1%)
10 Alteracio estructural 14 (1%) Trisomia 14 (1%)
Trisomia 6 (<0.5%) Monosomia 17 (1%)
Monosomia 4 (<0.5%) X Alteracio6 estructural 7 (1%)
11g23 7 (1%) Trisomia 3 (<0.5%)
delllq 12 (1%) y Monosomia 37 (3%)
t(10;11) 2 (<0.5%) Trisomia 1(<0.5%)
11 t(11;19) 7 (1%) 1 anomalia 316 (55%)
t(6;11) 5 (<0.5%) 2 anomalies 111 (19%)
t(9;11) 9 (1%) Complexitat 3 anomalies 40 (7%)
Altres 35 (3%) 4 anomalies 26 (4%)
Trisomia 16 (1%) 5 0 més anomalies 84 (15%)
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5.2.1 Alteracions cromosomiques numeriques

S’han analitzat detalladament els 638 casos amb cariotip alterat i s’han identificat un total
de 550 aneuploidies, de les quals 243 (44%) son trisomies i 307 (56%) han estat
monosomies. El seglent grafic mostra el nimero i la distribucio de les trisomies i les

monosomies segons el cromosoma concret afectat (Figura 25).

Alteracions numeériques
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Crl Cr2 Cr3 Crd4 Cr5 Cre | Cr7 Cr8 Cr9 |Cr10 Crl1 Crl2 Cr13 Crl4 Cr15/Crl6 Crl7 Cr18/Cr19 Cr20/Cr21 Cr22 CrX | CrY
B Trisomia 19 14
EMonosomia| 2 (10| 9 |11 20 6 54 7 7 4 4 13 8 2 13 9 25 16 6 7 12 8 |17 |37

Figura 25: Grafic del nimero i distribucid de les aneuploidies segons el cromosoma afectat.

S’han observat tant monosomies com trisomies de tots els cromosomes autosomics. La
trisomia més freqlent ha estat la del cromosoma 8, que s’ha detectat en 94 casos (38,7%
de les trisomies). Les seglents trisomies més freqlents, detectades en més de 10 casos,
han estat les dels cromosomes 21 (n=19; 7,8%), 11 (n=16; 6,6%), 22 (n=14; 5,8%), 19
(n=13; 5,3%) i 13 (n=12; 4,9%). Per altra banda, la monosomia més freqlient ha estat la
del cromosoma 7, detectada en 54 casos (17,6% de les monosomies), i en segon lloc les
monosomies 17 (n=25; 8,1%) i 5 (n=20; 6,5%). Les seglents monosomies més freqlents,
detectades en més de 10 casos, han estat les dels cromosomes 18 (n=16; 5,2%), 12 i 15
(ambdues n=13; 4,2%), 21 (n=12; 3,9%), 4 (n=11; 3,6%) i 2 (n=10; 3,3%). Cal destacar
que tots els cromosomes tenen tendéncia o a guanyar-se o a perdre’s, a excepcio del
cromosoma 21, del qual s‘observen tant trisomies com monosomies en una proporcio

considerable.

Pel que fa a les aneuploidies dels cromosomes sexuals, practicament nomeés s'observen

perdues: 17 casos (5,5%) amb pérdua de la X i 37 casos (12%) amb pérdua de Y.
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5.2.2 Alteracions cromosomiques estructurals

S’han observat un total de 921 alteracions estructurals entre els 638 casos alterats. El grafic
a continuacié mostra el nimero i la distribucio de les alteracions estructurals identificades
segons el cromosoma afectat i diferenciant entre alteracions equilibrades (translocacions i
inversions) i desequilibrades (delecions, addicions, cromosomes derivatius i isocromosomes,
principalment) (Figura 26). Tot i comptabilitzar-se més alteracions equilibrades que
desequilibrades, aquest fet es deu en part a que les alteracions equilibrades son en molts
casos translocacions que involucren dos cromosomes i, per tant, s’han comptabilitzat per

duplicat.

Alteracions estructurals

120

100
[ n

2:-. I
. -| I E I I [
=B [ |
[ | |

Mimero d'alteracions

Crl | Cr2 Cr3 Cr4 Cr5 Cr6 Cr7 CrE Cr9 Crl0 Crll Crl2 Crl3 Crl4 Crl5 Crl6 Crl7 Crl8 Cr19 Cr20 Cr21 Cr22 | CrX | CrY
mDesequilibrada | 13 5 21 5 50 21 42 12 25 5 33 185 17 5 6 18 31 5 11 16 7 6 5 0
Equilibrada 4 13 32 1 7 21 &8 %0 35 11 4 12 3 7 7 101 8 1 8 2 92 6 2 0

Figura 26: Grafic del numero i distribucié de les alteracions estructurals segons el cromosoma afectat.

Els cromosomes més frequentment afectats per alteracions estructurals, majoritariament
equilibrades, han estat el cromosoma 16 (n=119; 12,9%) degut basicament als casos
d'inv(16)/t(16;16), el 8 (n=102; 11,1%) i el 21 (n=99; 10,7%) degut a la seva implicacié en la
£(8;21), i el cromosoma 11 (n=77; 8,4%) del qual aproximadament la meitat dels casos son
reordenaments d’'11g23. Altres cromosomes que també destaquen per la seva implicacié en
alteracions estructurals (detectats en més de 20 casos) son: el cromosoma 9 (n=60; 6,5%)
que en més de la meitat dels casos és degut a una alteracié equilibrada, el 5 (n=57; 6,2%)
principalment afectat per les delecions del brag g, el 3 (n=54; 5,9%) degut a un

reordenament de 3g26 en aproximadament la meitat dels casos, el 7 (n=50; 5,4%) en gran
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mesura degut a delecions 7q, el 6 (n=42; 4,6%) que presenta tant alteracions equilibrades
com desequilibrades, el 17 (n=39; 4,2%) principalment degut a alteracions desequilibrades
que comporten la perdua del brag p, i el 12 (n=31; 3,4%) i I'l (n=27; 2,9%) que també
presenten indistintament alteracions equilibrades i desequilibrades i d’ambdos bracos

Cromosomics.

5.2.3 Alteracions cromosomiques i complexitat

S'’ha analitzat la distribucié de les alteracions numeriques i estructurals dels diversos
cromosomes en funcié del grau de complexitat del cariotip (Figures 27, 28 i 29). Amb
aquest proposit, les alteracions cromosomiques s’han distribuit en 5 grups diferents de

complexitat: anomalia Unica o bé acompanyada per 1, 2, 3 0 24 alteracions.

Pel que fa a les alteracions numeériques, s'ha analitzat la relacié amb la complexitat només
d'aquelles de les que es disposa d'un minim de 10 casos. Per una banda, s‘observa que les
monosomies acostumen a anar acompanyades d'altres anomalies i que la majoria de les
meés freqientment observades (monosomies 4, 5, 12, 15, 17, 18 i 21) practicament només
existeixen en context de cariotips complexes de 24 alteracions. La monosomia 7 és
I'excepcid, ja que també s'observa com anomalia Unica amb relativa fregéncia. Per altra
banda, les trisomies, basicament +8, +11 i +21, tant poden trobar-se aillades com
acompanyades per altres anomalies. En canvi, no s'ha trobat cap cas de +19 ni +22
aillades, fet que suggereix que son alteracions acompanyants o secundaries enlloc de

primaries.
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Alteracions numériques | complexitat
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Cr-2 | Cr4 | Cr-5 | Cr7 | Cr+8 |Cr+11 | Cr-12 | Cr+13 | Cr-15 | Cr-17 | Cr-18 |Cr+19 | Cr-21 Cr+21 |Cr+22 | Cr-X | CrY
m nica 1} 8 0 0 0 0 7 1] 0 [
m1 alt. acompanyant 1 1 1 12 3 2 o 1] o 0 [ 2 0 4 1 & 22
m 2 alt. acompanyants 2 0 a 4 12 0 0 1] 1 v} 1 2 0 2 B 4 3
3 alt. acompanyants 3 1 a 2 3 1 0 1] 1 2 2 2 1 3 1 1 2
m=4 alt. acompanyants | 4 9 19 24 15 5 13 9 11 23 13 7 11 3 4 & 4

Figura 27: Distribucio de les alteracions numériques dels diversos cromosomes en funcié del grau de
complexitat del cariotip. Els simbols + i — indiquen si es tracta d'una trisomia o d'una monosomia,
respectivament.

Pel que fa a les alteracions estructurals i la seva relacio amb la complexitat, s’ha fet un
primer analisi de tots els cromosomes independentment del tipus d'alteracio estructural que
presentin (Figura 28). En segon lloc, algunes de les alteracions s’han analitzat de manera

individual per la seva recurrencia en LMA (Figura 29).
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Alteracions estructurals i complexitat
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Figura 28: Distribucio de les alteracions estructurals dels diversos cromosomes en funcié del grau de complexitat
del cariotip.
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Figura 29: Distribucio de les alteracions estructurals recurrents en LMA en funcio del grau de complexitat del
cariotip.

S'observa que les alteracions estructurals dels cromosomes 4, 5, 15, 16 (excloent
inv(16)/t(16;16)) i 19 sén meés freqlents en un context de complexitat (24 alteracions
acompanyants) que com a alteracions Unigues o amb 1-3 acompanyants. En canvi, la t(8;21)
i la inv(16)/t(16;16) rarament s'observen dins d’'un cariotip de 24 alteracions. De manera
similar, els reordenaments d'11g23 sén més freqlents com a anomalia Unica mentre que la

resta d'alteracions estructurals del cromosoma 11 son més freqlents en cariotips més
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complexes. Per ultim, també cal destacar que la t(6,9) practicament només existeix com
anomalia Unica aillada i que, en canvi, els reordenaments de 3926 (EVI) s'acompanyen

freqientment d’una anomalia.

5.2.4 Co-ocurréncia de les principals alteracions citogenétiques

S’ha realitzat un analisi de co-ocurrencia entre les diverses parelles d'alteracions més
recurrents en LMA per veure si hi ha associacio entre algunes d'elles. S'han analitzat
aquelles alteracions de les que se'n disposava d'un minim de 5 casos i que alhora

presentaven alguna alteracio acompanyant (Taula 12).
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S’han detectat associacions significatives en 15 parelles d'alteracions cromosomiques. Pel
que fa a les translocacions recurrents s'observa que la inv(16)/t(16;16) s'associa
significativament a la trisomia 22 (p<0.001) i que els reordenaments de 3g26 que impliquen
el gen MECOM s'associen a la monosomia 7 (p<0.001). Els reordenaments CBF també
s'associen a monosomies de X o Y. En canvi els reordenaments de 1123 que impliquen el

gen KMT2A no s'associen a cap altra alteracio.

També s'associen significativament la monosomia 5 amb les monosomies i les delecions de
7 (p=0.004; p=0.011) i de 17 (p=0.001), la delecié 5g amb la delecid 7q (p=0.010) i la
monosomia 17 (p<0.001), la monosomia 7 amb les monosomies 5 (p=0.004) i 17 (p
<0.001); i la delecid 7g amb les monosomies i delecions del cromosoma 5 (p=0.011;
p=0.010). Aquestes relacions significatives confirmen I'associacié existent entre aquests tres

cromosomes.

5.2.5 Recurréncia de les translocacions cromosomiques

S’han analitzat i comptabilitzat els casos que presenten translocacions equilibrades. Dels
638 casos de la série global que presenten alteracions cromosomiques, 170 casos tenen
alguna translocacié equilibrada. En total sén 178 translocacions, 135 (76%) de les quals han
estat descrites i son recurrents en la LMA i 11 (6%) no son informatives perque no s’han
pogut determinar amb exactitud els punts de trencament. Les 32 restants (18%) no han
estat descrites préviament en LMA segons les bases de dades consultades (Atlas of Genetics
and Cytogenetics in Oncology and Haematology i Mitelman Database of Chromosome
Aberrations and Gene Fusions in Cancer) i per tant es descriuen per primera vegada en
aquest treball (Taula 13). No hi ha hagut cap translocacié detectada més d'una vegada de

manera que no es pot establir recurréncia de cap de les translocacions descrites.
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Taula 13: Translocacions detectades i no descrites préviament en LMA.

TRANSLOCACIO

POSSIBLES GENS IMPLICATS

t(1;1)(p33;923-24)

t (1;11)(g42;p12)
t(12;15)(p13;q12)
t(1;5)(q22;423)
t(11;15)(p15;922)
t(11;20)(q13;q13)
t(2;10)(p13;p11)
t(2;14)(q21;922)
t(2;16)(p23;q23)
t16;7)(p12;422)
t(2;4)(q13;935)
t(2;5)(p11;q11)
t(21;22)(q11;q11)
t(3;12)(q21;q24)
t(4;11)(p15;923)
t(4;12)(p15;923)
t(2;11)(q13;p14)
t(4;12)(q27;q24)
(
(
(
(

oL = G = =

ETV6 (12p13)

NUP98 (11p15.4)

NRIPI (21g11.2) i BCR (22q11.23)
RPNI (321.3)
KMT2A (1123)

NUP98 (11p15.4)

t(4;15)(q13;q25) =
t(4;16)(q35:922) CBFB (16g22.1)
t(4;17)(p16;q21) RARA (17q21)
t(5;17)(p11;p11) SPECC1 (17p11.2)
t(6;9)(p23;q17) DEK (6p22)
t(15;17)(p13;q11.2) -
t(6;9)(q21;q24) -
t(8;14)(q24;q34) TRPS1 (8g23.3) 0 MYC (8g24)
£(9;22)(a31:q12) MN1 (22(355112)5) EWSR1
t(x;14)(g25;932) -
t(6;15)(p22;q21) DEK (6p22)

MLLT3 (9p21.3) 0 PSIP1 (9p22.3)
0 JAK2 (9p24) i BCR (22q11.23)
CREBBP (16p13.3)

NPM1 (5G35.1) | KMT2A (11g23)

t(9;22)(p22-23;q11)
t(12;16)(q24;p12)
t(5;11)(g35;923)

5.3 ANALISI DE SUPERVIVENCIA

5.3.1 Validacié del NK com a grup de referéncia

El grup de pacients amb NK és classicament considerat de pronostic intermedi per no
disposar de cap variable citogenetica que condicioni un altre pronostic. Aixi, el NK es pot
utilitzar com a grup de referéncia amb qui comparar la resta d'anomalies i establir-ne el

seu pronostic segons si mostren una millor o una pitjor supervivéncia en comparacio amb el
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NK. Préviament a poder realitzar aquest analisi univariant amb totes les anomalies
citogenetiques, s'ha validat el NK com a grup de referencia comprovant que les alteracions
moleculars de conegut impacte pronostic no modificaven la supervivencia del global del

grup amb NK. Les alteracions que s’han analitzat sén les mutacions de NPM1 i les FLT3-ITD.

Dels 616 pacients amb NK, es disposa d'estudi molecular d’ambdues mutacions de 371
pacients, amb la seglent descriptiva: 131 pacients eren doble negatius (FLT3-/NPM1-), 39
pacients eren FLT3+/NPM1-, 104 van ser FLT3-/NPM1+ i 97 van ser doble positius
(FLT3+/NPM1+). No es disposa dels resultats moleculars de 245 pacients.

S’ha analitzat la taxa de resposta i la supervivéncia segons tres grups proposats: NK amb
molecular positiva (inclou els casos doble positius, els FLT3-/NPM1+ i els FLT34+/NPM1-), NK
amb molecular doble negativa i NK amb molecular no estudiada. No s’han observat
diferéncies estadisticament significatives per a cap variable analitzada (taxa de RC, OS, DFS
ni CIR) (Taules 14 i 15; Figura 30).

Taula 14: Taxa de remissio completa (RC) del casos amb cariotip normal (NK) segons biologia molecular.

