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COG: Children’s Oncology Group

CREBBP: cAMP-response element binding protein (CREB)- Binding Protein
CRLF2: cytokine receptor-like factor 2

DCOG: Dutch Childhood Oncology Group.

DQ: dosage quotient

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EBF1: early B-cell factor 1

EGIL: European Group of Immunological Classification of Leukemias
ERG: ets-related gene

ERM: enfermedad residual minima

ETP: early-T cell precursor o precursor inmaduro de células T

ETV6: ETS variant 6

EWALL: European Working Group for Adult Acute Lymphoblastic Leukemia
FAB: French American British

FISH: fluorescence in situ hybridization o hibridacién in situ fluorescente
FLAG-IDA: fludarabina, Ara-C, G-CSF e idarubicina

FLT3: Fms-like tyrosine kinase 3

GEP: gene expression profiling

GIMEMA: Gruppo Italiano Malattie EMatologiche dell'Adulto
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GMALL: German Multicenter Adult Acute Lymphoblastic Leukaemia
GRAALL: French-Swiss-Belgian Group for Research on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia
G-CSF: granulocyte colony stimulating factor

GWAS: genome wide association study

HCVAD: hyperfractionated cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin, dexamethasone
HDAC: histona deacetilasa

HLA: human leukocyte antigen

HSC: hematopoietic stem cell o célula madre hematopoyética
iAMP21: intrachromosomal amplification 21

Ig: inmunoglobulina

IGL: inmunoglobulina lambda

IgM: inmunoglobulina Mu

IKZF: ikaros kruppel zinc finger

IL7R: receptor de la interleucina 7

iT-LBP: indolent T-lymphoblastic proliferation

JAK: janus kinase

KDMG6A: lysine demethylase 6A

KRAS: kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog

LAIP: inmunofenotipo asociado a leucemia

LAL: leucemia aguda linfoblastica

LAL3: leucemia de Burkitt

LAL-B: leucemia aguda linfoblastica de precursores B

LAL Ph+: leucemia aguda linfoblastica con cromosoma Philadelphia
LAL Ph like: leucemia aguda linfoblastica Philadelphia like

LAL-T: leucemia aguda linfoblastica de precursores T

LAM: leucemia aguda mieloblastica

LCR: liquido cefaloraquideo

LDH: lactato deshidrogenasa

LEF1: lymphoid enhancer binding factor 1

LIC: leukemia initiating cell o celula iniciadora de leucemia

LSC: leukemia stem cell o célula progenitora leucémica

LMC: leucemia mieloide crénica

LMPP: lymphoid-primed multipotent progenitors

MHC: major histocompatibility complex

MLL: mixed-lineage leukemia

MLPA: multiplex ligation-dependent probe amplification

MMR: mismatch repair

MO: médula dsea

MPAL: mixed phenotype acute leukemia o leucemias de fenotipo mixto
MPO: mieloperoxidasa

MPP: multipotent progenitors
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MRD: minimal residual disease o enfermedad minima residual
MSH6: muts homolog 6

NCI: National Cancer Institute

NGS: next generation sequencing

NuRD: nucleosome remodeling deacetylase

NR3C1: nuclear receptor subfamily 3 group C member 1

NRAS: neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

NT5C2: 5'-nucleotidase, cytosolic Il

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAX5: paired box 5

PCR: polymerase chain reaction o reaccion en cadena de polimerasa
PETHEMA: Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia
Ph: cromosoma Philadelphia

POMP: 6-mercaptopurine (Purinethol), vincristine (Oncovin), methotrexate, prednisone
PRPS1: phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1

PTPN11: protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
RAG1/2: recombination activating 1/2

RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1

RC: remisién completa

RNAseq: ribonucleic acid secuencing

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction
SEHOP: Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica
SETD2: SET domain containing 2

SG: supervivencia global

SLE: supervivencia libre de evento

SNC: sistema nervioso central

SNP: single nucleotid polimorphism

SNV: single nucleotide variant

TCR: T-cell receptor o receptor de células T

TKI: tyrosin kinase inhibitor o inhibidor de tirosincinasas

TP53: tumor protein 53

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

TSLP: thymic stromal Lymphopoietin

UKALL: United Kingdom Acute Lymphoblastic Leukemia Group
VPREB1: Pre-B Lymphocyte 1

WHO: World Health Organization

WT: wild type
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6. INTRODUCCION






6.1. Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso de produccion de las células sanguineas. En los organismos
vertebrados, la hematopoyesis se inicia durante el desarrollo embrionario, ya que es
imprescindible para la viabilidad del embridn. Se cree que existen dos ondas de hematopoyesis
durante el desarrollo embrionario: la primitiva y la definitiva. La hematopoyesis primitiva se da
durante las primeras fases del desarrollo embrionario en el saco vitelino y se basa en la
produccién de eritrocitos y macroéfagos, lo que permite aportar oxigeno al embrién para su
correcto desarrollo. La hematopoyesis definitiva se inicia en la aorta embrionaria, donde aparecen
los hemangioblastos, un precursor comun de las células endoteliales y las células
hematopoyéticas. Los hemangioblastos dan lugar a las primeras células madre hematopoyéticas o
hematopoietic stem cells (HSC). Posteriormente las HSC migran primero al higado y bazo fetales y

mas tarde se dirigen a sus nichos definitivos, la médula ésea y el timo.

Todavia se desconocen muchos aspectos que gobiernan e influyen en la hematopoyesis. Sin
embargo, existe un amplio consenso en que la hematopoyesis es un proceso jerarquizado en el
que solo las HSC son capaces de replicarse indefinidamente (long term progenitors) y, al mismo

tiempo, dar lugar a células diferenciadas de todos los linajes hematopoyéticos (Figura 1).

Lineage choice/
differentiation

proliferation
a
o '_3/'

Cell cycle/

Polarization/ \:,W?'
migration 3 Seli-renewal

Apoptoms

Figura 1. Propiedades de las HSC (1).

A partir de las células madre se originan los multipotent progenitors (MPP), los cuales reprimen
gradualmente las rutas metabdlicas caracteristicas de célula stem (p.ej. Notch, Wnt o RUNX1)
aunque conservan todavia el potencial para dar lugar a los diferentes linajes hematopoyéticos
(short term progenitors). La sucesiva maduracion de estos progenitores hacia el linaje mieloide o
linfoide se produce gracias a la expresion de factores de transcripcidon especificos de cada linaje

(Figura 2). Estos promueven la expresién de genes necesarios para establecer un linaje
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hematopoyético determinado, al mismo tiempo que inhiben la expresidn de factores de

transcripcién de otros linajes hematopoyéticos.
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Figura 2. Maduracion de las HSC (1).

Un ejemplo lo encontramos en la maduracién de los linfocitos B a partir de los lymphoid-primed
multipotent progenitors (LMPP) (Figura 3). Los factores PU.1 y E2F son esenciales para iniciar la
diferenciacién hacia linfocito a partir de los LMPP. Estos promueven la expresién de EBF1 (Early B-
cell Factor 1) y PAXS5 (Paired Box 5), dos genes esenciales para la produccidn de células B. A su vez,
la expresion de EBF1 también estd inducida por lkaros (IKZF1, Ikaros Kruppel Zinc Finger 1) y por el
receptor de la interleucina 7 (IL7R). EBF1 reprime la expresion de genes del linaje mieloide (PU.1,
CEBPA e ID2) al mismo tiempo que induce, junto con E2F, la expresién de PAX5. Para mantener la
identidad de célula B, IKZF1 y PAX5 forman un circuito de retroalimentacion (feedback loop) para
conservar la expresion de EBF1. De este modo se promueve la expresién de genes caracteristicos
de linfocito B mientras que, al mismo tiempo, estos genes reprimen la expresion de genes
mieloides. La desregulacién de estos factores de transcripcion comporta un bloqueo prematuro
de la diferenciacién y un aumento del potencial multilinea, es decir, a una mayor capacidad de
desdiferenciarse a MPP o LMPP. En este sentido, la presencia de deleciones de genes clave para la
diferenciacion linfoide B como IKZF1, EBF1 y/o PAX5 se ha descrito ampliamente en pacientes con

leucemia aguda linfoblastica de precursores B (1,2).

42



PU.1 | [IKAROS| [IL-7Ree

v |

E2A [+—=| EBF1

7

B-cell
genes +— PAXS —| Mon-B-cell genes

Figura 3. Factores de transcripcién involucrados en la maduracién de los linfocitos B a partir de los lymphoid-primed multipotent
progenitors (LMPP) (1).

Normalmente las leucemias agudas tienen un curso mas agresivo que las leucemias crdénicas y
linfomas. Este hecho esta relacionado con las caracteristicas intrinsecas de la célula de origen del
proceso tumoral, asi como del perfil de alteraciones genéticas de ésta. Conocer en profundidad la
hematopoyesis sana es imprescindible para entender los diferentes mecanismos implicados en la
leucemogénesis. Ademas, las caracteristicas de cada célula hematopoyética durante su proceso
de maduracién sano ofrecen una informacién valiosa acerca de su alter ego leucémico. Esto
permite extrapolar los datos para conocer las dependencias y vulnerabilidades de las células de

origen de cada leucemia y disefiar nuevas aproximaciones terapéuticas para los pacientes.

6.2. Leucemia aguda linfoblastica (LAL)
6.2.1. Concepto

La LAL es una neoplasia hematoldgica clonal que se caracteriza por un bloqueo en la maduracién
de los linfocitos inmaduros o linfoblastos, que puede suceder en diferentes estadios de la
hematopoyesis del linaje linfoide. Existen 2 subtipos principales de LAL en funcion del progenitor
linfoide afectado, la LAL de precursores B (LAL-B, 75% de las LAL) y la LAL de precursores T (LAL-T,
25% de las LAL). Junto con este bloqueo prematuro de la diferenciacién, se da una proliferacién
aberrante de estos precursores que hace que estas células tumorales o blastos se acumulen en la
medula dsea, sangre periférica y otros érganos con capacidad hematopoyética (p.ej. higado, bazo
o ganglios linfaticos) y desplacen la hematopoyesis sana. Todo ello conduce a una insuficiencia

medaular, que es la manifestacion clinica mas destacada de las leucemias agudas.
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6.2.2. Epidemiologia y prondstico

La incidencia global de la LAL es de 1.7 casos/100000 habitantes por afio. La mediana de edad de
presentacion es de 15 afios, aunque la incidencia de esta neoplasia es muy variable en funcion de
la edad. Es el cancer mas frecuente en la edad pedidatrica, donde representa una tercera parte de
los canceres infantiles, mientras que su incidencia en la poblacién adulta es baja y se considera
una enfermedad rara (Figura 4). Predomina en pacientes de género masculino y presenta una

distribucidn desigual entre las diferentes etnias (3).

Percent of New Cases by Age Group: Acute Lymphocytic Leukemia Number of New Cases per 100,000 Persons by Race /Ethnicity & Sex: Acute Lymphocytic
Leukemia

80

Percent of New Cases

Figura 4. Distribucién de la LAL por edad (A) y género (B) (3).

El prondstico de esta enfermedad es también muy variable en funcién de la edad del paciente.
Mientras que en los nifios se obtienen porcentajes de curacion del 80%-90%, tan solo en un 40%
de adultos se consiguen supervivencias prolongadas libres de enfermedad (4,5). Actualmente el
15%-30% de los nifios y mas de la mitad de los adultos sufren una recaida de la enfermedad. La
mitad o mas de los pacientes pediatricos responden favorablemente a las terapias de rescate (6—

9). Sin embargo el porcentaje de curacidn en adultos en recaida es tan solo del 10% (10-17).

La incidencia global de esta leucemia muestra una tendencia temporal ligeramente al alza, pero
afortunadamente la tasa de mortalidad presenta una tendencia inversa (Figura 5). El avance de la
medicina en cuanto al diagndstico y tratamiento de la enfermedad estd detrds de estas

tendencias.
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Figura 5. Variacion de la incidencia y la mortalidad de la leucemia aguda linfoblastica a lo largo del tiempo (3).

Esta mejora significativa en la tasa de supervivencia se fundamenta principalmente en los

progresos en el tratamiento de la LAL pediatrica (Figura 6). En la poblacidn adulta, pese a que los

datos de epidemiologia son mas escasos, también ha habido una mejora significativa en la

supervivencia, aunque de manera mas discreta.
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Figura 6. Evolucidon de la probabilidad de supervivencia de la LAL infantil (18).
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6.2.3. Etiologia

Los eventos que inducen al desarrollo de la LAL son todavia desconocidos hoy en dia. Tan sélo una
pequefia parte de los casos (5% aproximadamente) estdn asociados a sindromes hereditarios que
predisponen a la leucemogénesis como el Sindrome de Down, el Sindrome de Bloom, el Sindrome
de Li Fraumeni, el sindrome de Klinefelter, el Sindrome de Nijmegen o el Sindrome de Louis-Bar
(ataxia-telangiectasia) entre otros; o a la exposicién a radiaciones ionizantes o a determinados
agentes quimioterdpicos. Por tanto, aunque sdlo representen un pequefio porcentaje de todos los
casos de LAL, se intuye que factores genéticos intrinsecos del propio individuo y factores externos

o ambientales juegan un papel importante en la leucemogénesis (18,19).

Varios estudios (GWAS, Genome Wide Association Study) han analizado la presencia de variantes
génicas de riesgo que se asocian a un aumento de la probabilidad de desarrollar una LAL. Estos
trabajos han conseguido identificar single nucleotid polimorphisms (SNP) en algunos genes
implicados en la patogenia de la LAL como CDKN2A, IKZF1, PAX5, ETV6, GATA3, ARID5B o CEBPE
que aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad (20-25). Estos polimorfismos pueden
comportar la infraexpresion de los genes o incluso alterar la distribucion espacial de las proteinas
e impedir sus funciones. Estas variantes no deben confundirse con otras variantes genéticas
heredadas que juegan un papel importante en la respuesta al tratamiento (ej. polimorfismos de
genes que metabolizan farmacos). Sin embargo, algunas variantes de GATA3 se han asociado a
una mayor probabilidad de sufrir una LAL y, al mismo tiempo, a la respuesta al tratamientoy a la
probabilidad de recaida (20). De estos estudios se concluye que el riesgo de desarrollar una LAL
viene dado, en parte, por la herencia de varios de estos polimorfismos. Por tanto, existe evidencia
cientifica de que el genoma de cada individuo juega un papel importante en la predisposicion a
desarrollar una leucemia, pero también en la respuesta al tratamiento y en la evolucién de la

enfermedad.