RC NO RC D
FLT3 - / NPM1 - 105 (80%) 26
BIOLOGIA MOLECULAR + 196 (82%) 43 0,192
NO ESTUDIAT 184 (75%) 60

Taula 15: Supervivéncia global (OS), supervivencia lliure de malaltia (DFS) i incidéncia acumulada de recaiguda
(CIR) del casos amb cariotip normal (NK) segons biologia molecular.

OS als 4 anys DFS als 4 anys CIR als 4 anys
(IC95%) (IC95%) (IC95%)
p=0,560 p=0,555 p=0,512
FLT3 - / NPM1 - 40% (31% ; 49%) 39% (29% ; 49%) 45% (35% ; 55%)
BIOLOGIA MOLECULAR + 43% (36% ; 50%) 47% (40% ; 54%) 39% (32% ; 46%)
NO ESTUDIAT 40% (34% ; 46%) 43% (36% ; 50%) 42% (34% ; 49%)
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Figura 30: Grafiques de la supervivéncia global, la supervivencia lliure de malaltia i la incidéncia acumulada de
recaiguda dels pacients amb cariotip normal segons la biologia molecular.

5.3.2 Analisi del grup CBF

Les LMA CBF tenen un pronostic favorable ben establert en totes les series de pacients
publicades pero hi ha certes discrepancies pel que fa a lefecte que poden tenir les
alteracions acompanyants. S'han analitzat els pacients amb anomalies CBF distribuits
segons el nombre d'anomalies acompanyants i s’ha determinat si aquestes podien tenir un

impacte pronostic.

D'un total de 177 pacients amb anomalies CBF, 92 sén inv(16) i 85 son t(8;21), pero només
es coneixen les alteracions acompanyants de 80 i 70 casos, respectivament. S’han agrupat

segons el numero d'anomalies amb la seglent distribucio:

113



5. RESULTATS

Taula 16: Frequéncia de casos amb inv(16) o t(8;21) distribuits segons el nimero d'alteracions acompanyants.

inv(16)
(N=92)

t(8;21)
(N=85)

ANOMALIA UNICA

2 ANOMALIES
3 ANOMALIES
4 ANOMALIES
6 ANOMALIES

59/80 (74%)

11/80 (14%)
8/80 (10%)
1/80 (1%)
1/80 (1%)

33/70 (47%)

25/70 (36%)
8/70 (12%)
3/70 (4%)
1/70 (1%)

S'observa que la t(8,21) s‘acompanya de més anomalies que la inv(16),

estadisticament significativa (p=0,010) (Taula 16).

de manera

S'ha analitzat la taxa de resposta i la supervivencia dels dos grups proposats segons si

presentaven una, dues o tres o més anomalies (s'han agrupat els pacients amb 3, 4 i 6

anomalies degut a un numero insuficient de pacients per a realitzar una correcta analisi

estadistica). No s’han observat diferéncies estadisticament significatives per a cap variable

analitzada (Taules 17-20; Figures 31 i 32).

Taula 17: Taxa de remissio completa (RC) del casos amb inv(16) segons niimero d’anomalies acompanyants.

inv(16)
RC No RC p
ANOMALIA UNICA 49 (83%) 10
2 ANOMALIES 9 (82%) 2 0,971
23 ANOMALIES 8 (80%) 2

Taula 18: Taxa de remissio completa (RC) del casos amb (8;21) segons nimero d'anomalies acompanyants.

t(8;21)
, RC No RC p
ANOMALIA UNICA 30 91%) 3
2 ANOMALIES 23 (92%) 2 0,566
23 ANOMALIES 12 (100%) 0

Taula 19: Supervivéncia global (OS), supervivencia lliure de malaltia (DFS) i incidéncia acumulada de recaiguda
(CIR) del casos amb inv(16) segons nimero d’anomalies acompanyants.

0S als 4 anys DFS als 4 anys CIR als 4 anys
inv(16) IC95%) IC95%) (IC95%)
p=0,804 p=0,264 p=0,121
ANOMALIA UNICA 61% (48% ; 74%) 47% (32% ; 62%) 44% (29% ; 58%)
2 ANOMALIES 60% (30% ; 90%) 63% (30% ; 96%) 13% (0% ; 45%)
23 ANOMALIES 60% (30% ; 90%) 75% (45% ; 30%) 25% (3% ; 58%)
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Taula 20: Supervivencia global (OS), supervivencia lliure de malaltia (DFS) i incidencia acumulada de recaiguda
(CIR) del casos amb t(8;21) segons nimero d’anomalies acompanyants.

0S als 4 anys DFS als 4 anys CIR als 4 anys
t(8;21) (IC95%) (IC95%) (IC95%)
p=0,281 p=0,274 p=0,288
ANOMALIA UNICA 67% (51% : 83%)  67% (50% ; 84%) 27% (12% ; 43%)
2 ANOMALIES 72% (53% ; 91%)  63% (42% ; 84%) 37% (17% ; 58%)
23 ANOMALIES 91% (74% ; 100%)  91% (74% ; 100%) 9% (0% ; 35%)
10 - 10
—— =>=3 anomalies ~—— =>=3 anomalies
2 anomalies 2 anomalies
~ Anomalia (nica _ ~ Anomalia tnica
_ 034 g
§ 06 :% 06
E :
02 J:‘). 02
00 4 P=0.804 00 - P=0.264
0 : 0 - 0 : o -
Anys des del diagnostic Anys des de la 1*RC
10 4
— >=3 anomalies
2 anomalies
— Anomalia (nica
° 08
; 06
5 04 4
= 02 4
00 4 P=0.121
0 ‘ ’ "

Anys des de la 1°RC

Figura 31: Grafiques de la supervivéncia global, la supervivéncia lliure de malaltia i la incidéncia acumulada de
recaiguda dels pacients amb inv(16) segons el nimero d’anomalies acompanyants.
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Figura 32: Grafiques de la supervivéncia global, la supervivencia lliure de malaltia i la incidéncia acumulada de
recaiguda dels pacients amb t(8;21) segons el nimero d’anomalies acompanyants.

5.3.3 Definicié de complexitat

S’han analitzat els pacients amb cariotip alterat (excloent CBF) per determinar a partir de
quin nombre d'alteracions es defineix el CK en aquesta serie de pacients. Els 419 pacients
amb cariotip alterat s’han agrupat per numero d‘anomalies i s'han analitzat les variables de
supervivencia comparant-les amb els pacients amb NK com a grup de referéncia. Només el
grup de pacients amb 25 anomalies ha presentat diferencies estadisticament significatives
per a totes les variables de supervivéncia analitzades (Taules 21 i 22). En termes d'OR per a
I'assoliment de la RC i de HR per a la OS i la DFS també s’obtenen els mateixos resultats, en
que nomeés mostra diferencies significatives el grup de 25 anomalies (Annex A.2). El grup

amb 2 anomalies ha mostrat diferencies estadisticament significatives per la taxa de RC i la
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0S, pero no s’ha tingut en compte ja que pot estar influit pel MK, que no s’ha exclos

d’aquesta analisi.

Taula 21: Mostra la taxa de remissié completa (RC) dels grups de pacients segons nombre d’anomalies

cromosomiques.

ANOMALIES RC
0 485/614 (79%)
1 167/223 (75%) 0,206
2 4472 (61%) 0,001
3 15/24 (63%) 0,054
4 15/22 (68%) 0,224
25 43/78 (55%) <0,001

Taula 22: Mostra la supervivéncia global (0S), la supervivéncia lliure de malaltia (DFS) i la incidencia acumulada
de recaiguda (CIR) dels grups de pacients segons nombre d’anomalies cromosomiques.

ALEbAdES Os(fcl:s955°/i)n " P DFS(I‘?:|9S55°/0a)nyS P CIR(%SSSWSWS P
0 40% (36% ; 44%) 43% (38% ; 48% ) - | 42% (38% ; 47%)
1 38% (31% ; 45%) 0,757 | 42% (34% : 50%) 0,003 | 43% (35% :50%) 0,888
2 16% ; 38%) 0,031 | 41% (26% ; 56%) 0,738 | 47% (31% ; 62%) 0,444
3 36% (16% : 56%) 0,283 | 33% (6% ; 60%) 0442 | 39% (12% : 67%) 0,649
4 26% (7% : 45%) 0,103 | 40% (15% : 65%) 0,374 | 33% (11% : 58%) 0,737
>5 6% (1% : 11%)  <0,001 | 11% (2% : 20%)  <0,001 | 58% (42% : 72%) 0,002

5.3.4 Analisi del cariotip monosomic

S'’han analitzat els 95 casos que presenten un MK per determinar la seva importancia

pronostica (comparat amb el NK). Per a aixo, s'ha diferenciat també si es tracta d'un MK

“pur” segons la definicio de Breems et al. 0 bé coincideix també amb el CK determinat en

aquesta serie de pacients, definit per la presencia de 5 o més anomalies. L'analisi

estadistica es resumeix a continuacio i demostra que tant els CK com els MK presenten

diferencies estadisticament significatives respecte el NK per la taxa de RC i la OS. Destaca

també que només els casos que compleixen ambdds criteris (MK i CK) mostren pitjors dades

de supervivéncia per totes les variables estudiades de manera estadisticament significativa

(Taules 23 i 24).

Taula 23: Mostra la taxa de remissid completa dels grups de pacients segons si tenen cariotip complex (CK) o

cariotip monosomic (MK).

ALTERACIO

RC
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NORMAL

no MK i no CK
no MK'i CK
MK'i no CK
MK'i CK

485/614 (79%)
225/306 (74%)
10/18 (56%)
16/35 (46%)
33/60 (55%)

0,063
0,036
<0,001
<0,001

Taula 24: Mostra la supervivéncia global (0S), la supervivencia lliure de malaltia (DFS) i la incidéncia acumulada
de recaiguda (CIR) dels grups de pacients segons si tenen cariotip complex (CK) o cariotip monosomic (MK).

. 0S al n DFS al n CIR al n
ALTERACD (Iacséé;OZ) " P (12352/3 " P (IaC;55°/S " P
NORMAL 40% (36% ; 44%) - | 43% (38% ; 48% ) - 42% (38% ; 47%) -
noMKinoCK | 37% (31%: 43%) 0354 | 41% (34%;48%) 0,848 | 44% (37%; 51%) 0,628
no MK i CK 129% (0% : 27%) 0,004 | 20% (0%; 45%) 0,110 | 60% (22% ; 84%) 0,299
MK i o CK 20% (6% ; 34%) 0,002 | 44% (20% ; 68%) 0,431 | 25% (7% 48%) 0,294
MK i CK 4% (0% : 9%) <0001 | 8% (0%:18%)  <0,001 | 58% (38%:73%) 0,002

5.3.5 Impacte de les alteracions citogenétiques en la supervivéncia.

S'ha analitzat I'impacte de les alteracions citogenetiques sobre la taxa de RC, la OS, la DFS i

la CIR. Els cariotips CBF, els CK i els MK s’han exclos de I'analisi per evitar que interfereixin

en la valoracio del pronostic de les alteracions individuals. S'ha analitzat I'impacte

d'aquestes alteracions sobre el pronostic ens els casos en que s’ha disposat d’almenys 5

pacients després de I'exclusié (Taula 25).
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Taula 25: Distribucio i freqiéncia de les anomalies citogenetiques de la serie de pacients exclosos els CBF, els CK
i els MK. * Els percentatges estan calculats considerant com a denominador els cariotips avaluables (N=1254).

DESCRIPCIO DE FREQUENCIA DESCRIPCIO DE FREQUENCTA
IO L’ANOMALIA N (%) IO L’ANOMALIA N (%)
-- Cariotip normal 616 (49%) Monosomia 0
Monosomia 0 1 Reord. 12p 10 (1%)
1 Alteracio estructural 14 (1%) Altres 6 (<0.5%)
Trisomia 0 Trisomia 2 (<0.5%)
Monosomia 0 Monosomia 0
2 Alteracio estructural 12 (1%) 13 dell3q 10 (1%)
Trisomia 0 Altres 3 (<0.5%)
Monosomia 0 Trisomia 3 (<0.5%)
inv(3)/t(3;3) 11 (1%) Monosomia 0
3 t(3;5) 0 14 Alteracio estructural 9 (1%)
Altres 10 (1%) Trisomia 0
Trisomia 0 Monosomia 0
Monosomia 0 15 Alteracio estructural 4 (<0.5%)
4 Alteracio estructural 4 (<0.5%) Trisomia 0
Trisomia 4 (<0.5%) Monosomia 0
Monosomia 0 16 Altres 11 (1%)
5 del5q 13 (1%) Trisomia 0
Altres 4 (<0.5%) Monosomia 0
Trisomia 0 17 Reord. 17p/i17 12 (1%)
Monosomia 0 Altres 6 (<0.5%)
del6g 6 (<0.5%) Trisomia 0
6 t(6,9) 19 2%) Monosomia 0
Altres 3 (<0.5%) 18 Alteracio estructural 1 (<0.5%)
Trisomia 5 (<0.5%) Trisomia 2 (<0.5%)
Monosomia 15 (1%) Monosomia 1 (<0.5%)
7 del7q 14 (1%) 19 Alteracio estructural 2 (<0.5%)
Altres 11 (1%) Trisomia 4 (<0.5%)
Trisomia 1 (<0.5%) Monosomia 1 (<0.5%)
Monosomia 0 20 del20q 6 (<0.5%)
8 Altres 9 (1%) Altres 1 (<0.5%)
Trisomia 67 (5%) Trisomia 3 (<0.5%)
Monosomia 1 (<0.5%) Monosomia 0
9 del9q 12 (1%) 21 Alteracio estructural 10 (1%)
Altres 5 (<0.5%) Trisomia 14 (1%)
Trisomia 5 (<0.5%) Monosomia 1 (<0.5%)
Monosomia 0 22 Alteracio estructural 5 (<0.5%)
10 Alteracio estructural 8 (1%) Trisomia 2 (<0.5%)
Trisomia 1 (<0.5%) Monosomia 2 (<0.5%)
Monosomia 0 X Alteraci¢ estructural 7 (1%)
11923 6 (<0.5%) Trisomia 0
delllq 7 (1%) Y Monosomia 9 (1%)
t(10;11) 2 (<0.5%) Trisomia 0
11 t(11;19) 6 (<0.5%)
t(6,11) 4 (<0.5%)
t(9;11) 8 (1%)
Altres 17 (1%)
Trisomia 9 (1%)
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Impacte de les alteracions cromosomiques en la taxa de RC

S'ha analitzat I'impacte de les alteracions citogenetiques comparat amb el NK sobre la taxa
de RC. Les OR son donades comparant I'anomalia corresponent amb el NK. Per la taxa de
RC, i per tal de facilitar la interpretacio de I'OR, la categoria de referéncia és I'alteracio en
questio. Per tant, I'OR S'interpreta com la probabilitat d’assolir la RC dels pacients amb NK
respecte dels que tenen l'alteracid cromosomica. Per exemple: per a Ialteracio estructural
del cromosoma 1, la probabilitat d'assolir la RC dels pacients amb NK és 5 vegades major

que els que tenen l'alteracio del 1 (Taula 26).

De les alteracions que s'’han pogut analitzar, només les alteracions estructurals del
cromosoma 1 i la monosomia 7 han presentat una taxa de RC significativament inferior

(p<0.05) que la del NK.

Taula 26: Impacte de les alteracions citogenetiques sobre la taxa de remissié completa (RC).