Por otra parte, se conoce que ciertos agentes fisicos y quimicos tienen potencial leucemogénico
(p.ej. radiaciones ionizantes y no ionizantes, pesticidas, etc.) (26). Sin embargo, teniendo en
cuenta que el pico de mayor incidencia de LAL es entre los 2 y 5 afios, las hipdtesis que relacionan
las LAL con la exposicion a infecciones viricas o bacterianas en la edad infantil son las que tienen
mas aceptacion en la comunidad internacional. Las hipdtesis mds reconocidas en este campo son
la de Kinlen y la de Greaves (27,28) (Figura 7 y Tabla 1). Ambas hipdtesis defienden que la
aparicién de una LAL viene dada por una respuesta inmune anormal/patolégica a infecciones

viricas o bacterianas tardias (p.ej. influenza virus). Estas hipdtesis vienen respaldadas por la
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evidencia de que alrededor del 15% de los canceres tienen su origen en infecciones virales (p.ej.
virus del papiloma humano en cancer de cuello de Utero, virus HTLV1 en leucemia-limfoma T del
adulto, virus Epstein-Barr en linfomas) (27). Concretamente, la hipétesis de Kinlen sostiene que el
flujo de poblaciones portadoras de virus hacia regiones con una poblacidon pediatrica poco
expuesta a estas infecciones promueve la aparicién de leucemias infantiles (27). La hipdtesis de
Greaves argumenta que la sociedad ha tendido a sobreproteger a los nifios de agentes infecciosos
y facilita que éstos vivan en ambientes lo mas asépticos posible. Este hecho hace que los nifios
qgue no han sido expuestos a estos agentes respondan aberrante o patolégicamente ante una
infeccidn. Los nifios criados en estos ambientes y portadores de lesiones pre-leucémicas de origen
intrauterino (translocaciones de MLL, t(12;21) o hiperdiploidia) tendrian una mayor probabilidad
de desarrollar una leucemia cuando se exponen a estas infecciones tardias. La excesiva
proliferacién linfocitaria debida a la respuesta inmune podria aumentar las probabilidades de
sufrir el segundo evento leucemogénico necesario para el desarrollo de la leucemia. Varios
estudios del grupo de Greaves han evidenciado la presencia de alteraciones cromosdémicas
presentes ya en el momento del nacimiento en nifios que posteriormente han sufrido una LAL.
Estudios realizados en gemelos univitelinos han demostrado que ambos gemelos nacen con este
primer evento leucemogénico o evento preleucémico. Sin embargo, solo el gemelo que padece
leucemia es portador de otras alteraciones genéticas de origen post-natal que estan ausentes en
el hermano sano (29-31). Un elegante trabajo realizado con modelos animales proporciona
pruebas a favor de la teoria de la infeccidn tardia de Greaves (32). En este estudio se evalud la
capacidad de diferentes agentes infecciosos de generar leucemias en ratones con una variante
patogénica de PAX5 que implica la infraexpresién del gen. Dichos ratones nacieron y se criaron en
ambiente estéril junto con otros ratones wild type (WT). Tras 2 afos de observacién en ambiente
aséptico ningun ratén mostrd sintomas de leucemia. Sin embargo, cuando estos ratones (PAX5+/-
y WT) fueron expuestos a diferentes virus murinos, sélo aquellos con la variante patogénica de
PAX5 desarrollaron leucemia. El analisis genético de estos ratones con leucemia demostrd la
presencia de mutaciones del gen JAK3, un gen recurrentemente mutado en LAL-T. Los autores
sostienen que las mutaciones inactivadoras de PAX5 constituyen el primer evento leucemogénico.
La exposicidn a virus murinos propicié la proliferacién y seleccion de clones con la mutacion de
JAK3 (segundo evento leucemogénico). Estas mutaciones de JAK3 indujeron leucemias con un
fenotipo, genotipo y manifestaciones clinicas muy similares a las observadas en las leucemias

humanas con mutaciones de PAX5 en la linea germinal.
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Aun se desconocen muchos aspectos sobre la etiologia de esta neoplasia. La teoria de Greaves
podria ser aplicable en algunos casos de LAL, sobre todo los casos de LAL pediatrica. Sin embargo,
la etiologia de la LAL del adulto es mas desconocida. Se han identificado mutaciones
preleucémicas en individuos sanos de edad avanzada y se ha descrito que estos individuos tienen
un riesgo significativamente mayor de padecer una leucemia. Algunos estudios han evidenciado la
presencia de mutaciones de TET2, ASXL1 o DNMT3A en pacientes sanos que meses después
desarrollaron una leucemia aguda mieloide (LAM) (33-35). Sin embargo, el origen de estas
mutaciones no parece estar relacionado con infecciones viricas como en las LAL pediatricas y

continda siendo un enigma.
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Figura 7. Hipotesis que relacionan la leucemia aguda linfobldstica con la exposicidn a infecciones (36).

Hypothesis Key notions Timing Agent Evidence
Kinlen population  Unusual demographic mixing  Herd immunity™ Possibly Possiblyasingle  Transiently increased indidence
mixing of susceptible and infected  Animal leukaemia precedents®  perinatal novel vinus (roughly double) in several
hypothesis™* individuals situations of population mixing

or clusters™

Greavesdelayed  Delayed exposure to Mismatch between evolutionary  Late One or (more Reduced risk associated with
infection commaon infections in programming of immune system  promotional  probably) several  day-care attendance ininfangy™*
hypothesis== childhood because of and modern (hygienic) lifestyle”  ortriggering  common infections

underexposure as infants Two-step prenatal and postnatal — event™ (bacterial orviral)

natural history™®

Tabla 1. Principales caracteristicas de las dos teorias sobre la relacién entre infecciones y leucemia aguda linfoblastica (19).

La LAL, al igual que el resto de leucemias, se origina por alteraciones a nivel genético pero su

evolucidon también esta gobernada por la desregulacidn de la expresion génica debida a procesos
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epigenéticos (metilacion, modificaciones del cddigo de las histonas, RNA no codificantes,
complejos Polycomb, entre otros) y las interacciones con células del microambiente medular. Sin
embargo, la desregulacién epigenética, asi como las interacciones de las células leucémicas con
las células del estroma medular ofrecen nuevas aproximaciones terapéuticas para los pacientes

con leucemia (37-39).

6.3. Clasificacion de la LAL

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiza periddicamente una guia para el diagndstico y
clasificacion de las neoplasias hematoldgicas. Esta guia integra informacion sobre Ia
epidemiologia, etiologia, presentacién clinica, morfologia e inmunohistoquimica, inmunofenotipo,
genética y factores prondsticos de las diferentes hemopatias malignas. La LAL se encuentra en el
capitulo de neoplasias de precursores linfoides. Recientemente se ha publicado la versién de 2016

que incluye nuevas entidades provisionales de LAL a las ya descritas en 2008.
Clasificacidn de las neoplasias de precursores linfoides de la OMS:
» Leucemia/Linfoma linfoblastico B sin especificar
= Leucemia/Linfoma linfoblastico B con alteraciones genéticas recurrentes.
a) Leucemia/Linfoma con t(9;22)(g34;911.2); BCR-ABL1.
b) Leucemia/Linfoma con t(v;11g23); reordenamiento de MLL.
c) Leucemia/Linfoma con t(12;21)(p13;922); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1).
d) Leucemia/Linfoma con hiperdiploidia.
e) Leucemia/Linfoma con hipodiploidia (LAL hipodiploide).
f) Leucemia/Linfoma con t(5;14)(g31;932); IL3-IGH.
h) Leucemia/Linfoma con t(1;19)(g23;p13.3); E2A-PBX1 (TCF3-PBX1).
= Leucemia/Linfoma linfoblastico T.

Por consenso, el término linfoma aplica cuando el proceso proliferativo se presenta en forma de

masa localizada y no afecta (o afecta minimamente) la médula ésea y la sangre periférica. Cuando
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existe una infiltracion de mas de un 20% de células tumorales en médula ésea se usa el término
leucemia. La nueva revision de la OMS incluye nuevos subtipos de LAL, que por el momento
tienen cardcter provisional. En la categoria de LAL-B con alteraciones genéticas recurrentes se
incluyen el subtipo LAL-B con iAMP21 y el subtipo LAL-B con translocaciones que afectan a
tirosincinasas o receptores de citocinas (o subtipo BCR-ABL1 like). Ambos subtipos se comentaran
en la seccion de alteraciones cromosdmicas. Respecto a la LAL-T, se incluye la nueva entidad early
T-ALL o ETP ALL (Early T-cell precursor Acute Lymphoblastic Leukemia)(40). Esta entidad se
caracteriza por originarse en células muy inmaduras, con expresion de antigenos T, mieloides y de
HSC. Genéticamente se caracteriza por la sobrexpresion de genes HOXA, presencia de mutaciones
de genes recurrentemente mutados en neoplasias mieloides (FLT3, DNMT3A, IDH1/2, entre otros)
y por la ausencia de mutaciones de NOTCH1 o CDKN1/2. Su prondstico es muy desfavorable (41—
43), aunque el grupo britanico de LAL UKALL sostiene que con el empleo de protocolos mas

modernos, estos pacientes podrian considerarse de riesgo intermedio (44).

Finalmente, hay dos consideraciones que los autores hacen constar en la nueva clasificacién.
Respecto a la LAL-B, se recalca la alta incidencia de mutaciones de TP53 en el subtipo de baja
hipodiploidia, asi como la evidencia de que, en la mitad de los casos, éstas son constitucionales
(45,46). Respecto a la LAL-T, se menciona la existencia de una entidad no patoldgica llamada
indolent T-lymphoblastic proliferation (iT-LBP). Esta proliferacién estd formada por células no
clonales con un patrén de maduracidon normal, no se observa inmunofenotipo aberrante y no
requiere tratamiento. Se especifican los criterios clinicos, inmunofenotipicos y morfoldgicos para

efectuar su diagnéstico diferencial.

El diagndstico de una LAL se realiza a partir de muestras de médula dsea y/o sangre periférica. El
aspirado de médula dsea es el procedimiento estandar en Europa. Sin embargo, en otros paises se
requiere, ademas, una biopsia de médula. Cuando no es posible obtener material de la médula
6sea mediante aspiracion, se recomienda practicar una biopsia medular. Aunque la médula ésea
es el tejido mas adecuado para hacer el diagndstico de leucemia aguda, también se puede
diagnosticar mediante el analisis de los blastos circulantes en sangre periférica. Ademas, la
cuantificacidn del nimero de leucocitos en sangre periférica permite distinguir entre pacientes de
alto riesgo y riesgo estandar. Sin embargo, esta aproximacidon puede no ser representativa de

toda la heterogeneidad clonal de la leucemia.

Si bien el diagndstico de una LAL podria realizarse solo por morfologia, en la actualidad se utilizan

diferentes técnicas de laboratorio ademas del examen microscopico. Técnicas como la citometria
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de flujo, citogenética o biologia molecular aportan informaciéon muy valiosa acerca del fenotipo y
genotipo de cada LAL. Es evidente que cuanto mejor sea la caracterizacidn de la leucemia de cada
paciente (diagndstico integrado), se podran ofrecer mejores aproximaciones terapéuticas para
cada caso. De hecho, los datos de laboratorio son cada vez mas determinantes a la hora de
asignar un tratamiento y monitorizar la respuesta a éste. Efectuar una clasificacion de las LAL es
extremadamente complejo debido a la infinidad de factores intrinsecos y extrinsecos del tumor
que influyen en la progresion y respuesta al tratamiento. Existen varias clasificaciones en funcién

de los parametros analizados.

6.3.1. Clasificacién morfoldgica

El andlisis citolégico de la médula ésea o mielograma es el primer paso en el diagndstico
diferencial de una leucemia aguda. Para la clasificacién morfoldgica de la LAL se tiene en cuenta el
tamafio celular, la relacidn nicleo/citoplasma, el estado de la cromatina, la forma del nucleo, la
presencia de nucledlo visible, la basofilia citoplasmatica y la presencia de vacuolas. En LAL existen
3 categorias propuestas por el grupo FAB (French-American-British Cooperative Group) (Figura 8)

(47,48):

= LAL-L1: blastos pequefios y de tamafio homogéneo, con cromatina homogénea y nucleo

regular. Es la variedad mas frecuente en la LAL pediatrica.

= LAL-L2: blastos de tamafio heterogéneo, con cromatina heterogénea y nucleo irregular. Es

la tipologia mas frecuente en la LAL del adulto.

= LAL-L3: blastos de tamafo grande y homogéneo, con cromatina fina y presencia de

vacuolas. Este subtipo generalmente corresponde al diagnéstico de leucemia de Burkitt.

Pese a que algunos articulos (publicados en los afios 1980) han correlacionado estos subtipos con
el prondstico de la enfermedad, su supuesto valor predictivo no se tiene en cuenta en los

protocolos asistenciales actuales (48-50).
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Figura 8. Tipos de LAL segun la clasificacion FAB (51).

6.3.2. Clasificacion inmunofenotipica

El diagndstico por citometria de flujo es clave para la determinacidn del linaje mixto, bifenotipico,
B o T de las leucemias agudas. La citometria de flujo es imprescindible para conocer el estado de
maduracién de los blastos leucémicos o, lo que es lo mismo, saber en qué punto de la
hematopoyesis se origind la leucemia. La evidencia cientifica sugiere que la inmadurez de la célula
iniciadora de leucemia (LIC) se relaciona con el prondstico de la enfermedad (p.ej. los subtipos LAL
early Ty LAL con reordenamiento de MLL tienen prondstico adverso). Ademas, la determinacion
de la expresidon de antigenos de membrana es Util para la administracién de anticuerpos
monoclonales u otras modalidades de inmunoterapia (p.ej. anticuerpos biespecificos, anticuerpos
inmunoconjugados o CARTs). Mediante citofluorometria también se puede determinar la ploidia

de la leucemia mediante el valor del indice de ADN.

El grupo EGIL (European Group for the Immunological Characterization of Leukemias) identifico
diferentes subtipos de LAL-B y T en funcién de su expresidn antigénica y publico los criterios para

clasificar dichos subtipos (52).

LAL de célula B:

= pro-B o pre-pre-B (Bl): TdT+, CD19+, CD79a+, CD22+, CD10-, clgu-, slg-.

= pre-B comun (BIl): TdT+, CD19+, CD79a+, CD22+, CD10+, clgu-, slg-.

pre-B (BIll): TdT+, CD19+, CD79a+, CD22+, CD10+4, clgu+, slg-.

= B madura (BIV): TdT+/-, CD19+, CD79a+, CD22+, CD10+/-, clgu-, slg+.
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LAL de célula T:

= pro-T (TI): TdT+, CD7+, CD3c+, CD2-, CD5-, CD3-, CD1a-, CD4-, CD8-.

pre-T (Tll): TdT+, CD7+, CD3c+, CD2+, CD5+, CD3-, CD1a-, CD4+/-, CD8+/-.

= Timica cortical (Tlll): TdT+, CD7+, CD3c+, CD2+, CD5+/-, CD3+, CD1a+/-, CD4+/-, CD8+/-.

- Timica Madura (T IV): TdT+, CD7+, CD3c+, CD2+, CD5+/-, CD3+, CD1a-, CD4+/-, CD8+/-.

Posteriormente, el grupo EuroFlow ha publicado guias para realizar un éptimo diagndstico de las
diferentes hemopatias malignas mediante citometria de flujo (53). Recientemente este grupo ha
publicado las guias para la monitorizacidon de la enfermedad residual minima (ERM) en LAL de
precursores B (54). La importancia que tiene la medicién de la ERM se comentara mas adelante en

el apartado de factores prondsticos.

Ademas de su valor en el diagndstico y en el seguimiento de la ERM, la determinacion de la
expresion de antigenos de membrana también puede discriminar el prondstico de los pacientes.
Un ejemplo lo encontramos en la expresién de CD34 y CD38. La expresion de estos marcadores
(CD34+/CD38-) mimetiza el de las células madre hematopoyéticas y las LIC en la LAM. Pese a que
existen resultados contradictorios, parece ser que el inmunofenotipo CD34+/CD38- podria tener

valor prondstico negativo en la LAL-B (55-60).

6.3.3. Clasificacidn citogenética

El estudio del cariotipo es esencial para el diagnéstico, pero sobre todo para el prondstico de la
LAL. Permite la deteccién de translocaciones (alteraciones estructurales) y aneuploidias
(alteraciones numéricas). Pese a tener una resolucion baja (10-20 Mb), su valor predictivo es
incontestable, tal como se ha demostrado ampliamente en pacientes de todas las edades (61,62).
La técnica de Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ofrece mayor resolucién que el estudio de
bandas G y se utiliza para detectar translocaciones cripticas como la t(12:21) o alteraciones
numeéricas de tamafio variable (desde ploidias hasta genes individuales) como la iAMP21. Ademas,
la FISH proporciona informacién acerca de la heterogeneidad clonal de la muestra, ya que puede

identificar alteraciones a nivel de célula individual.
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Las alteraciones cromosdmicas son eventos primarios iniciadores de la leucemogénesis pero son
insuficientes per se para desarrollar una leucemia (30,63,64). Normalmente, los reordenamientos
cromosomicos estan presentes en todas las células de la leucemia y se mantienen en la recaida
(65,66). En general, existen 2 tipos de translocaciones cromosdmicas en funcion de las
consecuencias funcionales de la translocacién. El primer tipo se caracteriza por el reordenamiento
de un oncogen (con la totalidad de su secuencia de ADN) detras de la region reguladora de la
expresion (enhancer o promotor) de un gen con alta expresion. Como ejemplos tenemos las
translocaciones del gen C-MYC con los genes de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGH) o
con los genes de las cadenas ligeras (IGK, IGL); los reordenamientos de CRLF2 con IGH y EPOR con
IGK; o los reordenamientos de TLX1 o TLX3 con el receptor de células T (TCR). El segundo tipo de
translocaciones implica la yuxtaposicién de parte de dos genes que conlleva la formacién de una
proteina de fusidn con caracteristicas diferentes de las de sus genes de origen. Ejemplos de este

tipo son la LAL ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 y los reordenamientos de MLL.

Como se observa en la Figura 9, la frecuencia de las alteraciones citogenéticas de LAL varia
significativamente en funcidon de la edad. La presencia de cariotipos de mal prondstico es
significativamente mayor en los subgrupos de edad con peor prondstico (p.ej. reordenamientos
de MLL en nifios <1 afio, cromosoma Philadelphia (Ph) aumenta con la edad). Por el contrario, la
presencia de cariotipos de buen pronéstico es significativamente mayor en la poblacidn pediatrica
comparado con la edad adulta (alta hiperdiploidia y t(12;21)). Los motivos de esta distribucion
desigual son desconocidos, pero juegan un papel decisivo en la diferencia de prondstico entre

nifios y adultos, entre otros factores (Figura 10).
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Figura 9. Frecuencia de las principales alteraciones genéticas en la LAL y su relacién con la edad (67).
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Figura 10. Impacto en la supervivencia de las principales alteraciones genéticas en la LAL infantil (67).

Aproximadamente un 75% de los casos de LAL tienen alteraciones cromosémicas recurrentes. Sin
embargo, gracias a las nuevas tecnologias (principalmente ribonucleic acid secuencing (RNAseq))
se han identificado nuevos reordenamientos, por lo que el porcentaje de casos con alteraciones
no recurrentes o desconocidas es cada vez mas pequefio (reordenamientos de LAL Ph-like,
reordenamientos de MEF2D, ZNF384, DUX4, entre otros). Puesto que la poblacidn a estudio de
esta Tesis Doctoral estd constituida por pacientes con LAL-B, no se comentaran los cariotipos

caracteristicos del subtipo T.

6.3.3.1. Subtipos citogenéticos de LAL-B descritos en la clasificaciéon de la OMS

a. Leucemia/Linfoma con t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1.

La t(9;22)(g34;911.2) conlleva la fusion de los genes BCR y ABL1 dando lugar al cromosoma
Philadelphia (Ph). Dependiendo del punto de rotura de BCR encontramos diferentes isoformas de
esta oncoproteina (p185 o p190, p210 y p230). La isoforma mas frecuente en la LAL es la p190,
mientras que las isoformas p210 y p230 se encuentran mayoritariamente en la LMCy en la LMC
con neutrofilia, respectivamente. Esta alteracion cromosémica también se encuentra en otras LA
aparte de la LAL (LAM y LA bifenotipica). La incidencia de la t(9;22) en LAL es muy variable en
funcién de la edad (~3% en LAL pediatricas, 25% en adultos jovenes y 40% en adultos mayores de

55 afios) y es el subtipo citogenético mas abundante en la poblaciéon adulta. BCR-ABL1 ejerce su
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accidn oncogénica mediante la estimulacién de vias proliferativas y antiapoptéticas como PI3K,
MYC, BTK, SOX4, STAT y ERK1/2, entre otras (68—70) (Figura 11). Los pacientes con BCR-ABL1
tienen un perfil de expresion génica caracteristico con sobreexpresién de tirosincinasas (ABL, FYN,
YES1) y genes que promueven la progresion del ciclo celular (CCND2, E2F2) (71,72). Las
alteraciones secundarias mas frecuentes en la LAL Ph+ son las deleciones de IKZF1 (64%-80%),
CDKN2A/B (50%), PAX5 (45%), VPREB1 (40%) y BTG1 (25%) (73—75). Los pacientes con delecién de
IKZF1 y/o CDKN2A/B presentan peor prondstico que los pacientes sin delecién (74-76. El
prondstico de la LAL Ph+ ha sido histéricamente adverso. Sin embargo, la introduccion de
inhibidores de tirosincinasa (TKI) en combinacién con la quimioterapia convencional ha mejorado
significativamente las expectativas de vida de pacientes de todas las edades (79-82). De hecho,
los pacientes de edad avanada con LAL Ph+ tienen mejor prondstico que los que no presentan el
cromosoma Ph (83). Mds recientemente se estan evaluando nuevas aproximaciones terapéuticas
para estos pacientes, como la combinacion de TKI con inhibidores de la via JAK/STAT o inhibidores

de FAK (este Ultimo en casos de LAL Ph+ con deleciones de IKZF1) (84,85).
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Figura 11. Principales vias por las que el reordenamiento BCR-ABL ejerce su actividad oncogénica (86).
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b. Leucemia/Linfoma con t(v;11g23); reordenamiento de MLL.

El gen MLL o KMT2A es imprescindible para mantener una hematopoyesis sana, ya que mantiene
la cantidad y el caracter quiescente de las células madre hematopoyéticas (HSC) mientras que
promueve la proliferacion de los MPP (87). Este gen se encuentra translocado en leucemia con
>100 genes diferentes siendo AF4 (t(4;11)), AF9 (t(9;11)) y ENL1 (t(11;19)) los partners mas
frecuentes (88) (Figura 12). Las translocaciones dan lugar a una proteina MLL truncada, la cual
mantiene su dominio N terminal, pero pierde el dominio C terminal involucrado en su actividad
metiladora y acetiladora de histonas. El resultado es una desregulacion de la expresion génica
mediada por MLL (bien por metilacién o por codificacién anormal de las histonas) que confiere a
estas células caracteristicas de HSC (89-92). La LAL con reordenamiento de MLL es un subtipo
genéticamente muy estable, en el sentido que presenta pocas CNA y pocas mutaciones (93,94). La
desregulacion masiva a nivel epigenético causada por el reordenamiento de MLL podria ser
suficiente para el desarrollo de la leucemia (92). Este hecho podria ser una excepcion al modelo
de carcinogénesis mas aceptado en la actualidad, que postula que el cancer se origina por la
acumulacidn de varias alteraciones a nivel genético (95). La desregulacion epigenética de la LAL,
cuyo impacto prondstico aun estd por determinar, afiade un nivel mas de complejidad en la
patogenia de esta enfermedad, pero al mismo tiempo puede ofrecer aproximaciones terapéuticas
para los pacientes (inhibidores de DOT1L). Las series de pacientes mds ampliamente reportadas
son aquellas con t(4;11)(q21;923) (MLL-AF4). Este subtipo presenta refractariedad a prednisona,
expresion aberrante de marcadores mieloides, mutaciones de N/KRAS, sobre expresidon de MEIS1,
FLT3 y CD44 e infra expresion de genes HOXA, siendo la expresidon de éstos ultimos un posible
factor prondstico (92,96-101). Aunque parece que la proteina reciproca (p.ej. AF4-MLL) esta
implicada en el proceso de leucemogénesis, su importancia para la progresién de la leucemia aun
esta por determinar (102,103). El prondstico de esta LAL es muy adverso en lactantes y adverso
en nifios y adultos. Sin embargo, los esquemas de quimioterapia mas actuales han evidenciado
una mejora del prondstico de los pacientes pediatricos y adultos (61,62). El prondstico de otras
translocaciones de MLL no esta tan claro (61). Las deleciones e inversiones de este gen sin la

presencia de reordenamiento podrian tener buen prondstico (104,105).
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Figura 12. Partners mas frecuentes del reordenamiento MLL en relacién con la edad y el tipo de leucemia aguda (88).

c. Leucemia/Linfoma con t(12;21)(p13;q22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1).

La t(12;21)(p13;922), que da lugar al gen de fusion ETV6-RUNX1, es la translocacion cromosdmica
mas frecuente en la LAL pediatrica (25% de las LAL-B), aunque su presencia en la LAL del adulto es
muy baja (<2%). Esta translocacidn es criptica y no fue hasta 1994 que se descubrié por FISH
(106). El prondstico de los pacientes pediatricos de este subtipo de LAL es muy favorable, con
tasas de supervivencia global alrededor del 90% (61,107-110). Los pacientes adultos también

parecen tener buen prondstico, aunque existen muy pocas series reportadas (111).

Las alteraciones secundarias mas frecuentes son la delecién del alelo no translocado del gen ETV6
(en ~60% de los pacientes) y la duplicacidon del cromosoma 21 o del cromosoma 21 derivativo de
la t(12;21) que ocurre en un 20% de los casos; sin embargo, el valor prondstico de estas
alteraciones es controvertido, aunque podria no tener impacto prondstico (67). Los perfiles de
expresion de estos pacientes muestran sobreexpresion del gen antiapoptdtico BIRC7 y la proteina
de adhesion celular DSC3 (112). Se han descrito otras alteraciones secundarias en la LAL con
t(12;21) como deleciones de IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, RAG1 y BTLA/CD200, entre otras
(67,113,114). Los pacientes con delecion o mutacion de CREBBP podrian tener mayor

probabilidad de recaida (115).
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d. Leucemia/Linfoma con hiperdiploidia (51-65 cromosomas).

La LAL con hiperdiploidia es el subtipo citogenético mas comun en la LAL pediatrica (30%) y esta
presente en un 10% de las LAL del adulto (61,62). Los pacientes presentan duplicaciones
cromosomicas (trisomias y tetrasomias) de entre 5 y 19 cromosomas. Las ganancias no son al
azar, ya que las duplicaciones de los cromosomas 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 y X son claramente las
mas recurrentes (Figura 13). Los cromosomas 14 y 21 suelen presentar tetrasomia (116—119). Los
pacientes con hiperdiploidia responden muy favorablemente a la terapia con metotrexato y
tienen una supervivencia global del 80%-90% (61,120-122). Algunos grupos cooperativos han
observado un prondstico mas favorable en los pacientes no hiperdiploides que presentan
trisomias de los cromosomas 4, 10y 17 o trisomia solo del cromosoma 18 (61,123). Las deleciones
de CDKN2A/B, ETV6, PAX5 y RAG1 y mutaciones de N/KRAS se observan con frecuencia en este
subtipo de LAL (114,118,124).
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Figura 13. Cariotipo hiperdiploide identificado en el Laboratorio de Citogenética del Servicio de Hematologia del ICO-Hospital Germans
Trias i Pujol. Notese las trisomias en los cromosomas 6, 10, 14, 18 y X, asi como tetrasomia del cromosoma 21.

e. Leucemia/Linfoma con hipodiploidia (LAL hipodiploide)

Las LAL con hipodiploidia presentan cariotipos con 30-39 cromosomas. Las monosomias tampoco
se dan al azar, ya que las mas frecuentes son las de los cromosomas 3, 7, 15, 16 y 17, mientras
que los cromosomas 1, 6, 11 y 18 suelen presentar dotacién par. Con frecuencia se observan
casos de LAL hipodiploide que presentan subclones con casi triploidia causada por la presencia de

tetrasomias de los cromosomas 1, 6, 11 y 18 (inicialmente los cromosomas en dotacion par) y
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dotaciones pares de los cromosomas 3, 7, 15, 16 y 17 (inicialmente las monosomias). Este
fendmeno responde a la duplicacion del contenido cromosdmico de clones hipodiploides, lo que
puede parecer que sean LAL hiperdiploides. Es importante analizar el patron de ganancias
cromosomicas en las LAL con hiperdiploidia para no confundir subtipos citogenéticos, por las
consecuencias en la asignacion de tratamiento que puedan conllevar (125). La LAL con
hipodiploidia es poco frecuente en nifios mientras que en adolescentes y adultos jévenes (AYA) y
adultos estd presente en un 3%-5% de los casos. El prondstico de estos pacientes es desfavorable

(61,62).

Algunos autores sugieren que el subtipo de LAL con hipodiploidia estd formado, de hecho, por
tres subgrupos diferenciados: casi haploidia (<30 cromosomas), baja hipodiploidia (30-39
cromosomas) y alta hipodiploidia (40-45 cromosomas) que tienen distinto prondstico (61,67). Las
LAL con baja hipodiploidia se distinguen de las de alta hipodiploidia por varios hechos: el nimero
de cromosomas (<40 vs 240); las LAL con alta hipodiploidia no presentan subclones con la
duplicacion cromosémica observada en las LAL hipodiploides; algunas LAL con alta hipodiploidia
presentan t(12;21)(p13;q922), t(9;22)(g34;911.2) o t(1;19)(q23;p13.3). Este subtipo presenta una
alta frecuencia de mutaciones de TP53 (en mas de la mitad de los casos también en la linea
germinal) y IKZF2 asi como deleciones de RB1 (45). Los casos de LAL con 40-45 cromosomas (alta

hipodiploidia) son muy infrecuentes (0.2%) y no parecen presentar prondstico adverso (61).
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Figura 14. Cariotipo de un paciente con baja hipodiploidia identificado en el Laboratorio de Citogenética del Servicio de Hematologia
del ICO-Hospital Germans Trias i Pujol. Notese las monosomias de los cromosomas 3, 7, 15, 16 y 17.
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f.  Leucemia/Linfoma con t(5;14)(q31;932); IL3-IGH.

Esta entidad tiene muy baja incidencia (<1% tanto en nifios como en adultos) y se caracteriza por
la presencia de blastos de linea B CD10+/CD19+ en la médula ésea acompafiados de eosinofilia en
sangre periférica. La translocacidn cromosdmica se puede detectar por estudio de bandas G o
FISH y situda al gen IL3 detras del promotor de IGH, lo que comporta la sobrexpresidén constitutiva
de IL3 (126). Puesto que IL3 estimula el crecimiento de los eosindfilos, no es de extrafiar que estas
LAL presenten elevados recuentos de eosindfilos circulantes (127). En ocasiones, la
hipereosinofilia precede al diagndstico de esta entidad. El prondstico de este reordenamiento es

bastante desconocido, aunque podria ser de riesgo intermedio.

g. Leucemia/Linfoma con t(1;19)(q23;p13.3); E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)

En el 90%-95% de las translocaciones t(1;19)(g23;p13) se forma el gen de fusion TCF3-PBX1 (128).
El porcentaje restante presenta otros genes de fusion sin un patron recurrente (129,130). Las
1(1;19)(g23;p13.3) pueden ser balanceadas en la mitad de los casos, o no balanceadas,
observandose solo el cromosoma derivativo der(19)t(1;19) en la otra mitad de casos. Las
translocaciones balanceadas siempre forman el gen de fusion TCF3-PBX1. Los casos que nho
forman el gen de fusién presentan der(19)t(1;19) y en algunos casos ello ocurre dentro de un
cariotipo hiperdiploide (130). Una caracteristica inmunofenotipica relacionada con este subgrupo
citogenético es que la mayoria de las LAL con t(1;19)(q23;p13.3) son LAL pre-B (128). Este
subgrupo cuenta con un perfil de expresidn génica caracteristico, el cual presenta sobreexpresion
de quinasas PRKCZ, EB-1, WNT16, BLK y MERTK, entre otras (71,72,100,112). Al contrario de los
otros subtipos citogenéticos, la incidencia de esta translocacién no varia con la edad, siendo del
3%-5% (67). Aunque en protocolos de los afios 1990 los nifios con t(1;19)(g23;13.3) presentaban
mal prondstico, en los protocolos terapéuticos actuales el riesgo citogenético de estos pacientes
es intermedio y su prondstico es intermedio-favorable (61,121). En los pacientes adultos existe
mds controversia en cuanto al riesgo de estos pacientes, aunque se suele considerar que tienen

citogenética de riesgo intermedio (Figura 15) (62,131-133).
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Figura 15. Mejoria del prondstico de la t(1;19)(q23;p13.3) con la intensificacion del tratamiento (133,134).