CROMOSOMA ANOMALIA N T(@f)’* OR (IC95%) p
== Cariotip normal 614 79
Monosomia
1 Alteracio 14 43 5,013 (1,709 ; 14,705) 0,003
estructural
Trisomia
Monosomia
2 A 11 64 2,148 (0,619 ; 7,452) 0,228
estructural
Trisomia
Monosomia
inv(3)/t(3;3) 11 55 3,133 (0,941 ; 10,429) 0,063
3 t(3;5)
Altres 9 67 1,880 (0,464 ; 7,619) 0,377
Trisomia
Monosomia
4 Alteracio
estructural
Trisomia
Monosomia
5 del5q 13 85 0,684 (0,150 ; 3,123) 0,624
Altres
Trisomia
Monosomia
deléq 6 67 1,880 (0,341 ; 10,377) 0,469
6 t(6,9) 19 79 1,003 (0,327 ; 3,072) 0,996
Altres
Trisomia 5 100 0 0,999
Monosomia 15 40 5,640 (1,971 ; 16,133) 0,001
7 del7q 14 79 1,025 (0,282 ; 3,730) 0,970
Altres 11 55 3,133 (0,941 ; 10,429) 0,063
Trisomia
Monosomia
8 Altres 9 78 1,074 (0,221 ; 5,233) 0,929
Trisomia 67 69 1,716 (0,989 ; 2,979) 0,055
Monosomia
9 del9q 12 92 0,342 (0,044 ; 2,672) 0,306
Altres 5 40 5,640 (0,932 ; 34,107) 0,060
Trisomia 5 60 2,506 (0,414 ; 15,159) 0,317
Monosomia
10 Hlieraio 8 75 1,253 (0,250 ; 6,282) 0,784
estructural
Trisomia
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(continuacio)

CROMOSOMA

ANOMALIA

TAXA (%)

OR (IC95%)

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Monosomia

11923

delllq

t(10;11)

t(11,19)

t(6;11)

t(9;11)

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 12p

Altres

Trisomia
Monosomia

dell3q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracid estructural
Trisomia
Monosomia

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 17/i17

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracid estructural
Trisomia
Monosomia

del20q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracid estructural
Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia
Trisomia

11

83
100

100
63
59
67
90
83

80

63

91

75
100

100

67
62

80

83

67

0,752 (0,087 ; 6,493)
0

0
2,256 (0,532 ; 9,564)
2,632 (0,983 ; 7,049)
1,380 (0,464 ; 7,619)
0,418 (0,052 ; 3,327)
0,752 (0,087 ; 6,493)

0,940 (0,197 ; 4,480)

2,256 (0,532 ; 9,564)

0,376 (0,048 ; 2,964)

1,253 (0,334 ; 4,696)
0

1,380 (0,464 ; 7,619)
2,350 (0,756 ; 7,304)

0,940 (0,104 ; 8,482)

0,752 (0,087 ; 6,493)

1,880 (0,464 ; 7,619)

0,795
0,999

0,999
0,270
0,054
0,377
0,41
0,795

0,938

0,270

0,353

0,738
0,999

0,999

0,377
0,14

0,956

0,795

0,377
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Impacte de les alteracions cromosomiques en la 0S

S’ha analitzat I'impacte de les alteracions citogenetiques comparat amb el NK sobre la
probabilitat de OS. Les HR sdn donades comparant I'anomalia corresponent amb el NK. Per
la OS la categoria de referéncia és el NK, per tant, la HR s'interpreta com el risc de morir
del pacient amb l'alteracié cromosomica en questio respecte als pacients amb NK. Per
exemple: per a l'alteracio estructural del cromosoma 1, el risc de morir dels pacients amb

I'alteracio és gairebé dues vegades major que els que tenen NK (Taula 27).

De les alteracions que s’han pogut analitzar, han presentat una OS significativament inferior
(p<0.05) que la del NK les alteracions estructurals del cromosoma 1, anomalies del
cromosoma 3 que no inclouen inv(3)/t(3;3), la monosomia 7, anomalies del cromosoma 9

que no inclouen la t(6;9) i la trisomia 9.

Taula 27: Impacte de les alteracions citogenétiques sobre la probabilitat de supervivéncia global (OS). 'Dades a 1

any; “dades als 3 anys.

OS ALS 4 ANYS, %
CROMOSOMA ANOMALIA N (IC95%) HR (IC95%) P
== Cariotip normal 615 41% (37% ; 45%)
Monosomia
1 Alteracié estructural 14 21% (0% ; 43%) 1,910 (1,047 ; 3,484) 0,035
Trisomia
Monosomia
2 Alteraci6 estructural 12 42% (14% ; 70%) 1,598 (0,793 ; 3,223) 0,19
Trisomia
Monosomia
inv(3)/t(3;3) 11 24% (0% ; 51%) 1,677 (0,832 ; 3,381) 0,148
3 t(3;5)
Altres 10 10% (0% ; 29%) 2,498 (1,287 ; 4,848) 0,007
Trisomia
Monosomia
4 Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
5 del5g 13 9% (0% ; 26%) 1,271 (0,678 ; 2,385) 0,454
Altres
Trisomia
Monosomia
del6g 6 17% (0% ; 47%) 1,634 (0,676 ; 3,952) 0,276
6 t(6,9) 19 38% (14% ; 62%) 0,927 (0,494 ; 1,738) 0,813
Altres
Trisomia 5 60% (17% ; 100%) 0,969 (0,311 ; 3,020) 0,957
Monosomia 15 7% (0% ; 20%) 2,814 (1,646 ; 4,812) <0,001
7 del7q 14 39% (12% ; 66%) 1,094 (0,543 ; 2,205) 0,802
Altres 11 24% (0% ; 51%) 1,225 (0,608 ; 2,468) 0,571
Trisomia
Monosomia
8 Altres 9 22% (0% ; 49%) 1,361 (0,644 ; 2,876) 0,419
Trisomia 67 39% (27% ; 51%) 1,160 (0,837 ; 1,609) 0,372
Monosomia
9 del9q 12 58% (30% ; 86%) 0,540 (0,223 ; 1,305) 0,171
Altres 5 20% (0% ; 55%) 2,783 (1,037 ; 7,465) 0,042
Trisomia 5 20% (0% ; 55%)* 3,127 (1,163 ; 8,411) 0,024
Monosomia
10 Alteracio estructural 8 38% (4% ; 72%) 0,991 (0,410 ; 2,397) 0,984
Trisomia
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(continuacio)

CROMOSOMA

ANOMALIA

0S als 4 anys, %
(IC95%)

HR (IC95%)

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Monosomia

11923

delllq

t(10;11)

t(11;19)

t(6,11)

t(9;11)

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 12p

Altres

Trisomia
Monosomia

dell3q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracid estructural
Trisomia
Monosomia

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 17/i17

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia

del20q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Trisomia

11

(@)

10
14

\e]

50% (0% ; 90%)
67% (29% ; 100%)

80% (45% ; 100%)
50% (15% ; 85%)
0%?

30% (0% ; 62%)
40% (10% ; 70%)
25% (0% ; 65%)

31% (0% ; 64%)

13% (0% ; 36%)

33% (4% ; 62%)

33% (6% ; 60%)
50% (10% ; 90%)

17% (0% ; 47%)

33% (2% ; 64%)
46% (19%; 73%)

60% (17% ; 100%)

43% (6% ; 80%)

33% (2% ; 64%)

0,771 (0,247 ; 2,402)
0,465 (0,116 : 1,865)

0,232 (0,033 ; 1,650)
0,897 (0,335 ; 2,405)
1,471 (0,827 ; 2,618)
1,320 (0,589 ; 2,959)
1,010 (0,478 ; 2,134)
1,383 (0,516 ; 3,706)

1,090 (0,486 ; 2,442)

1,663 (0,787 ; 3,518)

1,047 (0,496 ; 2,213)

1,278 (0,660 ; 2,477)
0,708 (0,227 ; 2,208)

1,983 (0,820 ; 4,798)

1,035 (0,462 ; 2,318)
0,935 (0,442 : 1,975)

0,614 (0,153 ; 2,465)

1,196 (0,446 ; 3,206)

1,302 (0,581 ; 2,917)

0,653
0,28

0,144
0,829
0,189
05
0,98
0,52

0,835

0,183

0,904

0,467
0,552

0,129

0,034
0,859

0,491

0,722

0,522
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Impacte de les alteracions cromosomiques en la DFS

S’ha analitzat I'impacte de les alteracions citogenétiques comparat amb el NK sobre la DFS.

Les HR son donades comparant l'anomalia corresponent amb el NK. Per a la DFS la

categoria de referencia és el NK, per tant, la HR s'interpreta com el risc de recaure o morir

del pacient amb l'alteracié cromosomica en questio respecte als pacients amb NK. Per

exemple: per a l'alteracié del20q, el risc de recaure o morir dels pacients que tenen aquesta

alteracio és 3,3 vegades major que els que tenen NK (Taula 28).

De les alteracions que s’han pogut analitzar, només la delecié del brag llarg del cromosoma

20 (del20q) ha presentat una DFS significativament inferior (p=0.009) que la del NK.

Taula 28: Impacte de les alteracions citogenétiques sobre la supervivéncia lliure de malaltia (DFS). ! Dades als 3
anys; 2 dades als 2 anys.

DFS ALS 4 ANYS, %

CROMOSOMA ANOMALIA N (1C95%) HR (IC95%) P
== Cariotip normal 485 44% (39% ; 49%)
Monosomia
1 Alteracio estructural 6 50% (10% ; 90%) 0,890 (0,285 ; 2,777) 0,841
Trisomia
Monosomia
2 Alteracio estructural 7 36% (0% ; 88%) 0,755 (0,242 ; 2,355) 0,628
Trisomia
Monosomia
inv(3)/t(3;3) 6 50% (10% ; 90%) 0,893 (0,286 ; 2,787) 0,846
3 t(3;5)
Altres 6 17% (0% ; 47%) 2,176 (0,897 ; 5,279) 0,085
Trisomia
Monosomia
4 Alteraci estructural
Trisomia
Monosomia
5 del5g 11 13% (0% ; 37%)* 1,882 (0,931 ; 3,807) 0,078
Altres
Trisomia
Monosomia
del6g 4 25% (0% ; 68%) 1,396 (0,447 ; 4,357) 0,566
6 t(6,9) 15 31% (7% ; 55%) 1,364 (0,725 ; 2,566) 0,336
Altres
Trisomia 5 40% (0% ; 83%) 1,234 (0,39 ; 3,852) 0,717
Monosomia 6 17% (0% ; 47%) 2,116 (0,873 ; 5,127) 0,097
7 del7q 11 41% (9% ; 73%) 1,129 (0,502 ; 2,535) 0,77
Altres 6 33% (0% ; 71%) 1,511 (0,563 ; 4,055) 0,413
Trisomia
Monosomia
8 Altres 7 29% (0% ; 63%) 1,230 (0,508 ; 2,979) 0,647
Trisomia 46 44% (29% ; 59%) 1,134 (0,758 ; 1,696) 0,541
Monosomia
9 del9q 11 55% (26% ; 84%) 0,854 (0,380 ; 1,917) 0,702
Altres 2
Trisomia 3
Monosomia
10 Alteracio estructural 6 50% (10% ; 90%) 0,705 (0,226 ; 2,200) 0,547

Trisomia
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(continuacio)

CROMOSOMA

ANOMALIA

DFS als 4 anys, %
(IC95%)

HR (IC95%)

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Monosomia

11923

delllq

t(10;11)

t(11,19)

t(6;11)

t(9;11)

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 12p

Altres

Trisomia
Monosomia

del13q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 17/i17

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia
Alteraci6 estructural
Trisomia
Monosomia

del20g

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Trisomia

10

NeJ

60% (17% ; 100%)
67% (29% ; 100%)

60% (17% ; 100%)
80% (45% ; 100%)
36% (4% ; 68%)?
33% (0%; 71%)
22% (0% ; 49%)
30% (0% ; 77%)?

47% (10% ; 84%)

20% (0% ; 55%)

38% (6% ; 70%)

33% (2% ; 64%)
50% (10% ; 90%)

17% (0% ; 47%)

50% (10% ; 90%)
75% (45% : 100%)

60% (17% ; 100%)

50% (10% ; 90%)

0,566 (0,141 ; 2,276)
0,451 (0,112 ; 1,811)

0,520 (0,129 ; 2,090)
0,263 (0,037; 1,873)
1,568 (0,697 ; 3,526)
1,213 (0,452 ; 3,256)
1,422 (0,671 ; 3,012)
1,782 (0,663 ; 4,788)

1,033 (0,385 ; 2,773)

1,672 (0,623 ; 4,490)

1,286 (0,607 ; 2,724)

1,270 (0,566 ; 2,853)
0,853 (0,273 ; 2,662)

3,261 (1,343 ; 7,920)

0,640 (0,205 ; 1,999)
0,502 (0,161; 1,565)

0,729 (0,181 ; 2,929)

0,857 (0,275 ; 2,676)

0,423
0,261

0,357
0,182
0,277
0,702
0,358
0,252

0,948

0,308

0,511

0,562
0,784

0,009

0,443
0,235

0,655

0,791
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Impacte de les alteracions cromosomiques en la CIR

Per ultim, s’ha analitzat Iimpacte de les alteracions citogenetiques comparat NK sobre la

CIR. Les HR son donades comparant I'anomalia corresponent amb el NK. Per a la CIR la

categoria de referencia és el NK, per tant, la HR s'interpreta com el risc de recaure del

pacient amb I'alteracio cromosomica en qlestio respecte als pacients amb NK. Per exemple:

per a l'alteracio del5q, el risc de recaure dels pacients que tenen aquesta alteracid és 2,5

vegades major que els que tenen NK (Taula 29).

De les alteracions que s’han pogut analitzar, només la delecié del brag llarg del cromosoma

5 (del5q) ha presentat una CIR significativament inferior (p=0.022) que la del NK.

Taula 29: Impacte de les alteracions citogenétiques sobre la incidéncia acumulada de recaiguda (CIR). 'Dades als

3 anys; “dades als 2 anys

CROMOSOMA

ANOMALTA

CIR ALS 4 ANYS, %
(IC95%)

HR (IC95%)

10

Cariotip normal
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
inv(3)/t(3;3)

t(3;5)

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia

del5q

Altres

Trisomia
Monosomia

del6g

t(6,9)

Altres

Trisomia
Monosomia

del7q

Altres

Trisomia
Monosomia

Altres

Trisomia
Monosomia

del9q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia

485

11

41% (37% ; 46%)

33% (3% ; 71%)

50% (0% ; 92%)

50% (8% ; 83%)

50% (6% ; 85%)

74% (20% ; 94%)*

49% (20% ; 73%)
20% (0% ; 65%)
33% (3% ; 72%)

50% (14% ; 78%)
67% (12% ; 93%)

43% (7%; 77%)
44% (30%; 58%)

36% (10% ; 64%)

33% (3% ; 70%)

0,755 (0,202 ; 2,820)
0,650 (0,178 ; 2,379)

1,39 (0,450 ; 4,332)

1,321 (0,404 ; 4,320)

2,467 (1,138 ; 5,348)

1,235 (0,589 ; 2,590)
0,385 (0,062 ; 2,416
0,744 (0,180 ; 3,074

©, )
( )
1,324 (0,516 ; 3,396)
2,404 (0,747 ; 7,742)

0,961 (0,315 ; 2,934)
1,267 (0,784 ; 2,047)

1,020 (0,437 ; 2,383)

0,721 (0,165 ; 3,153)

0,680

0,520

0,560

0,650

0,022

0,580
0,310
0,680

0,560
0,140

0,940
0,330

0,960

0,660
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(continuacio)

CROMOSOMA

ANOMALIA

CIR als 4 anys, %
(IC95%)

HR (1C95%)

Monosomia

11923
delllq
t(10;11)
11 t(11;19)
t(6;11)
t(9;11)
Altres
Trisomia

Monosomia

Reord 12p

L Altres

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Trisomia
Monosomia

dell3q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracid estructural
Trisomia
Monosomia

Altres

Trisomia
Monosomia

Reord 17/i17

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracid estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia

del20q

Altres

Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Alteracio estructural
Trisomia
Monosomia
Trisomia

10

D O

[@)]

20% (0% ; 63%)
33% (3%; 70%)

20% (0% ; 63%)
0%

54% (16% ; 81%)’

50% (8% ; 83%)

67% (22% ; 90%)

50% (0% ; 95%)?

28% (3% ; 64%)

60% (7% : 91%)

53% (16% ; 80%)

44% (11% ; 74%)
50% (8% ; 83%)

50% (6% ; 85%)

33% (3% ; 71%)
13% (1% ; 45%)

20% (0% ; 62%)

50% (8% ; 83%)

0,387 (0,056 ; 2,664)
0,708 (0,184 ; 2,729)

0,366 (0,059 ; 2,263)
0

1,676 (0,664 ; 4,229)

1,311 (0,420 ; 4,094)

1,765 (0,855 ; 3,643 )
1,025 (0,257 ; 4,084)

0,330
0,620

0,280
0,270
0,640

0,120
0,970

0,589 (0,150

1,746 (0,515

1,569 (0,730

1,109 (0,393
1,323 (0,403

1,538 (0,388

0,622 (0,176
0,493 (0,137

0,477 (0,055

1,358 (0,392

:2,349) 0,450

:592) 0,370

:3,373) 0,250

:3,127) 0,840
£4341) 0,640

; 6,099) 0,540

:2,19) 0,460
:1,769) 0,280

4174 0,500

4697) 0,630
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5.3.6 Analisi multivariant

Per a I'analisi multivariant s’han tingut en compte les variables: edat, sexe, numero de
leucocits, protocol CETLAM i Citogenética. Nomeés s'ha realitzat I'analisi per la 0S, ja que es

perdien massa pacients en intentar analitzar la DFS i la CIR.

La variable Citogenética inclou les alteracions estadisticament significatives en I'analisi
univariant de les que es disposa d'un numero suficient de pacients (210). No ha estat
possible realitzar un analisi multivariant amb totes les alteracions citogenétiques individuals
que han estat significatives en I'univariant degut a un numero insuficient de pacients en
molts casos i finalment només ha estat possible analitzar-ne tres: les alteracions
estructurals del cromosoma 1, la del(5q) i la monosomia 7. Després de les exclusions, han
quedat 9 grups ben definits: el NK (grup de referéncia per a I'analisi), el CBF, els cariotips
monosomics no complexes, els complexes no monosomics, els monosomics i complexes, les
alteracions estructurals del cromosoma 1, la del(5g), la monosomia 7 i tota la resta

d'anomalies.

El resultat de I'analisi multivariant ha demostrat que I'edat, el nombre de leucocits i les
variables citogenétiques analitzades (excloent la del(5q) i el grup de la resta d’anomalies,
que han perdut la seva significacid estadistica) son factors pronostics independents per la
0S. A més, també ha resolt que amb els protocols 94 i 99 s'assolia una OS inferior a la del
protocol 03 (Taula 30).

Taula 30: Factors amb significat prondstic independent per la supervivéncia global (OS) resultants de I'analisi

multivariant.

FACTOR HR (IC95%) p

EDAT (CONTINUA) 1,026 (1,020 ; 1,033) <0,001
LEUCOCITS (CONTINUA) 1,003 (1,002 ; 1,004) <0,001
PROTOCOL CETLAM-94 1,392 (1,105 ; 1,752) 0,005
PROTOCOL CETLAM-99 1,348 (1,126 ; 1,613) 0,001
CBF 0,542 (0,409 ; 0,718) <0,001
MK & no CK 1,941 (1,318 ; 2,857) 0,001
no MK & CK 1,891 (1,144 ; 3,123) 0,013
MK & CK 3,628 (2,724 ; 4,831) <0,001
ALT. ESTRUCT. Cr1 2,266 (1,118 ; 4,592) 0,023
MONOSOMIA 7 3,477 (1,892 ; 6,392) <0,001

Amb les dades obtingudes de I'analisi multivariant s'han classificat tots els pacients de la
serie en tres categories pronostiques: risc favorable -casos amb t(8;21) o inv(16)/t(16;16)-,
risc advers —casos amb CK, MK, alteracions estructurals del cromosoma 1 i monosomia 7-

risc intermedi -casos alterats restants i NK-. L'analisi estadistica confirma que hi ha
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diferéncies estadisticament significatives tant per la taxa de RC com per la OS i la CIR entre
els tres grups (Figura 33) [les dades es mostren en el punt 5.5 on es comparen amb MRC i
CALGB].

—— Advers —— Advers
Favorable Favorable
— Intermedi — Intermedi

0.8

06

Supervivéncia global [probabilitat)
Incidéncia acumulada de recaiguda

P<0.001

00

0 5 10 15 0 5 10 15
Anys des del diagnostic Anys des de la 1*RC

Figura 33: Probabilitat de supervivéncia global (OS) i incidencia acumulada de recaiguda (CIR) pels tres grups de
risc proposats per CETLAM.

5.4 ESTUDI DE LES REORDENACIONS DEL GEN KMT2A

5.4.1 Caracteristiques de la série del pacients amb translocacions 11g23:

S’ha realitzat I'estudi retrospectiu de 107 pacients diagnosticats de LMA amb reordenacio
del gen KMT2Aen 17 centres que pertanyen al GCECGH. Shan descrit les
caracteristiques clinico-biologiques i s’ha analitzat la resposta al tractament de 80 pacients
(75%), tots ells inclosos en protocols de tractament comparables. El motiu d'exclusio dels 27
pacients restants va ser la quimioterapia no intensiva (16 pacients) i un temps de
seguiment insuficient (11 pacients). Per a l'analisi comparativa es va utilitzar un grup
control consistent en 597 pacients amb LMA de cariotip normal procedents del registre
CETLAM.

L'edat mediana dels pacients amb reordenacié d'11g23 va ser de 45,5 anys (rangs, 18 a 68
anys) i 32 pacients (40%) eren homes. El recompte mitja de leucocits en el moment del
diagnostic va  ser d'11,7x10°/L (rang, de 04 a 232 x10¢%/L) i la
LMA monoblastica/monocitica va resultar ser el subtipus citologic més predominant (43%).

L'analisi comparativa va mostrar que els pacients amb reordenacio 11g23 eren més joves i
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amb predomini femeni que els pacients amb NK. A més, la incidéencia de
leucémia monoblastica/monocitica aguda era  més  alta  entre  els  pacients
amb afectacié 11923 que en els cariotips normals (Taula 31).

Taula 31: Caracteristiques cliniques i biologiques dels 80 pacients amb translocacions 11g23 inclosos en I'estudi i
distribucié dels pacients segons el tipus de LMA. Comparativa amb les LMA de cariotip normal (NK).

t(11g23) NK
(N=80) (N=597) P
. 45.5 51
EDAT, ANYS Mediana [rangs] [18 : 68] [18 : 70] 0.003
Masculi 32 (40%) 326 (55%)
SEXE Femeni 48 (60%) 271 (45%) 0.014
LEUCOCITS : 11.7 18.1
(X10E9/L) Mediana [rangs] 04 232] 0.7 : 400] 0.183
LMA amb minima diferenciacio 3 (4%) 33/371 (9%)
LMA sense maduracio 5 (6%) 71/371 (19%)
LMA amb maduracio 4 (5%) 51/371 (14%)

. Leucemia mielomonocitica aguda 10 (12%) 96/371 (26%)
CLASSTFICACIO Leucemia monoblastica/monocitica 34 (43%) 65/371 (18%)
CITOLOGICA N 1 1 (50 <0.001
SEGONS WHO Leucgm!a er|tr0|de. o 0 8/371 (5%)

Leucémia megacarioblastica 0 2/371 (1%)
LMA amb canvis relacionats amb displasia 4 (5%) 30/371 (8%)
LMA relacionada amb tractament 4 (5%) 0

LMA no tipificada 16 (20%) 5/371 (1%)

La translocacio 11923 va ser identificada per bandes G en 74 pacients (92,5%) i per FISH
en els 6 pacients restants (4 casos amb cariotip normal i 2 casos sense metafases
suficients). En 38 pacients (51,3%) la t(v;11g23) va ser I'Unica alteracié cromosomica. En els
36 casos restants, les alteracions citogenétiques acompanyants més freqlents van ser la
trisomia 8 (14 casos) i la trisomia 21 (5 casos); i 10 casos (12,5%) van mostrar un cariotip

complex amb 4 o més anomalies.

La distribucié per freqlencies de les diverses alteracions d'11g23 va ser la seguent: 31
(38.7%) casos amb t(9;11), 16 (20%) amb t(11;19), 16 (20%) amb t(6;11), 5 (6.2%) amb
t(10;11), 6 (7.5%) amb altres translocacions 11g23 no recurrents i 6 (7.5%) casos en els que
no es va poder determinar el partner. No es van observar diferencies estadisticament
significatives pel que fa a les variables clinico-biologiques entre els tres subgrups 11923
(Taula 32).
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Taula 32: Comparativa de les caracteristiques cliniques i biologiques dels diversos tipus de translocacions 11g23.

t(9;11) t(11;19) t(6;11)
(N=31) (N=16) (N=16)
: 43 47.5 45.5
EDAT, ANYS Mediana [rangs] [18 : 68] 21:54 [21:68] 0.408
Masculi 11 (35%) 6 (37%) 7 (44%)
SEXE Fernen 20(65%) 10 (63%) 9 (56%) 0O
LEUCOCITS : 56 7.5 15.7
(X10E9/L) Flelere eyl 07:220] [0.4:844] [16:237 0142
LMA amb minima diferenciacio 1 (3%) 0 1 (6%)
LMA sense maduracio 2 (6%) 1 (6%) 0
LMA amb maduracio 1 (3%) 2 (12%) 0
. Leucemia mielomonocitica aguda 2 (6%) 3(19%) 3 (19%)
CLASSIFICACIO - - i o 0 0
CITOLOGICA tgbggm:: Qwr?trljgitzjl(aastma/monoutma 16 (?2 %) 4 (2_5 o) 8 (5_0 %o) 0.623
SEGONS WHO - N
Leucémia megacarioblastica - - -
LMA amb canvis relacionats amb displasia 1 (3%) 0 1 (6%)
LMA relacionada amb tractament 2 (6%) 2 (12%) 0
LMA no tipificada 6 (19%) 4 (25%) 3 (19%)

5.4.2 Analisi de supervivéncies de les translocacions 11g23:

Per a I'analisi de les variables de supervivencia només s'han tingut en compte la t(9;11), la

t(11;19), la t(6;11) i el NK (la resta s’han exclos per nimero insuficient de pacients).

No s'han observat diferéncies estadisticament significatives en la taxa de RC en cap dels
grups. Van assolir la RC 61 pacients (76%) amb LMA amb afectacié 11g23 i 470 pacients
(79%) amb NK (p=0.613). Les taxes de RC de les diferents translocacions 11g23 van ser del
88% per a t(11;19), el 81% per a t(6;11) i el 68% per a t(9;11) (p=0,276).

Després de la consolidacio, 47 pacients amb LMA 11023 (58,7%) van sotmetre’s a un TPH,
que va ser al-logénic en 38 (80,8%) i autoleg en els 9 pacients restants (19,1%). En el grup
NK, 326 pacients (54,6%) van ser sotmesos a un TPH, que va ser al-logénic en 145 pacients
(44,5%) i autoleg en 181 (55,5%).

La mediana del temps de seguiment dels pacients vius ha estat de 4,45 anys (extrems 0,40 i
13,52 anys) i la probabilitat de supervivencia als 10 anys ha estat del 32% (IC del 95%, del
21% al 43%). En aquest cas s'ha avaluat la OS, la CRD i la DFS dels pacients que van assolir
la RC (n=61). Cal destacar que 11 d'aquests pacients han sigut exclosos per no disposar de
dades sobre la recaiguda. Els casos amb translocacions 11g23 no han mostrat diferencies

estadisticament significatives amb el grup de referéncia per a cap variable de resposta
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(Taula 33). Per a les diferents reordenacions de 11g23, la OS, la CRD i la DFS tampoc han
demostrat diferéncies entre els grups, tot i que la OS i la CRD mostren una tendéncia a la

significacio (Taula 34; Figura 34).

Taula 33: Impacte de les reordenacions 11g23 sobre la supervivencia global (OS), la durada de la remissio
completa (CRD) i la supervivéncia lliure de malaltia (DFS) als 3 anys.

t(11g23) NK

VARIABLES (N-50) (N=507) P
TAXA RC 61 (76%) 470 (79%) 0.613
0S, % (IC95%) 32% (21 ; 43) 45% (41 ; 49) 0.240
CRD, % (IC95%) 49% (33 ; 65) 56% (51 ; 61) 0.800
DFS, % (IC95%) 39% (25 ; 53) 46% (41 ; 51) 0.752

remissio completa (CRD) i la supervivéncia lliure de malaltia (DFS) als 3 anys.

19:11) (L9 6610 NK
BRI (N=31) (N=16) (N=16) (N=597) P
TAXA RC 21 (68%) 14 (88%)  13(81%) 470 (79%)  0.622
3% 52% 31% 45%
0 0
05, % (IC95%) (16:48)  (26:78)  (8:54) 41,49 004
62% 58% 27% 56%
0 0
Rt T (36:88)  (26:90)  (0;56) T
44% 46% 18% 46%
0 0
DFS, % (IC95%) (20:68  (17.75 (0 41) (41,51  00%

Taula 34: Impacte dels diversos tipus de translocacions 11g23 sobre la supervivéncia global (0S), la durada de la
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Figura 34: Grafiques de la durada de la RC, la supervivéncia global i la supervivéncia lliure de malaltia de les
diverses translocacions 11923 i del cariotip normal.

Com a consequiencia d'aquests resultats, s’han agrupat els casos amb t(9;11) i t(11;19) i

s’han tornat a analitzar les variables de resposta. En aquest escenari, la CRD mostra
diferencies significatives entre els grups (61%; IC 95%, 41% al 81%, p=0,034), la DFS
és gairebé significativa (45%; 95% CI, 26% al 64%, p=0,051), pero disminueix la tendencia
de la OS a la significacio (39%; IC del 95%, del 25% al 53%, p=0,096) (Figura 35).
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Figura 35: Grafiques de la durada de la RC, la supervivéncia global i la supervivéncia lliure de malaltia dels
pacients amb t(9;11) i t(11;19) agrupats comparat amb la t(6;11) i el cariotip normal.

5.5 VALIDACIO DELS SCORE MRC, CALGB I CETLAM

Els pacients CETLAM s'han classificat segons els grups de risc proposats per MRC i CALGB

(Taula 10 Resultats). Cal tenir en compte que, dels 1235 pacients amb informacio

citogenetica suficient per a poder-los classificar correctament en un grup de risc, 111

pacients (9%) no s’han pogut classificar segons el sistema CALGB ja que presentaven

alteracions citogenétiques no assignades especificament a cap grup de risc segons CALGB.

Un altre tret diferencial entre ambdds sistemes de classificacid és que el grup advers de
CALGB engloba més pacients que MRC (21% vs 16%) (Figura 36).
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MRC CALGB

= 177;14% = 111;9% = 177;14%

= 257;21%

= 866;70% ® 690;56%

= Favorable mIntermedi = Advers = Favorable mIntermedi = Advers mindeterminat

Figura 36: Distribucio dels pacients de la série segons els sistemes de classificacio MRC i CALGB.

S’ha comprovat que les classificacions de MRC i CALGB permeten estratificar clarament i de
manera estadisticament significativa els pacients d’aquesta série en els tres grups de risc
citogenetic definits, tant per la taxa de RC com per la OS i la CIR (Taula 35 i Figura 37). En
termes de OR per l'assoliment de la RC també s'obtenen diferencies estadisticament

significatives entre els tres grups (Annex A.3).
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Figura 37: Probabilitat de supervivencia global (OS) i incidencia acumulada de recaiguda (CIR). Hi ha diferéncies
estadisticament significatives entre els tres grups tant si son classificats segons MRC com per CALGB.