6.3.3.2. Subtipos citogenéticos relevantes no recogidos en la clasificacion de la OMS
a. Casi haploidia (<30 cromosomas)

Tal y como se ha comentado anteriormente, existe una proporcion de LAL con hipodiploidia que
presenta <30 cromosomas, tipicamente entre 25 y 28 (135). Esta dotacién numérica se debe a
que estos pacientes presentan monosomia de la mayoria de los cromosomas y no presentan
nulisomia (pérdida de ambos cromosomas del mismo par) ni alteraciones estructurales. Las
monosomias no son al azar, ya que en la mayoria de casos se retienen ambos cromosomas 10, 14,
18 y 21. La evolucidn clonal en forma de subclones que presentan duplicacién de la dotacién
cromosomica inicial es un fenémeno recurrente (135). El resultado es una dotacién par de todos
los cromosomas excepto los cromosomas 10, 14, 18, 21 y X que presentan tetrasomia. Es
importante no confundir estos casos con LAL con hiperdiploidia ya que, al contrario que los
pacientes hiperdiploides, los pacientes con casi haploidia tienen un prondstico muy adverso
(Figura 16)(61,136). La incidencia de esta LAL es afortunadamente muy baja. Solo esta presente
en un 1% de las LAL pediatricas, mientras que son extremadamente raras en pacientes adultos
(137,138). Este subgrupo se caracteriza por la presencia de deleciones de IKZF3 y mutaciones de

genes de la ruta metabdlica Ras (FLT3, NF1, N/KRAS y PTPN11) (45).
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Figura 16. Utilidad de los SNP arrays en la deteccion y clasificacion de las LAL hipodiploides (45).

b. Cariotipo complejo

La definicion de cariotipo complejo puede variar entre las diferentes neoplasias hematoldgicas. En
los sindromes mielodisplasicos y las LAM, los casos con cariotipo complejo presentan >3
alteraciones cromosémicas, mientras que en LAL los cariotipos complejos tienen >5 alteraciones
siempre y cuando no sean alteraciones cromosdmicas que constituyen un subtipo citogenético
establecido (p.ej. t(9;22)) (62). La incidencia de los cariotipos complejos parece aumentar con la
edad y representa un 5%-10% de las LAL-B Ph negativas (132). El prondstico de los pacientes con
cariotipo complejo parece ser adverso, aunque no existe un consenso absoluto al respecto

(62,139-142).

c. iAMP21, intrachromosomal amplification 21

La iAMP21 se relaciona con la presencia a nivel germinal de la rob(15;21)(q10;q10) (143). Esta
entidad se caracteriza por la presencia de un cromosoma 21 estructuralmente anormal, que ha
sufrido cromotripsis en 21q y que en consecuencia, presenta multiples regiones de delecidn,
inversion y duplicacién de material genético en el brazo largo (144). Mediante CGH i SNP arrays se
ha conseguido mapar una regién cominmente duplicada entre 21g22.11y 21g22.12 que contiene
el gen RUNX1, asi como deleciones teloméricas (<1 Mb) en un 80% de los casos (145). Pese a que
los casos con iAMP21 muestran heterogeneidad génica en esta region y los perfiles de expresién
son variables entre pacientes, esta alteracidon constituye un subtipo citogenético per se

(62,146,147). Puesto que el gen RUNX1 siempre se encuentra duplicado en estos pacientes, la
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técnica preferente para detectar esta entidad es la FISH mediante sondas dirigidas contra este
gen. Para considerar un caso iAMP21 positivo deben existir por lo menos 3 copias (0 mas) de

RUNX1 que equivalen a 5 o mas sefiales de FISH (Figura 17) (148).

Figura 17. Determinacion de FISH con multiples copias del gen RUNX1 (en rojo) del Laboratorio de Citogenética del Servicio de
Hematologia del ICO-Hospital Germans Trias i Pujol.

Esta es una entidad de LAL pediatrica, ya que practicamente no existe en pacientes mayores de 20
afios (62). Afecta a un 3%-5% de las LAL pediatricas, los pacientes tienen una mediana de edad de
10 afios y suelen presentar bajos recuentos de leucocitos al diagndstico (149). Si estos pacientes
se tratan con protocolos de riesgo intermedio, presentan una elevada tasa de recaidas y una
supervivencia libre de evento del 15% a los 10 aios (Figura 10) (62,150,151). Mds recientemente,
la intensificacion del tratamiento en estos pacientes ha mejorado significativamente su prondstico
(Figura 18) (78,152). Las alteraciones secundarias mas frecuentes son la ganancia del cromosoma

X, pérdida del cromosoma 7 y deleciones de ETV6 y RB1 (152).
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Figura 18. Mejoria del prondstico de la iAMP21 con la intensificacion del tratamiento (152).
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d. Translocaciones de IGH:

Las translocaciones de IGH son un evento recurrente en linfomas y mieloma multiple aunque
también estan presentes en pacientes de LAL de precursores B (153). Como se ha comentado
anteriormente, las translocaciones de IGH o TCR suelen situar a un oncogen detrds de la region
enhancer o promotora de IGH o TCR, genes que se expresan en gran cantidad constitutivamente.
El resultado es la sobrexpresidn constitutiva del oncogen reordenado (154). Existen diferentes
partners de translocacién del gen IGH entre los que destacan CRLF2, 5 de los 6 miembros de la
familia CEBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein, CEBPA, CEBPB, CEBPD, CEBPE y CEBPG), ID4, miR-
125b-1, EPOR vy, recientemente, DUX4 (155-159). La presencia de translocaciones de IGH es
recurrente en las LAL Ph like (p.ej. CRLF2-IGH, EPOR-IGH) (160,161). En total, las translocaciones
de IGH constituyen el 5% de las LAL, aunque son mas frecuentes en AYA e individuos adultos (67).
Parece que las translocaciones de IGH comportan mal prondstico, aunque solo en analisis
univariantes (162,163). El efecto negativo en la supervivencia de los pacientes con translocacién
de IGH podria depender del partner de la translocacién, ya que las translocaciones CRLF2-IGH
parece que podrian comportar mal prondstico (164,165), pero dadas las caracteristicas propias de

este grupo de pacientes, se trataran aparte en el siguiente apartado.

e. Translocaciones de CRLF2

La sobreexpresion de CRLF2 se da en los casos en que existe la translocacion criptica de este gen
con IGH (t(X;14)(p22;932) vy t(Y;14)(p11;932)), una delecién criptica en la regién X/Y PAR1 que
conlleva la fusion P2RY8-CRLF2 o, menos frecuentemente, a mutaciones activadoras (SNV CRLF2
F232C) (166—168). Las duplicaciones de este gen también comportan un aumento en la expresién
del gen en la mayoria de los casos (164,169—171). La sobreexpresién de CRLF2 activa la via
JAK/STAT mediante la fosforilacion de STATS5 y ERK estimulando asi la proliferacion celular
(166,167). Los pacientes con sobreexpresion de CRLF2 muestran un perfil de expresidon génica
parecido al de las LAL Ph+ y suelen tener mutaciones de la via JAK/STAT, sobretodo de JAK2, asi
como deleciones de IKZF1, CDKN2A/B y PAX5 (166—168,172). La sobrexpresion también se ha
detectado en casos de LAL-T pediatrica de alto riesgo y parece asociarse con prondstico adverso
(173). Pese a que existen diferencias entre estudios, las translocaciones de CRLF2 se observan en
un 5%-10% de LAL-B pediatricas y adultas, con la excepcién de las LAL con Sindrome de Down,
donde existe translocacion de CRLF2 en el 50%-60% de los casos (162,166,174). Las

translocaciones de CRLF2 pueden coexistir con otras translocaciones recurrentes en LAL-B (175).
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En nifos, la proporcién de P2RY8-CRLF2:IGH-CRLF2 es de 5:1 mientras que en adultos es 1:2 (67).
Existen resultados contradictorios en cuanto al prondstico de estas translocaciones. Algunos
estudios sugieren que las translocaciones son un marcador de mal prondstico en pacientes
pediatricos (170-172,174,176—178). Por contra, otros estudios no han encontrado asociacién con
prondstico adverso (169,179-185). En pacientes adultos también existe controversia acerca del
significado prondstico de las translocaciones de CRLF2. Algunos estudios apuntan que son un
marcador de mal prondstico (186—188). Sin embargo, el grupo britanico de LAL ha identificado las

translocaciones como factor de mal prondstico solo en analisis univariantes (162,163).

Por tanto, no todos los casos con sobrexpresiéon de CRLF2 tienen mal prondstico. Quizas solo
aquellos con translocaciones presentan mala evolucidn y las translocaciones confieren peor
prondstico en pacientes de riesgo intermedio comparado con pacientes de alto riesgo. Es posible
también que la presencia de alteraciones adicionales frecuentes en este subgrupo como las
deleciones de IKZF1 o CDKN2A/B module el prondstico de los pacientes con estas translocaciones.
Un ejemplo lo tenemos en los pacientes con LAL Ph like, que presentan reordenamiento de CRLF2
en un 50% de los casos y que tienen alteraciones genéticas de mal prondstico como deleciones de
IKZF1, mutaciones de JAK2 y de genes de la via Ras, que pueden influir en el prondstico de los
pacientes (160,170,172,186,189). Las diferencias en las pautas de tratamiento entre los grupos

cooperativos también pueden repercutir en esta disparidad de resultados.

La adicidn de inhibidores de JAK/STAT y/o mTOR a la quimioterapia convencional podria mejorar

la supervivencia de los pacientes con sobrexpresion de CRLF2 (190-193).

f.  Translocaciones de PAX5

El gen PAX5 se encuentra reordenado con diferentes genes en un 2%-3% de las LAL-B, aunque la
frecuencia de estas translocaciones podria ser superior en la LAL pre-B (194-198). En las
translocaciones, el dominio 5’ N-terminal de union al ADN de PAXS5 se fusiona con el extremo 3’
del gen de fusidn en la mayoria de los casos. El resultado de las translocaciones es la pérdida del
dominio de transactivacion de PAX5, lo que comporta la pérdida de funcidn del gen en la mayoria
de los casos (199). La presencia de translocaciones de PAX5 no excluye la presencia de otras
translocaciones como la t(9;22) (194,200,201) (Figura 19). A parte de su funcién en la
diferenciacidn de los linfocitos B, se ha descrito recientemente que este gen podria ser un gen

supresor de tumores, ya que en experimentos de mutagénesis dirigida se observa un incremento
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de alteraciones genéticas secundarias cuando muta PAX5. Por lo tanto, la pérdida de funcién de
PAX5 podria tener un doble impacto en las células tumorales: bloqueo de la diferenciacién y
aumento de la inestabilidad genética (202,203). Ademads, en algunos casos, el gen de fusién puede
tener propiedades oncogénicas como en el caso de las fusiones PAX5-JAK2 o las fusiones PAX5-
ETV6 (204-206). La translocacién PAX5-JAK2 esta presente en algunos casos de LAL Ph Jike e
implica la activaciéon de la via JAK/STAT aungue su impacto prondstico, asi como el de otros

partners, esta por determinar (161,204,205).
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Figura 19. Partners de fusién de PAX5 (201).

g. Translocaciones de MEF2D

MEF2D se encuentra reordenado preferentemente con BCL9, aunque también existen
translocaciones con HNRNPUL1, SS18, FOXJ2, CSF1R y DAZAP1. En todos los casos el dominio de
unién al ADN de MEF2D se conserva y el gen de fusion aumenta la actividad de este factor de
transcripcién e induce proliferacién celular, inhibicién de apoptosis y leucemia (100,207-209). La
translocacion DAZAP1-MEF2D es el resultado de wuna translocacidn variante de Ia
1(1;19)(g23;p13.3) (208). La incidencia de estos reordenamientos es del 3%-5% en LAL-B
pedidtricas y 7% en adultos. Los pacientes con reordenamientos MEF2D-BCL9 tienen
inmunofenotipo pre-B, deleciones de IKZF1 (sobretodo isoforma 1k6), mutaciones de la via RAS,
resistencia a dexametasona y posiblemente mal prondstico en todas las edades (Figura
20)(159,209-211). La translocacion MEF2D-BCL9 comporta la sobreexpresion de HDAC9 y su
inhibicién con inhibidores de histona desacetilasa (HDAC) reduce la proliferacidon celular en

modelos animales de leucemia (209).
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h. Translocaciones de ZNF384

Las translocaciones de ZNF384 forman genes de fusion compuestos por genes que codifican
proteinas modificadoras de la cromatina o factores de transcripcién (EP300, CREBBP, TAF15,
SYNRG, EWSR1, TCF3 i ARID1B) y el gen ZNF384 entero (212-214). Estas LAL se caracterizan por
tener fenotipo B CD10- con expresidn de antigenos mieloides y de HSC, asi como mutaciones de la
via RAS (215,216). Representan el 3%-4% de las LAL-B pediatricas y el 7% de las del adulto (209).
El prondstico de estos reordenamientos podria ser dependiente del partner del reordenamiento
ya que, aunque se han publicado pequefias series de pacientes, éstas han mostrado resultados no
concordantes (67,159,209,215,217) (Figura 20). Las translocaciones EP300-ZNF384 y CREBBP-
ZNF384 causan una reduccion de la acetilacion de las histonas y confieren sensibilidad a

inhibidores de HDAC (218).
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Figura 20. Incidencia, relacion con la edad y prondstico de los reordenamientos DUX4, ZNF384 y MEF2D (159).

i.  Translocaciones de DUX4

El gen DUX4 se encuentra en la regidn terminal del cromosoma 4 (4qter). Esta es una regién
altamente polimdrfica en la poblacion, ya que contiene entre 11 y 150 repeticiones en tdndem
D4Z4. Se cree que estas repeticiones en tdndem (altamente metiladas) compactan la cromatina y
silencian la expresién del gen DUX4, ya que éste no se expresa en ningun tejido en la poblacidn
sana (219). Los pacientes con distrofia facioescapulohumeral tienen delecién de las repeticiones
D4Z4 que causan una desrepresion y, por tanto, la expresién de DUX4. En un 4%-7% de las LAL-B

(y en un 25% de las LAL sin reordenamientos recogidos en la clasificacién de OMS) el gen DUX4 se
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transloca con el gen IGH (por detrds de su enhancer) resultando en la sobreexpresidon de una
isoforma truncada de DUX4 (159,209,220). Esta isoforma truncada carece del dominio C-terminal,
el cual confiere caracteristicas proapoptodticas (221,222). Estos reordenamientos no son visibles
en el cariotipo. DUX4 también se reordena con ERG, aunque con menor frecuencia que con IGH
(223). Este subgrupo de pacientes presenta un inmunofenotipo y perfil de expresidon génica
caracteristico y distinto al de otras LAL (209,223). En los casos de translocacién con IGH, la
proteina DUX4 truncada se une al intron 6 del gen ERG y promueve la expresidon de proteinas
aberrantes de ERG truncadas en su dominio C-terminal (ERGalt). Estas isoformas retienen su
dominio de unién al ADN y el dominio de transactivaciéon e inhiben la funcién del alelo WT de ERG
generando leucemias en modelos animales (159,220) (Figura 21). Ademas, la mayoria de casos
con reordenamiento de DUX4 tienen deleciones intragénicas del gen ERG en el otro alelo, que se
asocian a buen prondstico a pesar de la presencia de deleciones de IKZF1 en un 40% de los

pacientes con delecidn intragénica de ERG (Figura 20)(209,220,223-227).
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Figura 21. Mecansimos de leucemogénesis mediados por los reordenamientos DUX4 en modelos animales (228).
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ji.  LALPh like

En el afio 2009, los grupos de investigacién de LAL pediatrica europeos DCOG (Dutch Childhood
Oncology Group) y COALL (German Cooperative ALL trials in childhood) y el grupo americano de St
Jude (COG) identificaron, mediante arrays de expresién, un conjunto de pacientes con un perfil de
expresion génica muy similar al de las LAL Ph+ pero sin presentar dicho reordenamiento. Estos
pacientes presentaban refractariedad al tratamiento y un prondstico muy desfavorable, muy
parecido al de los pacientes Ph+ (75,76). Posteriormente, el prondstico desfavorable de este
subgrupo se ha confirmado en LAL de todas las edades (161,165,229,230). Sin embargo, la toma
de decisiones terapéuticas en funciéon de los valores de ERM podria contrarrestar el mal

prondstico de este subtipo, por lo menos en pacientes pediatricos (231).