Quan es comparen les tres classificacions pronostiques (MRC, CALGB i CETLAM) s'obtenen els

mateixos resultats per la taxa de RC, la probabilitat de OS i la CIR en el grup de risc

favorable, ja que les alteracions citogenéetiques contemplades en aquest grup son les

mateixes. Pel que fa al grup de risc intermedi, també son molt similars les dades

obtingudes en els tres grups per les tres variables de supervivéncia. En canvi, es detecta

una taxa de RC inferior en el grup de risc advers del CETLAM envers MRC i CALGB i una

probabilitat de OS del grup advers diferent per a cadascuna de les classificacions. Pel que fa

a la CIR, s'observa que és similar entre els mateixos grups de risc (Taula 35).
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Taula 35: Mostra la comparativa entre les tres classificacions pronostiques per la taxa de remissié completa (RC),

la supervivencia global (OS) als 8 anys i la incidencia acumulada de recaiguda (CIR) als 8 anys.

MRC p CALGB p CETLAM p
RC (%)
FAVORABLE 156/177 (88%) 156/177 (88%) 156/177 (89%)
INTERMEDI 666/861 (77%) <0.001 618/800 (77%) <0.001 703/897 (78%) <0.001
ADVERS 112/191 (59%) 90/158 (57%) 74/150 (49%)
05 (IC 95%)
FAVORABLE 66% (59% ; 73%) 66% (59% ; 73%) 66% (59% ; 73%)
INTERMEDI 37% (33% ; 41%)  <0.001 | 36% (32% ; 40%)  <0.001 37% (33% ; 41%)  <0.001
ADVERS 13% (8% ; 18%) 20% (15% ; 25%) 8% (3% ; 13%)
CIR (IC 95%)
FAVORABLE 31% (24% ; 38%) 31% (24% ; 38%) 31% (24% ; 38%) 0.001
INTERMEDI 45% (40% ; 49%)  <0.001 | 459 (41% ; 50%) 0.003 45% (41% ; 49%)
ADVERS 52% (42% ; 61%) 49% (38% ; 59%) 51% (39% ; 62%)
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Les LMA son un conjunt heterogeni de malalties resultants de la transformacio clonal de les
cel-lules  progenitores hematopoetiques mitjancant I'adquisicid de reordenaments

cromosomics i diverses mutacions geniques.

Durant els darrers 20 anys I'analisi citogenetica en la LMA ha esdevingut una eina essencial
que ha permeés coneixer la biologia d’aquesta malaltia i, alhora, definir-ne el diagnostic, el
pronostic i seleccionar-ne el tractament més adequat. Diversos grups cooperatius han
proposat sistemes d'estratificacid de risc citogenetic basats en I'analisi d’amplies series de
pacients. No obstant aix0, el valor pronostic d'algunes alteracions recurrents segueix sent

controvertit degut a resultats discordants entre séries de pacients analitzades.

En aquest treball de Tesi Doctoral s'ha dut a terme I'analisi de les caracteristiques i del valor
pronostic de les alteracions citogenetiques d'una série historica de 1417 pacients
diagnosticats de LMA, tractats uniformement amb tres protocols consecutius del grup de
tractament CETLAM i amb un seguiment maxim de gairebé 20 anys i de més de 5 anys de
mediana. A més, s'ha realitzat una validacio dels principals sistemes d'estratificacio del
pronostic basats en alteracions citogenetiques en la LMA en una serie independent de

pacients.

Caracteristiques generals de la série.

La serie ha estat constituida per 1417 pacients adults diagnosticats de LMA de novo entre el
1994 i el 2012. En linies generals, les principals caracteristiques cliniques i biologiques no
difereixen de les d'altres series publicades tot i que pugui apreciar-se una certa
heterogeneitat en algunes variables degut als diferents criteris de reclutament dels pacients
(periode d'inclusio en els protocols, rangs d'edat o inclusid de LMA secundaries, per

exemple).

'edat mediana dels pacients d'aquesta série ha estat de 50 anys (extrems: 15-70),
comparable amb la d'altres séries referents publicades com MRC el 2010 (44, extrems 16-
59), CALGB el 2002 (52, extrems 15-86) o SWOG/ECOG el 2000 (39, extrems 16-55) (34-36).
Cal tenir compte que el protocol CETLAM 03 va incloure pacients d'edat igual o inferior a 70
anys com a tret diferencial respecte els dos protocols anteriors que havien inclos pacients

de fins a 60 anys.
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Pel que fa la classificacio de les LMA, I'analisi s'ha realitzat amb el subgrup de LMA tractades
dins el protocol LMA-03 (866 casos) ja que només s'havia recollit el tipus de LMA en aquest
grup de pacients. Un total de 130 pacients (15%) ha presentat alteracions citogenétiques
recurrents segons la classificacio actual de la OMS, concretament t(8;21), inv(16) o t(16;16),
£(9;11), t(6;9) i inv(3) o t(3;3). No hi ha hagut cap cas de t(1;22) ni t(9;22) en la série de
pacients estudiada; en el cas de la t(1;22) per tractar-se d’'una alteracio practicament
nomeés descrita en LMA infantil, i en el cas de la t(9;22) perque es deurien tractar amb
protocols de leucemia mieloide cronica i no van incloure’s al CETLAM. Cal remarcar que en
el moment del diagnostic d'aquests pacients no es realitzaven de manera sistematica els
estudis de mutacions de NPM1, CEBPA ni RUNX1 de manera que els pacients amb aquestes
mutacions hauran estat distribuits en altres grups de LMA. De la resta de pacients sense
alteracions recurrents reconegudes per la OMS, 77 presentaven displasia i podien
classificar-se de LMA amb canvis relacionats amb mielodisplasia i 659 es van classificar com
a LMA NOS, distribuint-se de manera bastant uniforme entre els diversos grups citologics

(Taula 10 Resultats).

Pel que fa a l'estudi citogenétic, es van observar alteracions cromosomiques en 638
pacients, que representen un 51% dels casos analitzats i amb resultat de cariotip valorable,
mentre que 616 pacients (49%) van presentar un KN. Aquests percentatges coincideixen
amb els publicats per altres series de pacients dels que es conclou que entre el 40 i 50% de
les LMA presenten un NK en el moment del diagnostic (34,35,94). A més, la incidéncia
d'alteracions citogenétiques recurrents segons la classificacio de la OMS en aquesta série de
pacients també és comparable a la reportada per altres series publicades (Taula 36).
Aquetes dades validen la qualitat de I'analisi citogenetica realitzada pels diversos laboratoris

de referéncia del grup CETLAM.

Taula 36: Comparativa entre diverses séries de pacients de la frequéncia de les alteracions citogenetiques
recurrents reconegudes a la classificacio de la OMS.

ALTERACIONS CITOGENETIQUES CETLAM  MRC2010 CALGB 2002 Paeﬁainznai;“”
£(8:21)(q22;622); RUNX1::RUNX1T1 7% 7% 7% 4%
inv(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1;q22); CBFB::MYH11 7% 5% 8% 5%
t(v;11g23); Reordenaments KMT2A ~4% ~4% 4.5% 3%
£(9:11)(p21;023); MLLT3::KMT2A 1% 1% 2.2% -
inv(3)(921026.2)/t(3;3)(q21;926.2); GATA2, MECOM(EVIL) | 2% 1% 1% 1%
£(6:9)(p23;434); DEK::NUP214 2% 1% 0.7% 1%
£(1:22)(q13.3;q13.3); RMB15::MKL1 - <0.5% - -
£(9:22)(q34;q11); BCR::ABLI - 1% -
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Diversos estudis realitzats en séries amplies de pacients han permes estratificar els
pacients, en funcid de les alteracions cromosomiques, en tres grups de risc citogenetic:
favorable, intermedi i desfavorable (34-36,95). Per al present estudi s'han seleccionat la
classificacio revisada de I'MRC (34) i la de CALGB (35) com a referents per comprovar si la
serie de pacients CETLAM s'ajusta a aquestes classificacions i per comparar-les amb els
grups de risc propis definits en aquest treball. Aixi, segons la classificacio de MRC, 177
pacients (14%) van presentar les alteracions considerades del grup de risc citogenétic
favorable, 192 pacients (16%) van presentar alteracions catalogades com de risc
desfavorable i 866 pacients (70%) presentaven un NK o anomalies diferents a les
considerades de pronostic desfavorable i, per tant, van ser classificats dins de el grup de
risc intermedi. En canvi, segons la classificacié de CALGB (per la OS) que presenta algunes
diferéncies referents a la classificacio en els grups intermedi i advers, 257 pacients (21%)
van classificar-se en el grup de risc advers, 690 pacients (56%) en el grup de risc intermedi
i 111 (9%) no es van poder catalogar per presentar una alteracié cromosomica de pronostic

no determinat per CALGB.

Alteracions cromosomiques.

Amb I'analisi dels 638 casos que han presentat un cariotip alterat, s’han pogut identificar un
total de 550 aneuploidies, el 56% de les quals han estat monosomies. Aquesta distribucié fa
pensar que existeix una tendencia al predomini de les monosomies (més que les trisomies)
en les LMA i, per tant, que la pérdua de material genetic té un major efecte leucemogenic

en la LMA.

S'han detectat trisomies de tots els cromosomes, tot i que algunes d'elles sdn
extremadament infreqlients com son la +17 i la +Y (només 1 cas). En altres séries de
pacients publicades no es reporten casos de trisomia 17 (34,36,39,95,96), fet que sembla
confirmar que es tracta d'una alteracié extremadament rara en la LMA. Altres trisomies
també presents en molt baixa freqténcia son la +2, +5 i +15 (2 casos) o la +1, +7, +16 i
+X (3 casos). Aquests cromosomes son precisament els que s’han trobat de manera més
freqlient com a monosomia, confirmant aixi la funcié leucemogenica de la pérdua d'aquests
cromosomes (per sobre del guany). Per altra banda, la trisomia més freqient amb
diferencia ha estat la +8, representant un 39% de totes les trisomies i coincidint amb les

publicacions.
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Pel que fa a les monosomies, també s’han detectat en tots els cromosomes, sent les
monosomies 1 i 14 les més infreqlents d'aquesta série (2 casos). La monosomia del
cromosoma 7/ és la més freqlent amb diferéncia, representant un 18% de totes les
monosomies, sequida de la perdua dels cromosomes 17 i 5 (8% i 6% respectivament). La
perdua del cromosoma Y també ha estat frequent (12%) tot i que s’ha de tenir en compte el
fenomen natural de perdua d'aquest cromosoma deguda a l'edat. La frequencia de pérdua
de Y augmenta a mesura que avanca l'edat i és significativament major en casos de SMD,
NMP, LMA o malaltia limfoproliferativa que en casos sense evidencia de malaltia
hematologica (97). Per consens, es considera que si menys del 75% de les metafases son -Y,
I'associacio de la malaltia és incerta; mentre que si el 75-100% de les metafases son -Y, el
cariotip probablement estigui associat a la malaltia, fins i tot en pacients d’edat avancada.
En aquesta série, 28 pacients (76% dels que presenten -Y) presentaven la pérdua de la Y en

un 75% o mes de les metafases i, per tant, es considera una alteracié adquirida de la LMA.

Cal esmentar en particular les aneuploidies del cromosoma 21, pel fet de poder observar-se
tant trisomies com monosomies, a diferéncia de la majoria de cromosomes que tenen
tendencia a perdre’s o guanyar-se de manera excloent. Quan s'analitza la seva relacié amb
la complexitat del cariotip, es pot observar que les monosomies del cromosoma 21 son
practicament exclusives de CK i no hi ha cap cas en que es trobin soles 0 amb una anomalia
acompanyant. En canvi la trisomia 21 si que s'observa freqientment com a com a anomalia
Unica, fet que consolida el rol de la trisomia d'aquest cromosoma (per sobre de la

monosomia) com a mecanisme patogenic (98,99).

Les alteracions estructurals detectades (921 entre els 638 casos de cariotips alterats) s’han
dividit entre equilibrades i desequilibrades. Les primeres poden ser indicatives de formacio
de gens de fusié com a mecanisme patogenic mentre que en les desequilibrades, en canvi,
el mecanisme patogénic pot ser degut a diferencia de dosi (quany o pérdua de material
genetic). Les alteracions més freqglents han estat les equilibrades, degut basicament als
casos de t(8;21) i inv(16)/t(16;16). Amb les alteracions desequilibrades s'ha produit
majoritariament perdua de material genétic (delecions o derivatius amb pérdua) essent les
delecions dels cromosomes 5qg i 7q les més frequents de la serie. Una vegada més, aquestes
dades recolzen la teoria de que la pérdua de material genétic t¢ un major impacte en la

leucemogeénesi.

En referencia al grau de complexitat dels cariotips, destaca que totes les monosomies tenen
tendéncia a presentar-se acompanyades d‘altres alteracions cromosomiques. A excepcid de

la monosomia 7, que tant es pot trobar aillada com acompanyada, la majoria de les
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monosomies més freqlentment observades (4, 5, 12, 15, 17, 18 i 21) practicament nomeés
existeixen en context de complexitat citogenética (24 alteracions). Aquest fet suggereix que
probablement moltes d’aquestes monosomies sdn esdeveniments secundaris i un reflex de
la inestabilitat cromosomica conseqliencia d'altres alteracions de caracter primari. Les
trisomies en canvi, basicament +8, +11 i +21, tant poden trobar-se aillades com
acompanyades per altres anomalies. No s'ha trobat cap cas de +19 ni +22 aillades, fet que

suggereix que son també alteracions secundaries i poc rellevants en la patogenia de la LMA.

Pel que fa a l'analisi de la complexitat amb alteracions estructurals, s'observa que les
alteracions estructurals dels cromosomes 4, 5 (tant del(5q) com altres), 15, 16 (excloent
CBF) i 19 s6n més freglients en un context de complexitat cariotipica que com a alteracions
Uniques 0 amb 1 o 2 anomalies acompanyants. En canvi, les alteracions CBF es presenten
majoritariament com a alteracio Unica. Poden trobar-se acompanyades d'una o dues
alteracions pero rarament es troben dins d'un CK. Cal destacar pero, que la t(8;21) s'ha
trobat acompanyada per altres anomalies més freqlentment que la inv(16), de manera
estadisticament significativa (p=0,010). La complexitat en relacid a les alteracions del
cromosoma 11 també varia segons si es tracten de reordenaments 11923 (afectacié del gen
KMT2A), que son més freqlents com a anomalia Unica, o bé son altres alteracions
estructurals de I'11, que es presenten habitualment en un context més complex. Finalment

destaca que la t(6;9) practicament només existeix com anomalia Unica aillada.

En I'analisi de co-ocurrencia de les diverses alteracions citogenetiques s'ha confirmat que la
majoria dels reordenaments recurrents en la LMA segons la classificacio de la OMS del 2017
(concretament (8;21), t(6;9) i reordenaments 11g23) no mostren cap associacio significativa
amb altres alteracions cromosomiques. Aquest fet reafirma que es tracta d'alteracions
primaries de la leucemogenesi. N'és una excepcio la inv(3)/t(3;3) que s'associa de manera
significativa a la monosomia 7 (p<0.001). En 8 casos es va detectar concurrencia d’aquestes
dues alteracions, representant un 36,4% dels casos amb monosomia 7 i un 14.8% dels
casos amb inv(3)/t(3;3). Per altra banda, tampoc es pot dubtar del caracter primari de la
inv(16)/t(16;16), tot i que presenti associacid amb una alteracid inespecifica com és la
trisomia 22, i de la t(8;21), que s'associa a la pérdua dels cromosomes sexuals. EI mateix
passa amb la trisomia 8, que s'associa de manera significativa a la trisomia 22. Pel que fa
a les monosomies i delecions dels cromosomes 5, 7 i 17, s‘observa que s'associen entre si.
Aquest fet s'explica perqué son alteracions que acostumen a formar part de CK i, per tant,

ocorren alhora.
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Per ultim, en l'analisi de recurréncia, s’han intentat identificar alteracions no descrites
préviament en LMA i que es poguessin catalogar de recurrents. El 18% de les translocacions
detectades en aquesta série de pacients no han estat descrites previament a la LMA pero
tampoc n’hi ha hagut cap detectada més d’'una vegada, de manera que no es pot establir
recurréncia de cap de les translocacions descrites. Analitzant en detall les bandes
cromosomiques afectades es poden sospitar, en alguns casos, possibles gens candidats a
haver estat reordenats i coneguts per la seva implicacio en la patogénia de la LMA.
Desafortunadament, no es disposa de material genétic guardat del moment del diagnostic
d'aquests pacients. Actualment, amb les técniques diagnostiques de nova generacio (com els
cariotips moleculars o la NGS) es podrien determinar amb exactitud els gens implicats i

veure si poden ajudar en la classificacié diagnostica o pronostica de la LMA en questio.