La incidencia de la LAL Ph like es variable en funcién de la edad, siendo los AYA el grupo de edad a
partir del cual la incidencia aumenta claramente (12% en <18 afios, 28% AYA, 20% adultos y 24%
adultos de edad avanzada)(165,230,231). Este subtipo de LAL se caracteriza por la presencia de
alteraciones genéticas que activan constitutivamente receptores de citocinas y quinasas que
inducen la proliferacién celular (90% de los casos). Esta activacidon constitutiva se da mediante
translocaciones cromosdmicas de CRLF2 (CRLF2-IGH o CRLF2-P2RY8 en la mitad de casos de LAL
Ph like); translocaciones de tirosincinasas tipo ABL como ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA o PDGFRB
(12%); reordenamientos de JAK2 (7%), reordenamientos del receptor de la eritropoyetina
(EPOR)(3%), mutaciones puntuales de la via JAK/STAT (JAK1/2, IL7R)(11%); mutaciones en genes
de la via RAS (FLT3, K/NRAS, PTPN11, NF1) (6%) y mutaciones de otras cinasas (BLNK, TYK2,
PTK2B) (Figuras 22 y 23). Ademas, estos pacientes suelen presentar deleciones de genes de
diferenciacion linfoide (IKZF1, EBF1, PAX5, RAG1/2 y VPREB1) asi como deleciones de CDKN2A/B o
BTG1 (75,160,224,232,233). Los pacientes con reordenamiento de CRLF2 suelen presentar
mutaciones de JAK2 en la mitad de los casos, aunque también pueden presentar mutaciones en
JAK1 o JAK3 (166,168). Las alteraciones activadoras de quinasas tipo ABL podrian ser sensibles a
TKI tal como se ha evidenciado en cultivos celulares y modelos animales de muestras de pacientes
y en el tratamiento de pacientes aislados (160,161,192,193). Las mutaciones de JAK2 vy
reordenamientos de CRLF2 podrian ser sensibles a inhibidores de JAK2 como ruxolitinib o
inhibidores de mTOR (191-193). En este sentido, se han iniciado varios ensayos clinicos para

valorar la eficacia de Dasatinib y Ruxolitinib en pacientes con LAL Ph like (234).
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Figura 22. Reordenamientos en la LAL Ph-like en relacion con la edad (228).

Este subtipo de LAL es muy heterogéneo y no existe una Unica lesién molecular que lo defina. El
algoritmo de trabajo que conllevaria el diagndstico de estos pacientes por técnicas de rutina
asistencial es dificil de asumir por motivos de tiempo, personal y recursos, y ademds no aseguraria
la deteccion del 100% de los casos. La identificacidon certera de estos pacientes solo se puede
hacer mediante andlisis de perfiles de expresidn génica (arrays de expresiéon o RNA-seq) con las
dificultades y el sesgo que esto conlleva (RNA menos estable que DNA vy dificultad y variabilidad
en el andlisis de los datos) (235). Actualmente se estan centrando muchos esfuerzos para efectuar
un diagndstico mas estandarizado y sencillo de estas LAL (236). En este sentido, el grupo aleman
GMALL ha reportado que las mutaciones de JAK2 y/o los reordenamientos de IGH-CRLF2 podrian

encontrarse exclusivamente en pacientes Ph like (165).
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Figura 23. Principales vias de sefializacion en la LAL Ph-like (228).

6.3.4. Alteraciones secundarias

Las tecnologias basadas en arrays y mas recientemente de secuenciacidon de nueva generacién
(Next Generation Sequencing, NGS) han supuesto un avance fundamental en el conocimiento de
la patogenia de la LAL. Se han identificado un gran nimero de alteraciones secundarias en forma
de ganancias y pérdidas de ADN (CNA, Copy Number Alteration), pérdida de heterozigosidad (CN-
LOH, Copy Neutral-Loss Of Heterozigosity) asi como mutaciones somaticas (SNV, single nucleotide
variant) que afectan a genes clave para la diferenciacion linfoide, el control del ciclo celular y la
regulacion de la apoptosis, entre otros (237). Mediante arrays de expresidon se ha conseguido
obtener los perfiles de expresién génica caracteristicos de los diferentes subtipos citogenéticos de
la LAL asi como descubrir nuevos subgrupos como la LAL Ph like (75,76). La técnica de RNAseq
también ha facilitado la identificacion de nuevas translocaciones cromosémicas, asi como la

deteccion de isoformas patogénicas de varios genes (p.ej. DUX4, ERG) (209).

Estas técnicas han constatado que la LAL es una neoplasia extremadamente heterogénea a nivel
genético y a nivel epigenético, lo que hace pensar que no hay una LAL igual a otra ni genotipica ni
fenotipicamente. Las LAL tienen una mediana de 8-10 CNA y ~10 SNV al diagndstico
(65,209,237,238). Al igual que sucede con los subtipos citogenéticos, la frecuencia de estas
alteraciones también presenta variaciones segun la edad. Parece ser que en individuos adultos los

genes implicados en la diferenciacién linfoide B, la regulacion del ciclo celular o regulacidon
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epigenética estan significativamente mas alterados que en la poblacién pediatrica (209,239)

(Figuras 24 y 25).
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Figura 25. Comparacion de la frecuencia de CNA en diferentes vias metabdlicas en funcion de la edad (209).

El significado prondstico de estas alteraciones de manera individual y en diferentes
combinaciones, esta centrando muchos esfuerzos en investigacién traslacional. Conocer con
exactitud el impacto prondstico de estas alteraciones (y de sus diferentes combinaciones) en el
prondstico de los pacientes no solo permite una mejor estratificacion de éstos por grupos de
riesgo para asignar tratamiento, sino que ademas, proporciona evidencia cientifica para generar
moléculas terapéuticas dirigidas contra las vias metabdlicas desreguladas. Pese a la gran cantidad
de nuevas alteraciones identificadas en el genoma de la LAL, pocas tienen un impacto prondstico
ampliamente aceptado en la comunidad internacional. Es probable que el uso de diferentes
técnicas para su deteccidn, asi como la heterogeneidad de los tratamientos que recibieron los
pacientes con estas alteraciones, estén detrds de estos resultados contradictorios. Ademas,

intentar esclarecer el significado prondstico de una alteracion génica sin tener en cuenta el resto
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de alteraciones del tumor dificulta el proceso. Algunas alteraciones pueden ver modulado su
impacto prondstico por la presencia de otras alteraciones en la misma célula. Un ejemplo lo
encontramos con las deleciones de Ikaros, en las que su prondstico parece diferir en funcion de la
presencia o ausencia del cromosoma Philadelphia o de las deleciones de ERG (77,162,225). Por
otro lado, las mutaciones y deleciones de TP53 confieren mal prondstico, independientemente
del subtipo citogenético de la LAL (240-242). Esclarecer el significado prondstico de estas
alteraciones influird decisivamente en el disefio de los nuevos protocolos terapéuticos para los

pacientes con LAL.

A continuacidn, se comentan algunos de los genes mds relevantes en la patogenia de la LAL-B, con

criterios de incidencia y posible valor prondstico en la enfermedad:

6.3.4.1. Genes de diferenciacion linfoide

IKZF1, Ikaros Kruppel Zinc Finger 1

Ikaros es un factor de transcripcion que pertenece a la familia de factores de transcripcién Ikaros
Kruppel Zinc Finger (IKZF) involucrado en la diferenciacién de los linfocitos (243). Este gen es
imprescindible para establecer el linaje linfoide a partir de HSC (244). Ikaros actia a nivel del
complejo Nucleosome Remodeling Deacetylase (NUuRD) promoviendo la expresién de genes del
linaje linfoide al mismo tiempo que reprime la expresién de genes proliferativos, genes del linaje

mieloide y de célula stem (188,245—-248) (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del gen Ikaros en la diferenciacion linfoide (249).
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Sin embargo, también se han descrito alteraciones del gen IKZF1 en neoplasias del linaje mieloide
(250-252). La expresién de este gen es diferente en funcion del estadio de maduracién de los
linfocitos y es imprescindible para su correcta maduracion (253-258). Los ratones con mutaciones
germinales de lkaros que conllevan infraexpresion del gen o generan isoformas dominantes
negativas tienen defectos graves en la hematopoyesis y generan clones pre-leucémicos (84,259
261). Varios trabajos de Georgopoulos y colaboradores han descrito la estructura proteica, los
dominios de la proteina y sus funciones mediante mutagénesis dirigida en modelos de ratén
(259,260,262,263). Estos trabajos han revelado que los dominios de uniéon al ADN y de

dimerizacion de la proteina juegan papeles clave en su funcion (264).

Este gen contiene ocho exones, aunque solo se transcriben siete, ya que el exén 1 contiene el
coddn de inicio de transcripcion, pero el resto del exdn no se transcribe. Los exones 4, 5y 6
codifican para los dedos de unién al ADN de la proteina, responsables de la unién al ADN para
promover o reprimir su transcripcién. En el exdn 8 se encuentran otros dedos de zinc que sirven
para que la proteina pueda dimerizar con otras isoformas del gen o de otros miembros de la
familia IKZF. De manera natural, el gen IKZF1 regula su funcién mediante la expresién de
diferentes isoformas proteicas. Cuando se transcriben todos los exones del gen, o mejor dicho,
cuando se transcriben todos los exones que contienen los dedos de zinc (de unién a ADN y de
dimerizacién) la proteina ejerce sus funciones de manera normal (isoformas largas). La expresion
de isoformas cortas con dominio de dimerizacién, pero sin dedos de unidn al ADN, hace que éstas
dimericen con las isoformas largas e inhiban su funcidén cuando ya no es requerida. En varios
modelos animales se ha sugerido que diferentes isoformas desregulan diferentes rutas
metabdlicas y que la isoforma dominante negativa Ik6 (sin dedos de unién a ADN pero con

dominio de dimerizacidn) es la mas deletérea (265,266) (Figura 27).
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Figura 27. Estructura del gen lkaros (265).
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Este gen se encuentra afectado mayormente por deleciones que pueden afectar al gen entero o
pueden afectar a varios exones del gen (deleciones intragénicas). La mayoria de estas deleciones
(2/3 partes) causan pérdida de funcién del gen mientras que la 1/3 restante codifican para la
expresion de Ik6. La frecuencia de deleciones varia segun la edad, ya que en nifios se observa en
un 15%, mientras que en adultos la frecuencia es al menos el doble. Ademds, se encuentra mas
frecuentemente alterado en LAL de alto riesgo (LAL Ph+, LAL con hiperleucocitosis, LAL Ph like) y
sus deleciones se relacionan con resistencia al tratamiento (267-270). En las LAL Ph+, 1k6 es la
isoforma mas frecuente de delecidn. Por el momento se ha descrito que las deleciones de este
gen son un marcador de mal prondstico en LAL-B a cualquier edad, tanto en pacientes Ph+ como
en pacientes Ph negativos. Se podria decir que lkaros es el marcador prondstico genético mas
aceptado a nivel internacional en la LAL-B. Estudios de series numerosas de pacientes pediatricos
y adultos tratados homogéneamente y varios metanalisis asi lo sugieren (76,271-276). Sin
embargo, su impacto prondstico negativo no esta tan claro en pacientes Ph negativos (162,277).
Parece ser que cualquier tipo de delecidn (de gen entero o de algunos exones) confiere mal
prondstico, pero éste y otros aspectos relacionados con el impacto prondstico de las alteraciones
en este gen esta por esclarecer en el seno de ensayos clinicos (185,271,278,279). Este gen
también se ve afectado por mutaciones que podrian conferir mal prondstico, al igual que las

deleciones (280).

Se estdn evaluando diferentes aproximaciones terapéuticas para tratar las LAL con delecidn de
Ikaros, como inhibidores de FAK, agentes que inducen la expresiéon del alelo no delecionado en los
casos de delecion heterozigota como los retinoides o los inhibidores de CK2 y los inhibidores de

HO-1 (Figura 28) (84,281-283).
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Figura 28. Inhibicién de la via FAK en pacientes con delecion de Ikaros (281).
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IKZF2/3/4/5, Ikaros Kruppel Zinc Finger 2,3,4,5

Los genes IKZF2 (Helios) e IKZF3 (Aiolos) junto con IKZF4 (Eos) e IKZF5 (Pegasus) también son
factores de transcripcién de la familia IKZF. Los miembros de la familia IKZF actian por dimeros de
proteinas, pudiendo ser homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la familia IKZF
(284). Esta familia de factores de transcripciéon promueve la proliferacién y diferenciaciéon de los
linfocitos y se cree que estas proteinas podrian tener funciones redundantes o complementarias
entre si (285,286). La expresion mds elevada de IKZF2 se da en los CLP (common lymphoid
progenitors) mientras que la de IKZF3 en precursores linfoides mds maduros (287,288). Las
deleciones de IKZF2 son muy frecuentes en las LAL con hipodiploidia baja (53%) mientras que las

de IKZF3 son mas recurrentes en las LAL casi haploides (13%) (45) y su prondstico es desconocido.

EBF1, Early B-cell Factor 1

Tras la expresion de IKZF1, la expresion de EBF1 es esencial para mantener el linaje linfoide de la
célula B. EBF1 promueve la expresion de PAX5 y CD79a (237,289-291). Al mismo tiempo EBF1
reprime la expresion de genes que no sean de maduracion del linaje linfoide B (CEBPA, Pu.1, ID2,
ID3) (292-294). Las deleciones de EBF1 se han descrito en LAL al diagndstico (10%) aunque su
frecuencia podria ser mas alta en LAL en recaida, lo que sugiere que estas deleciones confieren
resistencia al tratamiento (76,295). Su papel prondstico esta por esclarecer, aunque las deleciones

de este gen podrian ser un marcador de mal prondstico (162,172,279).

PAXS5, Paired Box 5

Para establecer y mantener el fenotipo B de los linfocitos es imprescindible la expresidn de PAX5
(296,297). Este gen se ve afectado por deleciones, mutaciones o translocaciones en el 30% de
LAL-B, las cuales comportan la pérdida de funcion del gen o efectos dominantes negativos
(160,194,202,237,298). Estudios en modelos animales demuestran que la desregulacién de este
gen contribuye activamente al proceso de leucemogénesis (202). Ciertos SNP constitucionales en
este gen predisponen significativamente a padecer leucemia. Sin embargo, no parece que las
deleciones, mutaciones o translocaciones detectadas en LAL-B tengan significado prondstico,
aunque el grupo britdnico sugiere que podria ser un marcador de buen prondstico

(162,182,200,271).
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RAG1/2, Recombination Activating Gene 1/2

La actividad de RAG1 y RAG2 es imprescindible para la maduracién de los linfocitos, ya que corta
los fragmentos V, D y J para la produccién del receptor de célula B (B Cell Receptor, BCR) y del
receptor de célula T (T Cell Receptor, TCR). La actividad aberrante de estos genes parece ser
importante en la patogenia de la LAL. En muchas de las deleciones caracteristicas de la LAL (p.ej.
IKZF1), se observan marcas de actividad aberrante de estas proteinas en el punto de corte del
ADN (237,299-304). Sin embargo, las deleciones de estos genes también estan relacionadas con
la leucemogénesis (305). Las deleciones de RAG1 parecen ser mas frecuentes en los subgrupos
con ETV6-RUNX1 vy alta hiperdiploidia y parecen tener mas incidencia en la LAL en recaida, hecho

gue apunta a su posible importancia en la progresion de la leucemia (114).

VPREB1, Pre-B Lymphocyte 1

El gen VPREB1 (CD179a) se expresa en estadios tempranos de la diferenciacion de las células B
(pro-B y early pre-B). Este gen, junto con CD179b, forma una estructura proteica similar a las
cadenas ligeras de las inmunoglobulinas llamada seudocadena ligera. Esta seudocadena se une a
la cadena pesada de las inmunoglobulinas en el pre-BCR integrado en la membrana plasmatica. La
expresion de este gen es necesaria para una correcta proliferacién y maduracién de los linfocitos
B, ya que las deleciones de este gen se asocian con agammaglobulinemia (306—308). Este gen se
encuentra en 22q11.22 muy cerca del locus de la inmunoglobulina lambda (IGL). Inicialmente se
considerd que estas deleciones eran consecuencia del reordenamiento VDJ de IGL, aunque otros
estudios sugieren que no estan relacionadas con estos reordenamientos (237,309). Las deleciones
de VPREB1 afectan a un 25%-40% de las LAL-B y son mas frecuentes en LAL Ph+ (40%), LAL Ph like
(34%) y LAL ETV6-RUNX1 (40%-70%) (75,309,310). La pérdida de VPREB1 comporta la
infraexpresion del gen (309). Algunos estudios han referido que las deleciones de VPREB1 podrian

ser un marcador de mal prondstico (75,224,309).

BLNK, B-cell Linker

BLNK es otro gen involucrado en la maduracién de los linfocitos B, ya que la infraexpresion de
este gen se ha descrito en LAL pre-B (311). Sin embargo, otros autores han referido que el papel

de este gen en la patogenia de la LAL es raro o poco relevante (312). Este gen también puede
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jugar un papel de supresor de tumores, ya que regula negativamente la via JAK/STAT (313) (Figura

29).
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Figura 29. Relacién del gen BLNK con la via JAK-STAT (314).

BTLA/CD200, B and T Lymphocyte Associated/Cluster of Differentiation 200

BTLA codifica para una glucoproteina de membrana expresada en linfocitos B y T con funciones
inhibitorias en la proliferacion celular relacionada con la respuesta inmune (315). La expresion de
CD200 es frecuente en la LAL-B y es mas intensa en células CD34 positivas de pacientes de LAL-B
que en células CD34 negativas (316,317). También es un marcador util para el seguimiento de

EMR (318). Ambos genes se encuentran en 3q13.2, uno al lado del otro.

La codelecién de estos genes esta presente en un 5%-10% de las LAL pediatricas y 3% de las LAL
del adulto, con mas incidencia en las LAL con t(12;21), iAMP21, LAL con sindrome de Down, o LAL
en recaida (113,237,270,319,320). Las deleciones de este gen se asocian con ERM+, mayor

probabilidad de recaida y menor supervivencia libre de evento (76,113).

LEF1, Lymphoid Enhancer binding Factor 1

El gen LEF1 regula la maduracion de los linfocitos T, a través de la regulacién de la expresidon de
TCRalpha, pero también de los linfocitos B (321,322). PAX5 promueve la expresion de este gen en
células pro-B y luego su expresion se reprime a través del pre-BCR (323,324). LEF1, junto con PAX5
y C-MYC, estimulan la expresion de RAG2 (325). Curiosamente, los ratones LEF1-/- no muestran

defectos en la maduracién de las células B pero tienen pocas células B debido a la falta de
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proliferacién y aumento de apoptosis en células pro-B. Este incremento de la apoptosis podria
deberse al aumento de la expresion de FAS y C-MYC en estas células. Por el contrario, la
inactivacion de LEF1 si que parece detener la maduracion de los linfocitos T (326). LEF1 estimula la

proliferacién celular a través de la via Wnt (327).

Las deleciones de LEF1 estan presentes en un 2% de LAL-B y en un 8% de las LAL-T y las leucemias
de fenotipo mixto (237,328). Existen resultados contradictorios en cuanto al impacto prondstico
de la expresion de este gen en LAL, aunque la sobrexpresion de este gen podria ser un marcador

de mal pronéstico (329-331).

6.3.4.2. Factores de transcripcion hematopoyéticos

ETV®, ETs Variant 6

Varios estudios con modelos animales han evidenciado que el gen ETV6 es esencial para el
desarrollo embrionario y una correcta hematopoyesis (332). Este gen es necesario para la
supervivencia de las HSC en sus nichos hematopoyéticos (333) y también cumple funciones de gen
supresor de tumores (334,335). Varios estudios sugieren que ETV6 podria inhibir la via de RAS

(336,337).

Las deleciones de 12p que contienen ETV6 y CDKN1B son un hecho recurrente en varias
neoplasias hematoldgicas (338,339). Las deleciones de ETV6 también son un hecho recurrente en
las LAL con t(12;21), ya que en 2/3 de estas LAL, el alelo no translocado de ETV6 estd delecionado
(340-344). Curiosamente aquellos pacientes con t(12;21) sin delecion del alelo no reordenado de
ETV6, muestran infraexpresidn del gen, hecho que sugiere que otros mecanismos interfieren en la
expresion del alelo no translocado (342). Sin embargo, también existe una proporcidn significativa

de pacientes con delecidon de este gen sin reordenamiento ETV6-RUNX1 (162).

A parte de con RUNX1, se han identificado translocaciones de ETV6 con mas de 30 genes
diferentes, algunas de ellas presentes en la LAL Ph like (ETV6-ABL1, ETV6-JAK2 o ETV6-PDGFRB)
(160). Los reordenamientos de ETV6 suelen implicar tirosina quinasas, factores de transcripcion u
otras proteinas. En el primer caso (p.ej. ABL1/2, JAK2, SYK, FLT3, PDGFRA/B, etc.) la translocacion
mantiene constitutivamente activa la proteina cinasa y estimula la proliferacién celular (p.ej. via
STAT). Cuando ETV6 se transloca con factores de transcripcion, la proteina de fusidn resultante
modifica las funciones normales de ETV6 y su partner, resultando en la desregulacion de la

expresion génica de las dianas de ambos genes. Ademds, también se silencia la expresion del alelo
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no translocado (345). Finalmente, en el caso de translocacién con otras proteinas, se suele

observar sobreexpresién de genes préximos al gen que se ha translocado con ETV6.

Las deleciones de ETV6 podrian jugar un papel en la progresion de la leucemia, aunque parece
gue no tienen valor prondstico ni al diagndstico ni en recaida (62,273,346), si bien algunos
estudios sugieren que los pacientes con t(12;21) y delecién del alelo ETV6 no translocado tienen
mejor prondstico que los pacientes sin delecién (347). Por el contrario, otros estudios han

reportado resultados opuestos (348).

ERG, Ets-Related Gene

ERG codifica para un factor de transcripcion esencial para la hematopoyesis y la funcién de las
HSC y su expresion induce proliferacion celular y expresion de genes de HSC (349-351). La
sobrexpresién de este gen genera clones preleucémicos, esta relacionada con resistencia al

tratamiento y es un marcador de mal prondstico en LAL-T y LAM con cariotipo normal (352-356).

Las deleciones de ERG, aunque son infrecuentes (3%-5%), atraen interés en la LAL-B
principalmente por su posible impacto prondstico. Algunos estudios sugieren que las deleciones
de ERG inducen un perfil de expresidn génico caracteristico y que las deleciones de ERG podrian
constituir un nuevo subtipo de LAL-B (224,225). Estos y otros estudios sugieren que el subtipo de
LAL-B con deleciones de ERG tiene muy buen pronéstico incluso cuando los pacientes presentan
deleciones concomitantes de IKZF1, hecho muy habitual en este subgrupo (224-226,357). Las
deleciones de ERG y la expresion de isoformas variantes que reprimen la funcién de las isoformas
candnicas también son muy frecuentes en pacientes con reordenamientos de IGH-DUX4 o ERG-

DUX4 (4%-7% LAL-B) (209,220,223).

6.3.4.3. Genes que regulan el ciclo celular
CDKN2A/B, Cyclin Dependent Kinase iNhibitor 2A/2B

El gen CDKN2A y el gen CDKN2B estan delecionados en muchos tipos de tumores sélidos, asi
como en la LAL, tanto de precursores T (70%) como de precursores B (30% en todas las LAL-B,
50% en LAL Ph+). Estos genes inhiben la proliferacion celular y promueven la apoptosis mediante

la inhibicidn de las ciclinas dependientes de quinasa 4 y 6 (CDK4/6) y la inhibicion de HDM2, que
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evita la degradacion de TP53 (Figura 30). El papel de estos genes en el control del ciclo celular es

clave y su desregulacion es un hecho recurrente en la LAL (358,359). Las LAL con deleciones de

CDKN2A/B cursan con hiperleucocitosis al diagndstico y tienen valores de ERM durante el

tratamiento mas elevados que los pacientes sin deleciéon (360,361). Las muestras de LAL en

recaida presentan una alta frecuencia de deleciones de CDKN2A (50%), muchas de ellas en

homozigosis (66). Se han publicado muchos estudios que han evaluado el prondstico de estas

deleciones. Algunos han demostrado valor prondstico solo para las deleciones homozigotas

mientras que otros han objetivado valor prondstico solo en pacientes con LAL Ph+. No existe un

consenso sobre el valor prondstico de las deleciones de estos genes, pero si lo tiene podria ser en

pacientes adultos (162,362-377).

CDKN2A
locus
E1p Elu E2 Taa  E3
o~ ol
1 | . 1
ATG ATG TGA
L J
e —

pl4MF

o
pl4AF \

HDME/ pigis =

sz pRb €
p& ~UUY —= Proteasomal J @ P s
degradsﬂ on ,’3.
I i | _Z
R G -to-5 phase
—-— "transition
Cell cycle Dama?ed Dram: d
arrest cell
andfor
apoplosis

Cell proliferation

Figura 30. Actividad de los genes CDKN2A, 2B y RB1 en la inhibicién de la proliferacion celular (378).

RB1, Retinoblastoma 1

Este es un gen supresor de tumores que juega un papel importante en el control del ciclo celular

(Figura 30) (379). Se encuentra delecionado en un 7%-15% de las LAL-B, en especial en las LAL con

iAMP21 (270,380,381). Aunque las deleciones de RB1 son un evento recurrente en la LAL-B, no

parecen tener valor prondstico (76,162,279).
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CDKNZ1B, Cyclin Dependent Kinase iNhibitor 1B

El gen CDKN1B (p27) es un inhibidor de las ciclinas dependientes de quinasa CDK2 y CDK4, por lo
que regula negativamente el avance del ciclo celular (382,383) (Figura 31). Este gen se encuentra
en 12p13.1, muy cerca de ETV6 y BCL2L14. Las deleciones se encuentran en un 15% de las LAL-B
pediatricas en el momento del diagndstico y son frecuentes en los pacientes con t(12;21)
(343,384,385). La incidencia de delecién de este gen en el subgrupo t(12;21) parece aumentar en

recaida respecto al diagnédstico (37%) y podria ser un marcador de mal pronéstico (343).
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Figura 31. Regulacion negativa del ciclo celular por parte de CDKN1B (p27"") (385).

6.3.4.4. Genes proapoptéticos

BTG1, B-cell Translocation Gene 1

El gen BTG1 pertenece a la familia de genes BTG/Tob, los cuales tienen funciones
antiproliferativas y se ven alterados en diferentes canceres (386). Las deleciones de este gen
estan presentes en un 10% de las LAL y parecen ser un poco mas frecuentes en LAL Ph+, LAL con
ETV6-RUNX1 y LAL con Sindrome de Down (73,320). Algunos estudios sugieren que BTG1 regula la
respuesta a glucocorticoides, ya que las células de pacientes de LAL-B con delecién de este gen

presentan un mayor indice de proliferacion celular y resistencia a prednisona (387).
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TP53, Tumor Protein 53

Ya hace afios que se especula que las mutaciones de TP53 juegan un papel activo en la progresion
de la LAL (388-391). Sin embargo, no ha sido hasta hace pocos afos que se ha demostrado que,
tanto las mutaciones como las deleciones, tienen un impacto negativo en cohortes de pacientes
tratados homogéneamente o en grandes cohortes de pacientes. En muchos casos las deleciones
ocurren concomitantemente con mutaciones en el otro alelo del gen (241). Las alteraciones de
TP53 se asocian a refractariedad al tratamiento, presencia de recaidas y menor supervivencia
global en LAL de todas las edades (240-242,392,393). Las mutaciones y deleciones de TP53 se
encuentran en un 10%-20% de las LAL al diagndstico y en un 6% de las LAL pediatricas en recaida
(394). La frecuencia de alteraciones de TP53 se incrementa con la edad (392). También son un
rasgo caracteristico de las LAL con hipodiploidia (45). Un hecho relevante es que en la mitad de
casos con hipodiploidia, éstas también se encuentran en la linea germinal, lo que sugiere su papel

en la etiologia y quizas en el prondstico desfavorable de la enfermedad (45,46).

6.3.4.5. Genes de la via JAK/STAT
CRLF2, Cytokine Receptor-Like Factor 2

EL gen CRLF2 codifica para el receptor de membrana del TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin)
que, junto con IL7R, promueve la proliferacion y supervivencia celular de los linfocitos B mediante

las vias JAK/STAT y PI3K/mTOR (191,395,396) (Figura 32).

Figura 32. Mecanismo por el cual el gen CRLF2 promueve la proliferacion y supervivencia de los linfocitos B (397).
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Tal como se ha explicado anteriormente, la sobrexpresidn de este gen se da en un 10%-15% de las
LAL, se encuentra mas frecuentemente en LAL de alto riesgo y se asocia a mutaciones de JAK2,
una asociacion que hiperactiva ain mas la via JAK/STAT (166—168,398). El valor prondstico de la

sobrexpresién de este gen se ha comentado anteriormente.

IL7R, InterLeukin 7 Receptor

El receptor de IL7 es necesario para la maduracion de los linfocitos, ya que las mutaciones que
implican pérdida de funcién de este receptor causan inmunodeficiencias (399,400). Este receptor
forma un dimero con IL2R para su unién con IL7 o bien forma un dimero con el receptor CRLF2
para el ligando TSLP. La unidén del ligando induce la fosforilacion de JAK1/2 y la activacion de
STATS5, lo que estimula la proliferacion celular (401,402). Curiosamente, los pacientes con
mutacion de IL7R tienen significativamente mds mutaciones o translocaciones de CRLF2, una
cooperacion necesaria para mantener hiperactivada la via JAK/STAT (403). La frecuencia de estas
mutaciones es baja en LAL-B (0.7%-2%), aunque es mas recurrente en LAL-T (10%) (170,404). La
sobreexpresion de IL7R o las mutaciones activadoras podrian comportar mal prondstico (188). Los
pacientes con mutaciones de IL7R y/o CRLF2 podrian ser sensibles al tratamiento con inhibidores

de la via JAK/STAT o inhibidores de bromodominio BET (405-407).