Validacio de grups citogenetics referents de la série.

Abans d'estudiar I'impacte pronostic d'alteracions citogenetiques especifiques, s’han
analitzat el NK, el grup CBF, el CK i el MK per la seva coneguda rellevancia sobre el pronostic
en la LMA.

El NK, definit com I'abséncia d'anomalies cromosomiques clonals detectades en un minim de
20 metafases completament analitzades, representa el subconjunt citogenetic més gran de
pacients amb LMA i es classifica com a risc intermedi per a tots els grups cooperatius més
importants (34-36,100). Es un grup heterogeni caracteritzat per una notable variabilitat de
resposta al tractament i assoliment de la RC, taxa de recaiguda, DFS i OS. Aix0 és
principalment degut a les alteracions moleculars concurrents amb el NK, com son les
mutacions de NPM1 i les FLT3-ITD. Per poder utilitzar el NK com a grup de referéncia per
I'analisi estadistica, s'ha validat el pronostic intermedi del grup de pacients amb NK
d'aquesta serie independentment de les alteracions moleculars. Aixi, s’ha confirmat que no
hi ha diferencies entre les variables pronostiques del grup amb NK sense mutacions de
NPMI ni FLT3-ITD i del grup amb NK i mutacions de NPM1 i/o FLT3-ITD (es podria dir que
I'efecte positiu sobre el pronostic de les mutacions de NPM1 compensa I'impacte negatiu de

les FLT3-ITD, i viceversa).

Pel que fa al grup CBF, que inclou els casos de t(8;21) i inv(16)/t(16;16), tot i ser considerat
unanimement de bon pronostic, ha generat incertesa sobre l'impacte pronostic de les
anomalies citogenetiques addicionals. Els primers estudis suggerien que la presencia de

del(9q), -Y i el CK podien predir un pitjor pronostic en els CBF (87,101). Posteriorment, amb
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I'estudi més recent publicat al respecte, MRC no va trobar cap evidéncia de que les
anomalies citogenétiques addicionals tinguessin un impacte negatiu en la LMA amb t(8;21),
de fet, hi va haver una tendencia a una millor resposta en els casos que s'acompanyaven de
perdua del cromosoma Y (34). Per altra banda, en els pacients amb inv(16), la preséncia
d’anomalies addicionals, en particular la trisomia 22, va predir un millor resultat, fet que
reafirmava els estudis publicats anteriorment per CALGB i el grup alemany (87,88). En
aquest treball, la complexitat del cariotip tampoc ha modificat el bon pronostic del grup
CBF. Tot i aixi, cal tenir en compte que els pacients de 3 i més alteracions s'han hagut
d'agrupar i, per tant, no es pot assegurar que un CK de 5 o més anomalies no tingui cap

efecte negatiu sobre el pronostic dels CBF.

La definicio de CK ve determinada pel pronostic, per tant, la suma d'alteracions
cromosomiques que defineixen un CK varia en funcié de la malaltia i inclis de cada série de
pacients estudiada. En aquesta série de pacients s’ha observat que a partir de 5 alteracions
el pronostic és significativament pitjor al pronostic del NK. Aquest resultat coincideix amb
les primeres publicacions del MRC (39,95) perd no concorda amb la seva Ultima revisio
vigent actualment, en la que es defineix CK a partir de 4 alteracions (34). Tampoc acaba
coincidint amb la definicio de CALGB (35) tot i la similitud de les dades obtingudes en la
seva série i aquesta. CALGB va demostrar que els pacients amb 3 i 4 anomalies tenien, de
manera estadisticament significativa, millors OS i CIR que els pacients amb 5 o més
anomalies, pero alhora presentaven una taxa de RC i una OS significativament inferiors al
grup amb NK. Per aquest motiu, van decidir agrupar-los tots en una Unica categoria de CK,
definit per la preséncia de 3 o més alteracions. Una possible explicacié a la discordanca
entre els resultats obtinguts i la resta de publicacions és que en la nostra serie hi ha pocs
pacients en els grups de 3 i 4 anomalies (24 i 22 pacients respectivament) en comparacio
amb el grup de 5 0 més anomalies (78 pacients), de manera que no arriben a la significacio
estadistica. Una altra possible explicacio és que hi poden haver diferéncies de criteris en el
comptatge de les anomalies d’'una formula citogenética. En aquest analisi s’han tingut en
compte totes les alteracions detectades en cada cas i s'han comptabilitzat com a una
anomalia cadascuna d'elles. L'analisi de MRC, en canvi, comptabilitza un cromosoma
derivatiu com a dues anomalies. El métode de comptatge d’anomalies no es descriu en

altres series publicades de manera que és dificil extreure’n conclusions més detallades.

Per Ultim, s’ha validat també el MK com a grup de mal pronostic en la nostra série. El MK és
un cariotip que presenta dues monosomies (excloses les de cromosomes sexuals) o bé una

monosomia acompanyada d’'una o meés alteracions estructurals (46). Aquesta definicio
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coincideix en moltes ocasions amb un CK, considerat per tots els sistemes d'estratificacio
pronostica com a risc advers. Es per aixo que en aquest treball s'ha analitzat el pronostic
diferenciant diversos grups segons si eren, o no, CK i MK. Els pacients amb MK “pur” (que
no compleixen els criteris de CK) tenen un pronostic similar als pacients amb CK i
significativament pitjor als pacients amb NK, per tant cal classificar-los en el grup de risc
advers. Si no es té en compte el concepte de MK, aquests pacients son classificats en risc

intermedi i poden ser tractats d'una manera inadequada.

Impacte de les alteracions citogenétiques en el pronostic.

L'analisi citogenetica en el moment del diagnostic de la LMA és un dels factors pronostics
meés importants en la prediccio de la resposta al tractament dels pacients amb LMA.
Generalment les LMA es classifiquen en tres grups pronostics basats en I'estudi citogenetic:
risc alt, intermedi i baix; que mostren diferéncies significatives entre ells pel que fa a la
taxa de RC, la DFS i la OS (34-36). Els pacients amb citogenética d'alt risc son candidats a
rebre un alo-TPH, mentre que els pacients amb citogenética de baix risc només rebran
quimioterapia estandard. Queda per definir quin és el millor tractament per als pacients
amb LMA de risc intermedi, en el que classicament s'hi agrupen les alteracions que no
poden ser classificades en els altres dos grups. Per aquest motiu és molt important
aconseguir una classificacio acurada dels pacients. No obstant, encara hi ha alguna
inconsisténcia en l'assignacio del grup de risc d'algunes anomalies citogenétiques en
particular si es comparen diversos esquemes d'estratificacid de risc publicats (34,35,91).
Probablement aixo es deu a diverses raons, com ara la mida relativament petita de les
cohorts d'analisi, les variacions en el rang d’'edat de les poblacions de I'estudi, aixi com
diferencies en els protocols de tractament entre els grups cooperatius. En particular, no hi
ha un bon consens pel que fa a Iimpacte pronostic d’anomalies citogenetiques recurrents
poc freqients (incidencia individual <2%), que juntes representen aproximadament el 10%
de la LMA i que es consideren predictores d'un pronostic intermedi o advers (34-36,102).
Les translocacions que involucren el cromosoma 11g23 i reordenen el gen KMT2A també
generen controversia pel que fa al seu pronostic. Tot i que generalment es consideren de
mal pronostic, diversos estudis han suggerit que es tracta d'un grup heterogeni en que la
importancia sobre el pronostic recau en el gen partner que es reordena amb KMT2A
(103,104). Aquest fet només ha quedat ben establert en el cas de la t(9;11), que es classifica
en el grup de risc intermedi, pero no s’ha aconseguit un consens per a les altres
translocacions de 11g23 (34,35,91).
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Tenint en compte tot aixo i amb l'objectiu de perfeccionar la classificacid citogenética de la
LMA del grup CETLAM, s'ha realitzat una primera analisi univariant de I'impacte de les
alteracions citogenetiques recurrents sobre la taxa de RC, la OS, la DFS i la CIR dels
pacients inclosos en CETLAM. S'han exclos de I'analisi els pacients amb CK (>4 anomalies) i
els MK que podrien condicionar el pronostic de l'alteracid especifica analitzada. Les
alteracions amb un resultat significativament pitjor per alguna de les variables de
supervivéncia analitzades han estat: les alteracions estructurals del cromosoma 1,
anomalies del cromosoma 3 que no inclouen inv(3)/t(3;3), les delecions de 5g, la monosomia
7, alteracions del cromosoma 9 que no inclouen t(6;9), la trisomia 9 i les delecions de 20q
(Taula 37).

Degut a un numero insuficient de pacients (<10 pacients) no s’han pogut analitzar totes
aquestes anomalies significatives en I'analisi multivariant posterior i només s’ha pogut
analitzar I'impacte pronostic independent de les alteracions estructurals de I'1, la delecid de
5g i la monosomia 7. Per aquest motiu s'ha realitzat un analisi descriptiu d‘altres
caracteristiques concurrents que podrien tenir un impacte en la supervivéncia i que no es
tenen en compte en I'analisi univariant, com son el tipus d‘alteracions cromosomiques
acompanyants, el subtipus citologic, el recompte leucocitari o la preséncia de FLT3-ITD.
Aquesta analisi descriptiva s’ha dut a terme tant per les alteracions que han estat
significatives en I'analisi univariant com per altres que no ho han estat perd que, segons

altres referents bibliografics, haurien de tenir impacte sobre el pronostic (Taula 37).
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Taula 37: Descripcio de les caracteristiques que presenten els casos amb alteracions cromosomiques
significatives i no significatives en I'analisi univariant. *ndm casos total que s'inclouen a I'univariant, només cert
per OS. **leucocitosi desfavorable >50-100. (a) Citologia desfavorable: LMA eritroide, LMA megacariocitica i LMA
amb displasia

senzill

: , Bragos / NUm. : : - :
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Les alteracions estructurals del cromosoma 1, la del(5q) i la monosomia 7, tot i descriure’s

també a la taula, s'han pogut estudiar individualment en I'analisi multivariant i es comenten

en 'apartat corresponent.

Les anomalies del cromosoma 3, que no inclouen inv(3)/t(3;3), han estat significatives per la

0S. S'han analitzat en detall les formules cromosomiques d’aquests casos i no s'identifica un

brag o banda cromosomica afectada de manera recurrent. Tampoc son casos amb una

elevada complexitat cariotipica ni es presenten acompanyats d‘alteracions de conegut

impacte pronostic. Aixi doncs, seria necessaria una analisi detallada d’aquestes alteracions
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amb un nombre més gran de pacients per acabar de determinar la significacio d’aquestes

anomalies citogenétiques.

Les alteracions del cromosoma 9, que no inclouen t(6;9), han estat significatives per la OS.
Es tracta només de 5 casos que s’han mirat en detall per intentar explicar el resultat de
I'analisi univariant. Dos dels cinc casos presentaven FLT3-ITD i un cas presentava un
cariotip amb 4 anomalies i del(5q); caracteristiques que podrien explicar el resultat negatiu
d'aquest petit grup de pacients. Tot i aixi, amb només 5 casos analitzats no és possible
treure una conclusio definitiva sobre I'impacte de les alteracions del cromosoma 9 i es

considera més aviat una troballa accidental de I'analisi.

La trisomia 9, significativa per la OS en I'analisi univariant, també consta només de 5
pacients i tots ells en un context de cariotip hiperdiploide de 48-49 cromosomes sense
alteracions estructurals. Tot i que la hiperdiploidia sense alteracions estructurals no és de
les alteracions més frequients en LMA (incidéncia <2%), alguns estudis n’han pogut analitzar
el pronostic presentant diversos resultats al respecte. F Stélzel et al. van demostrar en el
seu estudi que el cariotip hiperdiploide de 49-80 cromosomes sense alteracions estructurals
era un factor pronostic independent i que la OS d'aquest grup no diferia de la del grup de
risc advers definit per ELN i MRC (43). Aquest fet podria explicar el resultat obtingut per la

trisomia 9 en I'analisi univariant.

Les delecions del brag llarg del cromosoma 20 han estat significatives per la DFS. Tot i que
ha estat considerada una alteracio relacionada a mala resposta al tractament i inferior
supervivencia (36,105), els estudis referents amb grans series de pacients publicats més
recentment la consideren de pronostic intermedi (34,35). Una possible explicacio al resultat
obtingut és que la meitat dels casos (3 de 6) presentaven displasia en I'estudi citologic. Les
LMA amb canvis relacionats amb mielodisplasia s'associen a un pitjor pronostic (106-108)
tot i que no esta clar si aquest fet és degut a la propia displasia o bé a les alteracions
citogenetiques i/o moleculars de mal pronostic que acostumen a presentar-se en aquests
casos. En la nostra serie, en abséncia d'alteracions citogenétiques amb reconegut impacte
pronostic acompanyants, la presencia de mutacions de gens com ASXL1 o TP53 podria
explicar la inferior DFS observada (109,110).

Per acabar, cal comentar algunes alteracions amb importancia pronostica ben definida en

LMA gue no han estat significatives en aquesta analisi:

La translocacid t(6;9)(p23;q34), que produeix el reordenament dels gens DEK::NUP214, es

troba en el 0,5-4% dels casos de LMA (34-36,111). Classicament s’ha associat a un curs
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clinic molt pobre; amb una taxa de RC d'aproximadament el 50%, una supervivencia
mitjana d'1 any des del diagnostic i una probabilitat d'OS que varia des d'un 0% a un a
27% segons la serie (34,35,112). Tot i aixi, en les classificacions de risc de MRC i CALGB, la
t(6;,9) queda classificada de risc intermedi per no presentar diferencies significatives
respecte el NK, igual que en la nostra serie. L'opcid terapéutica que sembla que permet
millorar una mica la DFS i la OS és un alo-TPH (113). Tot i que aparentment sembla que la
presencia d’'aquesta translocacio és la responsable del mal pronostic d’aquest subconjunt de
pacients; alguns estudis han demostrat una prevalenca elevada (70-85%) de mutacio FLT3-
ITD en els pacients amb LMA i t(6;9) (68,112,114). Aquesta caracteristica fa dificil saber
quina alteracio és realment responsable del mal pronostic d’aquests pacients. En aquesta
serie de pacients CETLAM, de fet, es confirma també un elevat percentatge de casos que
presenten FLT3-ITD (50%) perd no tant elevat com cita la bibliografia. Aquest motiu podria

explicar que l'alteracié no hagi acabat sent significativa en I'analisi estadistica.