JAK 1/2/3, JAnus Kinase 1,2,3

La implicacidn de la familia de las Janus Kinases (JAK) en la patogenia de la LAL se describié hace
casi 20 afios con la identificacién de la translocaciéon ETV6-JAK2 (408,409). Sin embargo, no fue
hasta 10 afilos mas tarde que se describid en series de pacientes (410) y se evidencid la asociacién
de mutaciones de JAK (sobretodo JAK2) con LAL con Sindrome de Down (411), translocaciones de
CRLF2 (166,167), deleciones de IKZF1 y CDKN2A/B, LAL de alto riesgo y mal prondstico
(224,239,412-414). Las mutaciones de JAK2 estdn presentes en un 6% de las LAL pediatricas en
recaida (394). Las mutaciones de JAK3 se observan en un 6%-12 % de las LAL-T (394,415). Los
reordenamientos y mutaciones de JAK2, fuera del coddn tipico de las neoplasias
mieloproliferativas crdnicas, son frecuentes en la LAL Ph like, por lo que la inhibicion de JAK se
estd evaluando en modelos animales derivados de muestras de pacientes de esta LAL
(192,406,416,417). La administracion de inhibidores de HSP90 parece ser efectiva para los casos

que presentan resistencia a los inhibidores de JAK (193,418).
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6.3.4.6. Genes de la via RAS/RTK
FLT3, Fms-Like Tyrosine kinase 3

FLT3 codifica para un receptor de membrana con actividad tirosincinasa implicado en la activacién
de vias de proliferacion celular, como PI3K, RAS/MAPK, ERK1/2 y STATS. La expresion de este
receptor es clave para el desarrollo de las HSC, los progenitores de célula B, los progenitores de
célula dendritica y las células NK (419-421). La sobrexpresion de FLT3 y/o la presencia de
mutaciones son un rasgo caracteristico de las LAL con reordenamiento de MLL (422). Sin
embargo, esta sobreexpresion también se da en otros subtipos de LAL como las LAL early T, LAL
Ph like, LAL Ph+, LAL con t(12;21) y LAL en recaida y podria tener un impacto prondstico adverso
(99,423-427). El receptor FLT3 y su ligando podrian jugar un papel importante en la resistencia a
la quimioterapia (428). La demostracién de la importancia que este gen puede tener en el subtipo
de LAL con reordenamiento de MLL empezd hace unos 15 afios, por lo que se esta investigando el
papel de la inhibicién de este receptor de membrana desde entonces (98,429-432). En la
actualidad se estdn evaluando los inhibidores de FLT3 midostaurina, quizartinib y lestauritinib en

LAL refractaria o en recaida (433).

N/KRAS, Neuroblastoma/Kirsten RAt Sarcoma 2 viral oncogene homolog

Las proteinas RAS pertenecen a la familia de proteinas con actividad GTPasa involucradas en la
sefializacion intracelular en respuesta a estimulos externos. Esta cascada de sefalizacion estimula
la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis. Sin embargo, las mutaciones RAS activan
constitutivamente las proteinas RAS con independencia de las sefiales extracelulares y comportan
una proliferacién celular aberrante (434). La implicacién de los genes RAS en la génesis de la LALy
de otras neoplasias hematoldgicas es un hecho bien establecido. Ya en los afios 1980 se
detectaron mutaciones de KRAS en series de pacientes de LAL (435—437). Las mutaciones de KRAS
y NRAS se detectan en un 10%-27% de las LAL pediatricas y parecen ser mas frecuentes en casos
de LAL con alta hiperdiploidia, LAL con Sindrome de Down, LAL con reordenamiento MLL y LAL
early T (124,438-445). Las mutaciones de N/KRAS también estidn presentes en las LAL Ph like,
aunque en proporcidn mas baja (232). La mutacién de NRAS y KRAS es frecuente en las LAL
pediatricas en recaida (20%) (394). La mutacién KRAS G12D como evento Unico podria ser capaz
de generar una leucemia, aunque otros autores sugieren lo contrario (446—450). La mutacion

KRAS G12V se asocia a infiltracién del SNC, asi como a hiperleucocitosis en modelos de LAL MLL-
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AF4 en ratones (451). Las mutaciones de K/NRAS son un marcador de mal prondstico en LAL
infantil con reordenamiento de MLL-AF4 y en LAL-T (426,452,453) y en LAL sin reordenamientos
recurrentes recogidos en la clasificacion de la OMS (239). Las mutaciones de KRAS y CREBBP se
observan recurrentemente en LAL con alta hiperdiploidia en el momento de la recaida, lo que
sugiere que la mutaciéon de ambos genes es importante para la progresiéon de la leucemia (454—
456). Los pacientes con mutacion de KRAS G12D presentan resistencia a metotrexato pero
sensibilidad a vincristina (394). La frecuencia de mutaciones de KRAS es mayor en recaida
comparada con el diagndstico (442,457,458). En la LAL en recaida, las mutaciones de KRAS se
encuentran en pacientes con recidiva temprana, afectacién del SNC, resistencia al tratamiento y
prondstico adverso (mal prondstico solo en aquellos pacientes con mutacién de KRAS). En la
mayoria de casos, las mutaciones de K/NRAS estan presentes en varios subclones minoritarios en
el momento del diagnéstico, mientras que aparecen en el clon predominante de la recaida
(65,427,454,459). Sin embargo, también se han observado cambios de mutacidn e incluso la
desaparicién de mutaciones de N/KRAS, presentes al diagndstico, en la recaida (394). Los
inhibidores de MEK, MAPK, PI3K/mTOR, asi como TKI muestran actividad antileucémica en

pacientes con mutaciones de la via RAS (239,427,445,460,461).

PTPN11, Protein Tyrosine Phosphatase, Non-receptor type 11

El gen PTPN11 codifica para la proteina tirosin fosfatasa SHP2, la cual activa la via de las MAP
cinasas cuando éstas se activan por la uniéon de factores de crecimiento y citocinas a sus
receptores de membrana (462,463). Este gen se expresa tanto a nivel embrionario, regulando
multiples procesos durante el desarrollo del embridn, como en individuos adultos donde
promueve la hematopoyesis de ambos linajes mieloide y linfoide (464,465). Las mutaciones de
este gen se encuentran en individuos con el Sindrome de Noonan, el cual esta relacionado con
una mayor probabilidad de desarrollar leucemias, entre ellas, la LAL. Las mutaciones de este gen
son activadoras, se encuentran en un 4%-9% de las LAL-B tanto de adultos como de nifios y son
mas frecuentes en LAL con alta hiperdiploidia y LAL de fenotipo B comun (426,438). Estas
mutaciones también se observan en muestras de LAL-B en recidiva (65,457). Las mutaciones de
PTPN11 podrian tener un impacto prondstico favorable, aunque otros estudios no han

encontrado relacion con la evolucién de la enfermedad (414,427,439,466).
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6.3.4.7. Genes con funcidn epigenética

CREBBP, cAMP-Response Element Binding protein (CREB)- binding protein

Este gen codifica para una proteina coactivadora de la transcripcidon con varias funciones en la
regulaciéon de la hematopoyesis. Esta proteina scaffold interactia con varios factores de
transcripcién y también regula la transcripcion mediante la acetilacion de histonas (Figura 33)
(467,468). Las deleciones y mutaciones (de pérdida de funcidon o que truncan prematuramente la
proteina) de CREBBP se han detectado en un 10%-20% de las LAL-B pediatricas en recaida y
parecen ser frecuentes en los casos con t(12;21) (115,394). Estas alteraciones podrian tener
influencia en la respuesta al tratamiento y en especial a los glucocorticoides. Las mutaciones de
CREBBP disminuyen la expresidn de los targets del gen del receptor de glucocorticoides y parecen
conferir resistencia a dexametasona (115). Sin embargo, otros estudios no han observado
diferencias en la inducciéon a apoptosis mediada por glucocorticoides (456). En estudios con
muestras pareadas de diagndstico y recaida se ha constatado que estas alteraciones aparecen de
novo en recaida en la gran mayoria de casos (115,458,466,469). El prondstico de las alteraciones
de CREBBP parece desfavorable, aunque no todos los estudios presentan los mismos resultados

(115,466).
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Figura 33. Asociacion de CREBBP con proteinas activadoras de la transcripcion (parte superior) y factores de transcripcion e histona

acetiltransferasas (parte inferior) (468).
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SETD2, SET Domain containing 2

SETD2 codifica para una trimetilasa de la histona H3K36 frecuentemente mutada en tumores
infantiles (470). Las mutaciones de SETD2 se observan en un 12% de las LAL-B de novo y con mas
frecuencia en los subtipos MLL reordenado y ETV6-RUNX1 (471). Las mutaciones comportan la
pérdida de funcién del gen en la mayor parte de los casos, lo que sugiere que este es un gen
supresor de tumores. La desregulacién de SETD2 parece que estimula la proliferacion de las HSC
(472) (Figura 34). El subtipo early-T también presenta mutaciones y deleciones de SETD2 (441).
Sin embargo, la frecuencia de mutaciones de este gen parece ser mayor en LAL en recaida, por lo
que podria jugar un papel relevante en la progresidon de la leucemia. Las mutaciones de SETD2

suelen ser concomitantes a mutaciones de CREBBP en estos pacientes (458,471).
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Figura 34. Consecuencias de la inactivacién de SETD2 y su contribucién en la leucemogénesis (473).

MLL2, Mixed-Lineage Leukemia 2

MLL2 (KMT2D) pertenece a la familia de proteinas lisina metiltransferasas MLL. Este gen codifica
para una trimetiltransferasa de la histona H3K4 que regula la transcripcién de numerosos genes,
muchos de ellos implicados en el desarrollo embrionario, como genes de la familia HOX, entre
otros (474). Curiosamente, la inactivacién de MLL2 parece reducir la potencial tumoral de la linea
celular de LMC K562, asi como de lineas celulares de cancer de colon y meduloblastoma

(475,476). Las mutaciones de MLL2 se han descrito en tumores sélidos y también son muy
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frecuentes en linfoma folicular y LDCGB (470,477). El subtipo LAL early-T presenta una incidencia
de mutaciones de MLL2 de aproximadamente el 10% (424). La incidencia de mutaciones en LAL-B
pediatrica en recaida es del 5%, siendo el 90% de ellas mutaciones inactivadoras y comportando la
infraexpresion del gen (394,478). Las mutaciones de este gen estan presentes en un 7%-20% de

las LAL-B pediatricas en recaida (455,471).

KDMG6A, lysine DeMethylase 6A

KDMG6A (UTX) codifica para una demetilasa de la histona H3K27 que actla junto con MLL2 en el
complejo MLL2 H3K4 metiltransferasa. Su implicacion en el desarrollo embrionario es importante,
ya que mutaciones germinales de este gen causan el Sindrome de Kabuki (479). KDM6A presenta
mutaciones inactivadoras en tumores pediatricos y presentes en un ~4% de las LAL-B al
diagndstico (480). Sin embargo, la incidencia de mutaciones de este gen aumenta en recaida
(458,471). También se encuentran mutaciones de este gen en las LAL-T (423,479,481,482). Se
considera que éste es un gen supresor de tumores, aunque se ha descrito un papel oncogénico en

el subtipo TAL1 de LAL- T (483).

6.3.4.8. Genes de metabolismo/resistencia a farmacos

NR3C1, Nuclear Receptor subfamily 3 group C member 1

Varios estudios han revelado que este gen juega un papel clave en la respuesta a glucocorticoides
(360). Este gen presenta mutaciones o deleciones en las LAL en recaida (3%), y su papel parece ser
relevante especialmente en las LAL hiperdiploides (394,458,484). También se han referido
deleciones de este gen en pacientes adultos en el diagndstico (270). Las deleciones de NR3C1 se
asocian a ERM+ y mayor riesgo de segunda recaida en pacientes pediatricos de LAL-B ETV6-

RUNX1 en primera recidiva (7,343,360)

NT5C2, 5'-NucleoTidase, Cytosolic Il

Codifica la enzima NT5C2, que cataliza la defosforilacion (inactivacién) de monofosfatos de 6-
hidroxipurina entre los que destacan los monofosfatos 6-tioinositol y 6-tiogiuanosin, moléculas

clave en la respuesta a 6-mercaptopurina y 6-tioguanina (485). Las mutaciones de NT5C2 se
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adquieren de novo con frecuencia en la recaida de la LAL-T (20%), aunque también se han
detectado en LAL-B en recaida (3%-10%) (394). En pacientes tratados con esquemas Berlin-
Frankfurt-Munster (BFM) o del Children’s Oncology Group (COG) los pacientes con mutacion de
NT5C2 presentan mayor probabilidad de recaida temprana. En algunos casos, el clon portador de
la mutacion y responsable de la recaida estaba presente en el momento del diagndstico en forma
de subclon muy minoritario (0.01%). Estudios con cultivos celulares han observado que estas

mutaciones confieren refractariedad a 6-mercaptopurina y 6-tioguanina (486—488).

PRPS1, PhosphoRibosyl Pyrophosphate Synthetase 1

El gen PRPS1 codifica para un enzima clave para el metabolismo de las tiopurinas (489). La
incidencia de mutaciones en este gen es del ~6% de las LAL pediatricas en recaida y su presencia
estd relacionada con resistencia a entrar en apoptosis inducida por 6-mercaptopurina y 6-

tioguanina (488).

6.3.4.9. Genes de reparacion del ADN

MSH6, MutS Homolog 6

MSH®6 pertenece a la familia MutS de genes de reparaciéon del ADN (Mismatch Repair genes, MMR
genes) (490). El reconocimiento inicial de una base no complementaria lo realizan heterodimeros
de MSH2-MSH6 (MutSa) o MSH2-MSH3 (MutSPB) (Figura 35). MutSa suele unirse preferentemente
a bases no complementarias, asi como inserciones o deleciones de 1-2 nucledtidos, mientras que
MutSP suele unirse a loops en el ADN. La ausencia de MSH2 o MSH6 comporta la acumulacion de
mutaciones y aparicion de neoplasias hematoldgicas en modelos murinos (491,492). Algunos
pacientes con LAL tienen baja expresion de genes de MMR, entre los cuales, MSH6 (493,494). Este
gen estd delecionado o tiene mutaciones inactivadoras en lineas celulares y en pacientes con LAL-
T con prondstico desfavorable (495,496). Ademas, las deleciones y mutaciones de este gen

aparecen en un 10% de pacientes pedidtricos de LAL-B en recaida (295,471).
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Figura 35. Mecanismo de reparacion del DNA por parte de MSH6 (497).

6.4. Cuadro clinico de la LAL

Las manifestaciones clinicas de los enfermos con LAL son el reflejo de la insuficiencia medular
causada por la proliferacién aberrante de los blastos leucémicos y de la invasién de otros érganos
y tejidos por parte de éstos. Aunque cualquier érgano puede estar infiltrado por blastos
leucémicos, los drganos con capacidad hematopoyética son los que se ven mas frecuentemente
afectados. En este sentido, en la LAL pediatrica los pacientes presentan infiltracion del higado,
bazo o ganglios linfaticos en un 80%, 70% y 50% de los casos, respectivamente. Alrededor del 10%
de los casos hay ensanchamiento del mediastino pudiendo provocar un sindrome de la vena cava
superior. Aproximadamente un 5% de los casos presenta infiltracion leucémica en el liquido
cefalorraquideo y se manifiesta en forma de parélisis de pares craneales y/o de sindrome de
hipertension intracraneal. Algunos subtipos tienen patrones de infiltracion mas o menos
caracteristicos. La LAL de linea B madura suele cursar con hepatoesplenomegalia de gran tamario,
masa abdominal y afectacién del SNC. Otro ejemplo es la LAL-T, que suele cursar con masa
mediastinica en mas de la mitad de los casos y frecuente infiltracion del SNC. La infiltracion de
otros tejidos como mama, testiculos y piel o mucosas es poco frecuente en el momento del

diagnéstico, aunque puede constituir la localizacidn inicial de las recaidas.