Les inv(3)(g21;926)/t(3;3)(q21;926), que reordenen MECOM, es troben en aproximadament
un 2,5-4% de les LMA (34-36,115). Els resultats clinics son molt pobres, amb una taxa de
resposta baixa a la quimioterapia d’induccid, una recaiguda precog i una DFS i OS curtes
inclis amb terapies d'induccid agressives (115). S'acompanya fregientment de la
monosomia 7 (en un 66% dels casos segons bibliografia i en un 36% en aquesta serie) i en
diversos estudis on s'analitza el pronostic de la inv(3) no s’ha tingut en compte aquesta
associacio. En I'estudi publicat pels grups alemany, belga i austriac (HOVON/SAKK i AMLSG)
en que s'analitza una serie de 6515 LMA amb 288 casos d’anomalies 3q, si que demostren
que els pacients amb inv(3)/t(3;3) i monosomia 7 addicional presenten una OS inferior als
casos sense la monosomia 7. En la serie de pacients CETLAM estudiada, s’han analitzat els
casos amb alteracions de 3g26 sense monosomia 7 i no s’ha detectat que presentin
significativament un pitjor pronostic que el grup de risc intermedi. L'explicacié podria
trobar-se en el tipus de tractament rebut, ja que els pacients amb aquestes anomalies
passaven directament a ser candidats a alo-TPH, a diferencia dels pacients amb NK amb qui

se'ls compara en I'analisi estadistica.

Les delecions del brag llarg del cromosoma 7 es troben, com a anomalia cromosomica
Unica, en aproximadament un 4-5% de la LMA de nou diagnostic i representen el 33% dels
casos de LMA amb alteracions del cromosoma 7 (113). Cal remarcar que no hi ha consens
entre els grups cooperatius més importants per classificar les del(7q) dins del grup de risc
citogenétic desfavorable. De fet, a la classificacid de risc citogenétic proposada per

Bloomfield i col-laboradors, els pacients amb LMA amb del(7q) en absencia d'altres
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alteracions cromosomiques acompanyants es consideren pacients de risc intermedi
(35,100).

En I'analisi univariant tampoc han estat significatives les alteracions del brac curt del
cromosoma 17 (delecions, isocromosomes 17q i altres reordenaments), concretament de la
regid 17p13.1, on es localitza el gen TP53. Les alteracions de TP53 s'associen a l'edat
avancada dels pacients, a complexitat genomica, a alteracions cromosomiques especifiques
(com son la pérdua i les delecions dels cromosomes 5 i 7) i al MK (116,117). També es
correlacionen amb una mala resposta als tractaments estandards (taxes de RC de 20-40%) i
amb una OS curta (medianes de supervivencia de 4-9 mesos) (117,118). Una possible
explicacio al resultat contradictori d'aquest treball és la possibilitat de que TP53 no estigui
delecionat en alguns casos, tot i I'aparent afectacié cromosomica de 17p13.1. Es per aixd
que sempre S'aconsella validar per FISH I'afectacié del gen per a poder estratificar el
pacient correctament. També cal tenir en compte la possibilitat de que les alteracions
cromosomiques de 17p13 no siguin un factor pronostic independent. Per una banda, la
majoria de publicacions que demostren l'associacié de les alteracions de TP53 a mal
pronostic s’han realitzat amb pacients que alhora presentaven altres factors de mal
pronostic com son els CK i els MK, mentre que en aquest treball els casos de CK i MK s’han
exclos. I per altra banda, cal recordar que TP53 és un gen supressor tumoral i que, com a
tal, pateix alteracions bial-léliques (habitualment mutacions) com a mecanisme oncogenic
que no han estat analitzades en aquest treball. Les implicacions clinic-biologiques de I'estat
al-lelic de TP53 no estan ben estudiades en LMA. Només un estudi recent en SMD ha
analitzat I'afectacio bial-lélica de TP53 demostrant que la seva incidencia és elevada (dos
tercos dels pacients estudiats) i que prediu risc de mort i transformacio leucémica de
manera independentment. Alhora, i de manera sorprenent, la supervivéncia i la resposta al
tractament dels pacients amb afectacié monoal-lélica de TP53 no difereix de la dels pacients
sense afectacié de TP53 (119). Aixi doncs, cal aprofundir encara en els mecanismes de

leucemogenesi de TP53 que ajudaran a definir el pronostic i el tractament més adequat.

Finalment, cal comentar les translocacions de 11g23, que tampoc han mostrat un impacte
significatiu sobre cap variable pronostica en I'analisi univariant. Produeixen el reordenament
del gen KMT2A i s'observen en aproximadament un 4-10% dels pacients amb LMA (34—
36,120). Aquestes LMA, amb excepcié dels casos amb t(9;11), en general es caracteritzen
per un mal pronostic, amb taxes de RC, OS i DFS baixes i, per tant, candidates també a un
alo-TPH (113). No esta ben definit encara si hi ha altres translocacions que, de la mateixa

manera que la t(9;11), podrien tenir un pronostic diferent. Diversos estudis han demostrat
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que el pronostic de la LMA amb reordenament de KMT2A depén molt del partner de fusio
(121-126) pero aquesta importancia pronostica no esta encara ben establerta a causa de la
seva baixa freguéncia i, per tant, a la manca de grans series de pacients estudiades.
L'Ultima classificacid del MRC, en la que s'aconsegueix analitzar I'impacte pronostic de les
translocacions 11g23 diferenciant segons els cromosoma partner implicat, demostra que la
t(11;19) no té un pronostic desfavorable i I'inclou en el grup de risc intermedi (34). En la
nostra série de pacients s’ha intentat determinar si les diverses translocacions d'11g23
podien tenir un impacte diferenciat sobre el pronostic perd no ha estat possible. Per una
banda, les translocacions t(6;11) i £(10;11) no s’han pogut analitzar perque no es disposava
d’'un numero suficient de pacients en cada cas. I per altra banda, ni les (9;11) i t(11;19) ni
els diversos reordenaments 11g23 restants, no han mostrat diferéncies estadisticament
significatives pel que fa a les variables pronostiques analitzades. De nou, I'explicacio podria
raure en la seleccio d'aquests pacients com a candidats a rebre un alo-TPH, que implica un
tractament més intensiu que els pacients amb NK amb qui se’ls compara en l'analisi

univariant.

Amb l'objectiu d'aprofundir més en Iimpacte de les diverses translocacions 11g23 sobre el
pronostic de la LMA, s’ha realitzat un analisi en paral-lel amb una série més gran de

pacients. Els resultats es discuteixen més endavant.

Analisi multivariant.

L'analisi multivariant s'ha realitzat només per la OS, ja que es perdien massa pacients en
intentar analitzar les altres variables de supervivéncia. Les variables clinico-biologiques amb
un valor pronostic independent sobre la OS han estat 'edat (HR: 1,026 per any; p<0.001), la
xifra de leucocits (HR: 1,003 per unitat d'increment; p<0.001) i el tipus de protocol (HR:
1,923; p=0.005 per CETLAM-94 i HR: 1,348; p=0.001 per CETLAM-99). Pel que fa a la
variable Citogenetica, s’ha demostrat que el grup CBF (HR: 0,542, p<0,001), la monosomia
7 (HR: 3,477, p<0,001) i les alteracions estructurals del cromosoma 1 (HR: 2,266;
p=0.023) retenen el seu efecte independent sobre el pronostic. També s’ha demostrat que el
MK i el CK tenen impacte pronostic independent, tant si es presenten de manera combinada
com individual (HR: 1,941; p=0.001 per MK no complex, HR: 1,891; p=0.013 per CK no
monosomic i HR: 3,628, p<0.001 per MK i CK), confirmant aixi la importancia

complementaria de la informacio proporcionada per les dues variables.
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L'edat, la xifra de leucocits i el tipus de protocol de tractament rebut son les variables que
influeixen sobre el pronostic de manera independent per tots els estudis publicats (34-36).
L'edat biologica és una variable pronostica que afecta negativament tant I'assoliment de la
RC, com la OS i el risc de recaiguda. Aixo és un reflex de I'augment de les comorbiditats
amb I'edat, dels tipus de tractaments utilitzats (acostumen a ser de menor intensitat en el
pacient d’edat més avancada), de la pitjor tolerancia a la quimioterapia (que fa augmentar
significativament el risc de mort durant la induccid) i de caracteristiques de la propia
leucémia (com son el tipus i frequéncia d'alteracions citogenétiques presents, que varia
segons el grup d’edat) (127). En aquest sentit, s’ha observat una incidéncia més elevada de
cariotips de risc advers, com CK i alteracions dels cromosomes 5 i 7, en pacients d’edat més
avancada (255-60 anys); mentre que en pacients menors de 55 anys son mes frequents els
cariotips de risc favorable, com la (8;21) i la inv(16) (34,39,95). Pel que fa a la xifra de
leucocits, en aquest treball s'ha analitzat com a variable continua (igual que l'edat) per
poder tenir dades directament comparables amb els estudis referents de MRC i CALGB en
els que aquesta variable era analitzada com a continua. Es cert perd que en la practica
clinica pot ser més Util coneixer el punt de tall a partir del qual es poden discriminar els
pacients en pronostics diferents. Es per aixd que I'analisi multivariant es va repetir amb les
mateixes dades cliniques i citogenétiques pero tractant la xifra de leucocits com a variable
categorica (Annex A.4). Amb aquesta analisi es demostra que una leucocitosi >50x10%/L es
correlaciona amb un pitjor pronostic de manera estadisticament significativa. Per dltim,
també s’ha evidenciat que amb el protocol LMA-03 s'assoleix una millor OS, fins i tot
incloent pacients fins els 70 anys, a diferencia dels dos protocols més antics en que I'edat
maxima d'inclusio eren els 60 anys. Tenint en compte que els régims quimioterapics eren
molt similars entre els tres protocols, el més probable és que la diferéncia de resposta al
tractament sigui deguda als criteris d’estratificacio del risc. En el protocol LMA-03, com a
gran novetat respecte els anteriors protocols, per primera vegada s'estratifiquen els
pacients segons I'index leucocitari i les mutacions de FLT3, entre d'altres, de manera que un

subgrup de pacients pot tractar-se de forma meés especifica fent millorar la OS.

La monosomia 7, tant com a alteracio acompanyada com aillada, té un impacte pronostic
negatiu en tots els estudis publicats, i aguest no n'ha estat I'excepcid. Els pacients amb LMA
amb alteracions del cromosoma 7 es caracteritzen per displasia multilinia a la MO i pitjor
curs clinic, amb una taxa de RC, una DFS i una OS baixes; particularment en pacients en el
context d'un cariotip complex o monosomic. Per aquest motiu, en aquest treball s'ha

analitzat I'impacte de la monosomia 7 aillada i s'ha revalidat el seu pronostic advers.
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El cas de les alteracions estructurals del cromosoma 1 i el seu valor pronostic no esta tan
clar. La frequencia d'alteracions del cromosoma 1 en malalties hematologiques es forca
elevada, especialment en NMP (13% a 70% de les alteracions detectades segons la serie de
pacients seleccionada) i en mielomes (fins un 50%). En canvi en la LMA és inferior,
representant menys del 5% de les alteracions detectades (128). S'han descrit multiples tipus
d‘alteracions que impliquen el cromosoma 1 en LMA, pero en cap cas s’han pogut relacionar
amb el pronostic. Per aquest motiu, i tenint en compte les limitacions descrites en aquest
treball, aquest resultat hauria de ser validat en una série més amplia i homogénia de

pacients.

Per Ultim i com era d'esperar, s’ha demostrat la importancia pronostica com a variable
independent del CK i del MK. Tots els estudis previs publicats coincideixen en atorgar a
aquestes dues entitats un valor pronostic advers independent per a la 0S

(34,43,46,48,49,129) i la série analitzada en aquest treball no ha estat I'excepcio.

Impacte de les translocacions 11923 en el pronostic.

Les anomalies cromosomiques que afecten 11g23 sén majoritariament translocacions
reciproques i equilibrades que condueixen a una reordenacid del gen KMT2A, tipicament
conegut com MLL, amb una gran varietat de gens partner. Fins ara, s’han identificat i
caracteritzat més de 90 gens partner diferents (38), cosa que explica la gran heterogeneitat
d'aquest grup de LMA. La translocacio més frequent és la £(9;11)(p23;q23), que produeix el
reordenament MLLT3::KMT2A, i és I'lnica que la classificacio de I'OMS reconeix com a
categoria especifica (26). Les translocacions 11g23 restants, com ara la t(6;11)(g27;023) /
AFDN::KMT2A, la £(10;11)(p12;923) / MLLT10::KMTZA o la t(11;19)(q23;p13.1) / ELL::KMTZ2A,

son menys freqlents i menys caracteritzades.

L'objectiu d'aquest estudi ha estat caracteritzar les principals caracteristiques cliniques i
biologiques d'una gran serie més amplia de pacients amb LMA amb translocacio 11g23 i
avaluar el seu pronostic. S'ha aconseguit recollir un total de 80 pacients amb
reordenaments 11g23 i que havien estat tractats amb protocols de quimioterapia intensiva

comparables.

La freqUeéncia i distribucid d’aquestes translocacions va ser similar a I'observada en estudis
anteriors (104,130,131), sent la t(9;11) la translocaci¢ identificada amb més freqlencia en
més d'un terg dels pacients (38,7%), sequida de t(6;11), t(11;19) i t(10;11). Es van detectar
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altres anomalies cromosomiques addicionals a la translocacid 11923 en el 45% dels casos.

Aquesta freqliencia també és comparable amb les dades reportades en altres series (130).

Pel que fa a la citomorfologia, les dades d’aquest treball confirmen la correlacio de les
translocacions 11g23 amb la LMA de llinatge monoblastic/monocitic descrita anteriorment
(130). No obstant aixo, també es van detectar casos en altres subtipus citologics, en una
proporcid menor. Es pot suposar que aquesta correlacio es deu a la propia reorganitzacio
11923, ja que no s’ha observat una correlacid distintiva entre el cromosoma partner i el

subtipus citologic.

En aquest estudi, I'analisi de supervivencia també ha mostrat que els pacients amb LMA
amb reordenaments 11923 tenen un resultat similar al dels pacients amb KN. Aixo es podria
explicar per la diferent proporcid de casos sotmesos a un alo-TPH entre aquests dos
subgrups citogenétics. Diversos estudis han confirmat I'efecte beneficios de I'alo-TPH en la
LMA amb reordenament 11g23 (131,132). En la present série, el grup 11g23 té un
percentatge més elevat d'alo-TPH que podria comportar una supervivencia similar a la del
grup de referencia. La taxa de RC d'aquesta serie coincideix amb la d'altres publicacions
(68-87%) (104,131,132), pero la resta de variables pronostiques difereixen. La OS ha estat
similar a la reportada per I'estudi del grup alemany (19,6 mesos) (104), pero superior a la
de les séries de C. Schoch i Y. Chen (8,9 i 8,5 mesos respectivament) (130,131). Aquesta
diferéncia es pot explicar per una major proporcid de LMA relacionada amb el tractament
en aquests dos darrers estudis (130) [ 14.Chen Y] en comparacio amb la serie estudiada en
aquest treball (20 i 40% contra 5%). D'altra banda, A. Pigneux va reportar una millor OS i
DFS (56% i 51% als 2 anys respectivament). Aixo es deu probablement a que tota la seva
cohort de pacients havia estat sotmesa a alo-TPH (132) mentre que, en la present serie,

nomes al 47,5% dels pacients se'ls va fer alo-TPH.

Quan s'han analitzat les variables de supervivéncia dels diferents partners d'aquesta serie,
no s’han observat diferéncies estadisticament significatives entre elles, pero si una
tendencia a un pitjor pronostic dels casos amb t(6;11). Per confirmar-ho, s'ha repetit
I'analisi estadistica agrupant els casos amb t(9;11) i t(11;19). Tot i que aixd no ha evidenciat
diferencies significatives en la OS, el grup de pacients amb aquestes dues translocacions si
tenen una DRC i una DFS més llargues que els pacients amb t(6;11). El pronostic advers de
la t(6;11) també s'ha demostrat en altres publicacions (104,121). A més, les dades
obtingudes coincideixen amb la classificacié en subgrups de risc citogenetic proposada per

MRC en que la t(9;11) i la t(11;19) es classifiquen en categoria de pronostic intermedi (34).
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Grups de risc citogenetic.

Tot i que hi ha algunes diferéncies en la classificacid del risc citogenetic entre els diversos
grups cooperatius internacionals, els pacients amb LMA generalment es classifiquen en tres
grups de risc: alt, intermedi i baix. El grup de risc favorable, que inclou els pacients amb
£(8;21) i inv(16)/t(16;16), quan es tracta amb quimioterapia estandard té taxes de RC que
varien entre el 85 i el 90% i una OS a 5 anys del 50 al 60%. El grup més nombros és el
grup de risc intermedi que representa fins al 50% de les LMA i inclou els casos de NK,
£(9;11), pérdua del cromosoma Y, trisomia 8 i del(20qg) entre d'altres. Els pacients amb LMA
amb citogenética de risc intermedi presenten taxes de RC significativament pitjors, d'entre
el 65 i el 75%, i una OS a 5 anys del 35 al 45%. I en tercer lloc, el grup de risc
desfavorable, que inclou els CK, MK, inv(3)/t(3;3), t(6;9), t(6;11), t(11;19), del(5q) i
monosomies dels cromosomes 5 o 7. Els pacients amb LMA amb citogenetica de risc
desfavorable presenten taxes de RC molt més baixes, que varien entre el 45 i el 55%, i una
supervivencia a 5 anys de només un 10 a un 20% (34,35,40,43,46,91).

Dos dels diversos grups multicentrics referents en aquest camp han estat classicament MRC
i CALGB, ja que van demostrar la importancia de I'analisi citogenética sobre el pronostic
dels pacients amb LMA i van validar I'estratificacio dels pacients en els tres grups de risc
citogenetic (34,35).

Dels 1417 pacients de la serie presentada en aquest treball, s’ha disposat d'informacio
citogenetica suficient en 1235 per poder-los classificar d’acord als sistemes d'estratificacio
en grups de risc del MRC i CALGB. Tot i aixi, un 9% d’aquests pacients no han pogut ser
classificats d'acord al sistema de CALGB, ja que hi ha alteracions no assignades a cap grup
d'aquest sistema, a diferéncia del MRC que assigna per defecte al grup intermedi les
alteracions citogenetiques sense pronostic ben definit. Pel que fa a la distribucio dels
pacients en els tres grups de risc, destaca que tant MRC com CALGB classifiquen en el grup
intermedi un gran gruix de pacients (70% i 56% respectivament). Aquest fet suposa una
limitacié a la practica clinica, ja que es tracta d'un gran grup de pacients molt heterogeni

que es tractaran de la mateixa manera.

Pel que fa a l'analisi de supervivencia, els dos sistemes analitzats han demostrat de manera
estadisticament significativa que estratifiquen els pacients CETLAM en els tres grups de
risc ben definits, tant per la taxa de RC com per la OS i la CIR. Alhora, quan els pacients es
classifiquen segons els resultats de I'analisi multivariant d’aquest treball, també s'obtenen

tres grups de risc ben definits estadisticament (Taula 35 Resultats).
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Tot i aquests resultats, s’han observat diferencies en les variables de supervivéncia entre les
diferents classificacions. La taxa de RC i la probabilitat de OS del grup de risc advers del
CETLAM han estat inferiors a les obtingudes amb les altres dues classificacions (49% vs.
59% i 57%; i 8% vs. 13% i 20%, respectivament). Aquestes diferéncies son degudes als
diversos tipus d'alteracions citogenetiques que es tenen en compte en cada cas. En la
classificacio proposada per CETLAM, degut a les limitacions de [lanalisi multivariant
anteriorment comentades, només s'han pogut englobar dins del risc advers el CK, el MK, la
monosomia 7 i les alteracions estructurals del cromosoma 1. A excepcid d'aquesta Ultima,
es tracta d'un subgrup d'alteracions de molt mal pronostic. Diversos estudis han publicat
resultats en els que demostren que el CK (especialment si té més de 5 alteracions), el MK i la
monosomia 7 son alteracions que inclus empitjoren el pronostic del grup de risc advers
(43,46,133). Aquest fet explicaria els pobres resultats obtinguts en el grup de risc advers del
CETLAM.

Amb tots els resultats obtinguts en aquest treball de Tesi Doctoral, es demostra que les
alteracions cromosomiques i els sistemes de classificacid en grups de risc citogenetic son
clau per a l'estratificacio del risc i, per tant, en la decisio terapeutica de la LMA. Tot i aixi, la
combinacié d'aquestes alteracions citogenetiques amb altres dades, com son les alteracions

moleculars, és necessaria per poder definir els grups de risc amb més precisio.

Limitacions de I'estudi.

En primer lloc cal tenir en compte que es tracta d'un estudi retrospectiu, de manera que
nomeés es disposa de les dades recollides en la base de dades, fet que pot limitar I'analisi en
certs aspectes. N'és un exemple I'ECOG, que no es va recollir en la majoria de pacients i per
tant no es va poder tenir en compte en I'analisi multivariant. De totes maneres, un estudi
d'aquesta magnitud i amb aquest nimero de pacients necessari per aconseguir significanca
estadistica, només és possible amb analisis retrospectives com succeeix amb la majoria de

grans séries publicades d'estudis multicentrics.

Cal comentar també que es tracta d'un estudi multicéntric basat en esquemes de
tractament molt similars perd amb petites variacions entre protocols que acaben
comportant diferencies en el resultat del tractament, com evidencia I'analisi multivariant.
Aquest fet pot constituir un biaix en la interpretacio dels resultats de I'analisi de

supervivéncia, de la mateixa manera que succeeix en la majoria d’estudis publicats.
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Una altra debilitat metodologica de I'estudi és el que es coneix com multiplicitat, inherent a
les analisis estadistiques amb un gran numero de dades i que pot induir a la significacid
estadistica d’alguna variable per atzar. Tot i aixi, en aquesta cohort de pacients s’ha
mantingut el valor de les principals variables pronostiques ben establertes en la literatura,
com edat, cariotip i mutacions de FLT3 i NPMI1. Aquest fet confereix fiabilitat als resultats

obtinguts.

Per Ultim, també cal tenir en compte que I'analisi citogeneética no va ser centralitzada si no
que es va dur a terme en cadascun dels laboratoris de referéncia de cada centre; i
posteriorment els resultats citogenétics i moleculars s'anaven transcrivint a la base de
dades. Aquest meétode pot comportar errors de transcripcid de les formules
cromosomiques, manca d‘algunes dades o, fins i tot, informacid incorrecta en algun cas. Fs
per aixo que després de I'exhaustiva revisid de totes les dades recopilades, alguns pacients

van ser descartats i alguna analisi no s’ha pogut dur dur a terme per manca d'informacio.
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1. Sobre la incidencia i caracteristiques de les alteracions citogenétiques

a. La monosomia, i en general la perdua de material genétic, és més freqlent que la
trisomia o el guany. La trisomia més freqlent és la del cromosoma 8. Per altra banda, la
monosomia més freqlient és la del cromosoma 7.

b. En global, la majoria d'alteracions numeriques es donen en context de
complexitat, mentre que les alteracions estructurals es poden trobar soles o acompanyades
d'una o més alteracions.

c. La t(8;21) i la inv(16) s'observen majoritariament com alteracions aillades o bé
acompanyades per una anomalia. Les alteracions que s’hi associen son les pérdues dels
cromosomes X 0 Y i la trisomia 22 en la inv(16).

d. Cap dels reordenaments recurrents més freqients [£(8;21), inv(16), t(6;9) o
t(v;11g23)] mostren associacio significativa amb altres alteracions especifiques, confirmant
el caracter primari d'aquestes alteracions en la leucemogénesi. Per altra banda, les
alteracions dels cromosomes 5, 7 i 17 <'associen estadisticament entre si i son les
monosomies més freqients en context de complexitat.

2. Sobre el valor pronostic de les alteracions citogenétiques

a. La t(8;21) i la inv(16) son alteracions cromosomiques de bon pronostic,
independentment de la preséncia d’anomalies citogenétiques addicionals.

b. En aquesta serie de pacients, el CK ve definit per la presencia de més de 4
alteracions cromosomiques.

c. Bl MK, el CK, la monosomia del cromosoma 7 i les alteracions estructurals del
cromosoma 1 son les alteracions de mal pronostic .

3. Sobre les caracteristiques i el valor pronostic dels reordenaments del gen KMT2A:

a. Les reordenacions 11g23 es correlacionen amb la citologia monoblastica/monocitica
i la t(9;11) és la translocacio més frequent.

b. L'alo-TPH pot ser una estratégia de tractament avantatjosa en la LMA amb
reordenament 11g23.

c. El mals resultats en I'analisi de supervivencia dels casos amb t(6;11) fan necessari

trobar nous enfocs terapéeutics per a aquest subgrup de pacients.

163



/. CONCLUSIONS

4. Sobre I'aplicabilitat clinica dels sistemes d'estratificacié del risc citogenétic

a. Els tres sistemes d'estratificacié del risc analitzats (MRC, CALGB i CETLAM) han
demostrat ser valids per classificar els pacients en tres grups pronostic ben definits.

b. Els resultats d'aquest treball consoliden la importancia pronostica de les
alteracions citogenetiques en la LMA.
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Les linies de futur que es desprenen d’aquest treball son:

- Analitzar amb profunditat I'impacte de les alteracions de TP53 sobre el pronostic de
la LMA. La intencio és utilitzar els pacients de I'actual protocol CETLAM (LMA-12)
com a cohort de validacio dels resultats obtinguts en aquest treball (protocols LMA-
94, LMA-99 i LMA-03) amb especial atencid a I'impacte pronostic de les alteracions
del cromosoma 17p13 (afectacio de TP53). Amb els pacients dels que es disposi de
material guardat (cél-lules fixades del cultiu citogenétic o DNA dels estudis
moleculars) es podria analitzar I'estat al-lélic de TP53 i determinar, si és el cas, les

diferencies de pronostic de I'afectacié bial-lélica vs. monoal-lélica d’aquest gen.

- Amb una cohort més gran de pacients, analitzar el pronostic independent de les
alteracions significatives en I'analisi univariant que, per un numero insuficient de
pacients, no han pogut analitzar-se en I'analisi multivariant. A més, també seria
interessant revalidar el significat pronostic de les alteracions estructurals del

cromosoma 1 en una serie diferent de pacients.

- Per Ultim, utilitzar les noves tecnologies d‘analisi citogenética recentment
desenvolupades. Tenim al nostre abast I'Optical Genome Mapping (Bionano) que
permet l'estudi de guanys i perdues de material genetic, aixi com reordenaments
cromosomics a una resolucio molt més gran que l'analisi convencional del cariotip.
Alhora, també detecta reordenaments criptics per les técniques de tincio de bandes
convencionals. L'analisi de les LMA amb aquest sistema podria permetre identificar
noves alteracions i avancar encara més en el coneixement de la patogenia de la
LMA.
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Annexa 1. Participacié dels hospitals en els protocols CETLAM.

NUM.
HOSPITAL PACTENTS LMA-94 LMA-99 LMA-03

CLINIC, BARCELONA 183 42 48 93
SANT PAU, BARCELONA 149 24 45 80
DURAN I REYNALS, BELLVITGE 126 29 44 53
HUGTIP, BADALONA 125 20 31 74
LA FE, VALENCIA 120 - 19 101
VALL D’HEBRON, BARCELONA 107 26 28 53
JOAN XXII, TARRAGONA 93 8 18 67
SON ESPASES, MALLORCA 71 18 16 37
MALAGA 68 - 20 48
SON LLATZER, MALLORCA 44 - 1 43
JOSEP TRUETA, GIRONA 88 1 20 57
TERRASSA 43 15 3 25
ARNAU DE VILANOVA, LLEIDA 43 6 10 27
MAR, BARCELONA 39 - 10 29
GALICIA 36 0 2 14
MURCIA 32 - 5 27
VERGE DE LA CINTA, TORTOSA 20 1 6 13
SEVILLA 11 - - 11
LA PAZ 10 = = 10
TEKNON, BARCELONA 8 - 4 4

VALLADOLID 1 - 1 =
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Annexa 2. Taules per 'analisi de la complexitat en termes d’OR per a l'assoliment de la RC i
de HR per a 'OS i la DFS.

OR (95% CI) D
1 ANOMALIA 2.43 (1.42 ; 4.16) 0.001
2 ANOMALIES 1.28 (0.67 ; 2.45) 0.459
3 ANOMALIES 1.36 (0.53 ; 3.47) 0.524
4 ANOMALIES 1.74 (0.64 ; 4.75) 0.277
>5 ANOMALIES - -
0S DFS
HR (95% CI) P HR (95% CI) P
1 ANOMALIA - - - -
2 ANOMALIES 1.31 (0.95 ; 1.81) 0.097 1.08 (0.70 ; 1.66) 0.742
3 ANOMALIES 1.30 (0.77 ; 2.18) 0.327 1.33 (0.67 ; 2.63) 0.421
4 ANOMALIES 1.41 (0.84 ; 2.37) 0.196 1.32 (0.67 ; 2.62) 0.428
>5 ANOMALIES 2.80 (.10 ; 3.74) <0.001 2.82 (1.93 ; 4.10) <0.001
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Annexa 3. Taula per la validacié dels sistemes d'estratificacié MRC, CALGB i CETLAM en
termes d'OR per a I'assoliment de la RC.

MRC p CALGB p CETLAM p
OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)

Favorable™ 5240 (3,057 ; 8982) <0,001 5613 (3,226 ; 9,766)  <0,001 7,629 (4,372 ; 13,314)  <0,001
Intermedi* 2,409 (1,733 ;3,348)  <0,001 2,566 (1,798 ; 3,661)  <0,001 3,722 (2,603 ; 5,320) <0,001

*Categoria de referéncia: Advers
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Annexa 4. Resultat de I'analisi multivariant per a la OS amb la xifra de leucocits com a
variable categorica.

FACTOR HR (IC95%) p

EDAT (CONTINUA) 1,025 (1,019 ; 1,032) <0,001
LEUCOCITS >50X109/L 1,422 (1,211 ; 1,670) <0,001
PROTOCOL CETLAM-94 1,366 (1,084 ; 1,722) 0,008
PROTOCOL CETLAM-99 1,349 (1,127 ; 1,614) 0,001
CBF 0,528 (0,398 ; 0,699) <0,001
MK & no CK 1,837 (1,248 ; 2,703) 0,002
no MK & CK 1,879 (1,137 : 3,104) 0,014
MK & CK 3,393 (2,551 ; 4,514) <0,001
ALT. ESTRUCT. Crl 2,250 (1,109 ; 4,566) 0,025
MONOSOMIA 7 3,270 (1,777 ; 6,017) <0,001
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Annexa 5. Comunicacio oral de I'estudi dels reordenaments del gen KMT2A al congrés
nacional de la SEHH de 2016.

N Ruiz-Xivillé, M Morgades, M.L Martin Ramos, T Gonzalez Martinez, A Blanco, I Bufio, M
Atance, B Esquivel, M Moya, I Vallcorba, A Sanz, M.J Larrayoz, R Collado, E Trivifio, A
Aventin, S Brunet, M Arnan, D Gallardo, M Cervera, S Vives, E Feliu, F Solé, J.M Ribera, I
Granada. Significado prondstico de los reordenamientos del gen KMT2A (MLL) en leucemia
mieloide aguda (LAM). Estudio colaborativo del Grupo Cooperativo Espafiol de Citogenética
Hematoldgica (GCECGH). LVIII Congreso Nacional de la SEHH i XXXII Congreso Nacional de la
SETH. Santiago Compostela, octubre de 2016 (CO-002).
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