Dada la agresividad del curso de enfermedad, el tiempo transcurrido desde los primeros sintomas

y el diagndstico de esta neoplasia no suele exceder los 3 meses. Las manifestaciones clinicas mas
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frecuentes son astenia, anorexia, pérdida de peso, dolores articulares, fiebre y diatesis
hemorragica cutanea o mucosa. En el momento del diagndstico los pacientes presentar anemia
(sin dismorfia de los hematies), elevada cifra de leucocitos en un 75% de los pacientes (en 15-20%
de los casos de LAL los pacientes presentan leucopenia) y plaquetopenia inferior a 50x10°/L en
mas de la mitad de los casos. Los trastornos bioquimicos mas frecuentes son la hiperuricemia,
hipocalcemia, hiperfosfatemia, hiperpotasemia y aumento de los valores séricos de LDH. Estas
alteraciones suelen estar presentes en casos de LAL con elevado recuento de leucocitos al
diagndstico, visceromegalias o adenopatias y reflejan la intensa actividad metabdlica del proceso
neopldsico, asi como el elevado recambio celular. Un 30% de los pacientes presenta

hipogammaglobulinemia.

6.5. Diagndstico integrado de la LAL

El diagndstico de LAL se sospecha mediante el examen morfoldgico del aspirado de medula ésea.
El estudio inmunofenotipico permite confirmar el origen linfoide de la poblacién blastica, su
fenotipo T o B y, dentro de cada fenotipo, el subtipo inmunoldgico de LAL. Dicho estudio permite
detectar, ademas, asincronias madurativas o expresion aberrante de determinados marcadores,
que servirdn para monitorizar la EMR. El estudio citogenético convencional permite conocer si
existen alteraciones numéricas vy, especialmente, estructurales. El estudio citogenético
convencional puede complementarse con la FISH y, de hecho, algunos reordenamientos solo son
detectables con esta técnica. Por ultimo, el estudio molecular permite, por una parte, constatar la
existencia de reordenamientos especificos (sobre todo genes de fusién) y, por otra, detectar los
reordenamientos especificos de los genes de las Ig o del receptor T, que, aparte de constatar la
clonalidad, son muy utiles para el estudio de la EMR. Ademas del estudio de la médula dsea, es
obligado el examen del LCR, tras citocentrifugacion, para descartar infiltracion del SNC. El estudio

morfoldgico puede complementarse con el estudio inmunofenotipico.

La Tabla 2 resume las maniobras diagnésticas de la LAL segun las recomendaciones del European

Working Group for Adult Acute Lymphoblastic Leukemia (EWALL) (498).
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Proceso diagnoéstico

Resultado/subtipo LAL

Recomendacion

M

Morfologia

|
|
e Médula ésea y sangre periférica o Blastos linfoides/indiferenciados (220% infiltracion Obligatorio
medular)
» Morfologia FAB LAL3 en leucemia de Burkitt Recomendado
I o Liquido cefalorraquideo e Infiltracion del SNC Obligatorio
‘ Citometria de flujo
o MPO (diagndstico diferencial vs LAM) * MPO negativa; marcadores B/T>20% (CD3, CD79a >10%) Obligatorio
e Marcadores de linea B: CD19, CD79a, o LAL-B: Obligatorio
cCD22 (al menos 2); otros: TdT, CD10, Pro-B/B-I (CD19/CD79a/cCD22)
CD20, CD24, clgM, slg (kappa o Comun/B-1I (CD10+/clgM-)
lambda) Pre-B/B-lll (clgM+/slg-)
B madura/B-IV (slg+)
* Marcadores de linea T: cCD3; otros: o LAL-T: Obligatorio
TdT, CD1a, Cd2, CD5, Cd7, CD4, CDS, Pro-T/T-1 (cCD3/CD7+)
TCRa/Boy/6 Pre-T/T-11 (CD2/CD5)
T Cortical/T-Ill (CD1a+)
T madura/T-IV (CD3+/CD1a-)
e Marcadores de HSC/mieloides
(variable): CD34, CD13, CD33, CD117
Citogenética/Biologia Molecular
o LAL con caracteristicas clinico-biolégicas adversas: Obligatorio

o CGH/SNP/GEP/NGS

Estudio de ERM
o Marcadores de ERM: LAIP
(inmunofenotipo/qPCR)
Conservacion de material diagnéstico
o Criopreservacion
celular/DNA/RNA/proteinas
Tipaje HLA
e Paciente/hermanos

Ph+ (rdpida deteccion, terapia con TKI)
t(4;11)

t(1;19)

otros cariotipos de alto riesgo

o LAL con caracteristicas clinico-biolégicas adversas:
LAL Ph-like
LAL Early-T
NOTCH1/FBXW7 no mutado/RAS/PTEN
IKZF1, CRLF2, MLL, TP53, CREBBP, RAS

Clasificacion del riesgo segun el valor de ERM

Otros/futuros estudios

o Posible TPH

Recomendable para

nuevos ensayos

clinicos

Obligatorio

Muy recomendable

Recomendable

LAL, leucemia aguda linfoblastica; SNC, sistema nervioso central; MPO, mieloperoxidasa; LAM, leucemia aguda mieloide; c,
citoplasmatico; IgM, inmunoglobulina M; s, superficie; Ig, inmunoglobulinas; FISH, fluorescence in situ hybridation; RT-PCR, reverse
transcriptase polymerase chain reaction; Ph+, Philadelphia-positive; TKI, tyrosine kinase inhibitor; CGH, comparative genomic

hybridization; SNP, single nucleotide polymorphism; GEP, gene expression profiling; NGS, next generation sequencing; Ph, Philadelphia;

LAL-T, LAL de precursores T; EMR, enfermedad minima residual; LAIP, inmunofenotipo asociado a leucemia/qPCR; PCR, polymerase
chain reaction; HLA, human leucocyte antigen; TPH, trasplante de progenitores hematopoyéticos.

i
|
i
‘ o Cariotipo/FISH/RT-PCR
I

Tabla 2. Principales pruebas para el diagndstico de la LAL propuestas por el grupo EWALL (498).

6.6. Prondstico

La experiencia médica y de laboratorio a lo largo de los afios ha evidenciado que diferentes
factores prondsticos son Utiles para predecir la evolucién de la enfermedad de cada paciente. En
base a estos factores se disefian los protocolos de tratamiento y se estratifica a los pacientes en
los protocolos en funcién del riesgo de su enfermedad. En la LAL pediatrica existen protocolos de

LAL de bajo riesgo, riesgo estandar y alto riesgo. En la LAL del adulto los pacientes se estratifican
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en protocolos de riesgo estandar y alto riesgo. La tendencia en el tratamiento de la leucemia es la
de ofrecer tratamientos cada vez mas especificos para cada paciente. Los factores que se
enumeraran a continuacion son las bases hacia una terapia personalizada que tiene en cuenta las
caracteristicas basales de cada paciente, asi como las caracteristicas genéticas y fenotipicas de la
leucemia que padece. Es probable que, gracias a las nuevas tecnologias de diagndstico e

investigacion, el listado de factores prondsticos de la LAL se amplie a corto plazo.

6.6.1. Factores prondsticos del propio paciente
Edad

Se podria considerar que la edad es el factor prondstico mds determinante en la LAL. Solo cabe
ver las diferencias de supervivencia por grupos de edad: 80-90% en LAL pediatrica, ~70% en
adolescentes y adultos jévenes, ~50% en adultos y <10% en la poblacion mayor de 70 afios (Figura
36) (498). Las diferencias de supervivencia en funcion de la edad han estado presentes desde los
primeros protocolos asistenciales hasta la actualidad. Recientemente han aparecido nuevos
marcadores prondsticos en la LAL basados en hallazgos moleculares o deteccién de enfermedad
residual. Sin embargo, la edad sigue siendo un factor prondstico independiente de otras variables.
La edad esta intimamente relacionada con la tolerancia (o la toxicidad) al tratamiento. Es decir, la
mayor tolerancia a altas dosis de quimioterapia en edades jovenes frente a edades mas avanzadas
es un factor clave que explica en buena parte las diferencias de supervivencia entre diferentes
grupos de edad. Las toxicidades hematoldgicas y no hematoldgicas del tratamiento pueden llevar
a la suspensidn o retraso del mismo, hechos que indudablemente comprometen el prondstico del
paciente (499). En la actualidad todos los protocolos asistenciales tienen en cuenta la edad en su
disefo. De este modo encontramos protocolos adaptados al riesgo en funcién de la edad para las
siguientes poblaciones: lactantes (<1 afio), nifios (1-15 afios), adolescentes y adultos jovenes
(15/18-35/40 afios), adultos (35/40-55/60 afios), adultos de edad avanzada (>55/60 afios) y

adultos fragiles (>70/75 afios).
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Figura 36. Supervivencia global en funcién de la edad en pacientes con LAL (500).

Estado general del paciente

El estado general del paciente se mide segun los criterios definidos en el indice ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group). El grado de afeccién del estado general del paciente en el
momento del diagndstico, asi como durante el tratamiento, es otro factor prondstico importante.
Al diagnéstico, los pacientes con afeccidén de otros organos y sistemas, como cardiaca, hepatica y
renal, entre otras, pueden ver condicionado su tratamiento bien sea por imposibilidad de recibir
un farmaco o por la administracion del fdrmaco a dosis mas bajas. Las toxicidades durante el
tratamiento también pueden comprometer la calidad de vida del paciente y comprometer su

adherencia al mismo (501).

6.6.2. Factores prondstico de la enfermedad
Numero de leucocitos al diagndstico

El nimero de leucocitos en el momento del diagndstico es un indicador de la carga tumoral y de la
capacidad proliferativa de la leucemia. En este sentido, numerosos estudios han demostrado que
los pacientes adultos con LAL-B con una cifra de leucocitos superior a 30x10°/L o los pacientes de
LAL-T con mas de 100x10° leucocitos/L tienen un prondstico significativamente peor que los
pacientes con cifras inferiores (61,502). En consecuencia, los pacientes con cifras superiores a las

mencionadas se consideran de alto riesgo.
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Inmunofenotipo

Como se ha comentado anteriormente, el grado de inmadurez de los blastos leucémicos podria
relacionarse con un prondstico adverso. La ultima guia de expertos de la Sociedad Europea de
Oncologia Médica (ESMO) recomienda la determinaciéon inmunofenotipica de la LAL para detectar

inmunofenotipos de alto riesgo como el pro-B o el early T (498).

Cariotipo

Los pacientes con cariotipo ETV6-RUNX1 o alta hiperdiploidia se consideran de buen pronéstico y
por tanto se tratan con protocolos de riesgo estdndar, mientras que los pacientes con LAL Ph+ o
con reordenamiento de MLL se consideran de alto riesgo. Los pacientes con LAL con iAMP21,
cariotipo complejo, -7, del(17p), del(6q) o hipodiploidia baja/casi triploidia, entre otras, también

se consideran de riesgo elevado (498).

Infiltracion del sistema nervioso central

La presencia de blastos leucémicos en el liquido cefalorraquideo se da en un 5% de las LAL y se
habia considerado clasicamente como un factor de mal prondstico en todas las edades. Sin
embargo, con las modernas pautas de tratamiento ha perdido su significado adverso. Ello se debe
a la inclusién, junto al tratamiento intratecal, de quimioterapia con farmacos a altas dosis, como

el metotrexato, capaces de atravesar la barrera hematoencefalica (503-505).

6.6.3. Factores prondsticos de respuesta al tratamiento

En la actualidad, los factores prondsticos comentados anteriormente determinan la inclusidn de
pacientes en protocolos de bajo, intermedio o alto riesgo de manera provisional. Sin embargo, la
respuesta al tratamiento puede comportar variaciones en el protocolo o la inclusién en un
protocolo asistencial diferente. La evaluacion de la respuesta al tratamiento es altamente
informativa incluso en etapas iniciales de éste. La morfologia de médula dsea tras la prefase con
prednisona o entre los dias 8 y 15 de inicio del tratamiento de induccion ofrece informacién
valiosa para predecir la respuesta al tratamiento posterior. Asimismo, la rapidez con que se

obtiene la remisidn completa constituye un factor pronéstico de primer orden (506).
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Las técnicas de monitorizacion de la enfermedad residual minima (ERM) han supuesto una
revolucion en el tratamiento de la LAL y de las demds neoplasias hematoldgicas (507). Los valores
de ERM durante el tratamiento son un reflejo de la cantidad de tumor residual presente en el
paciente y permiten predecir la posibilidad de recaida. El valor prondstico de los valores de ERM
durante el tratamiento es tan importante, que constituye el Unico factor prondstico en algunos
estudios (508,509). En la actualidad todos los protocolos terapéuticos en LAL tienen en cuenta los
valores de ERM en determinados momentos del tratamiento para la toma de decisiones (5,498).
El valor de 10™ (0.01%) o inferior es el utilizado a nivel internacional para definir la remisién
molecular (498) (Tabla 3). De este modo, los pacientes con un valor de ERM>0.01% tienen una

ERM positiva (ERM+), mientras que los pacientes con ERM<0.01% tienen ERM negativa (ERM-).

Termmologla Definicion I

Respuesta Completa Hematoldgica o Células leucémicas no detectables en MO, SP, LCR (<5% blastos) por microscopia

Respuesta Completa Paciente en Respuesta Completa Hematoldgica
Molecular/ERM- » ERM no detectable por qPCR (sensibilidad >10™)

Respuesta Molecular/ERM+-, Paciente en Respuesta Completa Hematoldgica, no en RCMol
menos que CRMol » ERM no cuantificable (<10™/0.01%) por gPCR
Detectable mediante citometria de flujo 8-12 colores

Fallo Molecular/ERM+ Paciente en Respuesta Completa Hematoldgica, no en Respuesta Completa
Molecular/Respuesta Molecular
ERM cuantificable mediante gPCR (210/0.01%)

Detectable por citometria de flujo convencional

Recaida Molecular

Paciente todavia en Respuesta Completa Hematoldgica, habiendo alcanzado previamente
Respuesta Completa Molecular/Respuesta Molecular

Pérdida de Respuesta Completa Molecular/Respuesta Molecular (>107/0.01%)
Detectable por citometria de flujo convencional

Recaida

Pérdida de Respuesta Completa Hematoldgica
Recaida Hematoldgica (>5% blastos en MO)
Recaida extramedular (SNC, otro tejido)

ERM, enfermedad residual minima; MO, médula ésea; SP, sangre periférica; LCR, liquido cefaloraquideo; qPCR, PCR cuantitativa; SNC,
sistema nervioso central.

Tabla 3. Definiciones de respuesta al tratamiento en funcién del valor de la ERM. Recomendaciones de las guias ESMO (498).

Varios estudios han demostrado que los pacientes con ERM positiva tienen significativamente
mas probabilidades de recaida que los pacientes con ERM negativa (508-510). Sin embargo,
alrededor del 30% de los pacientes, sobre todo adultos, con ERM negativa al final de la fase de
consolidacion experimentan una recaida de la leucemia (511). Ello podria deberse a que el dintel

de 10 no es lo suficientemente fiable para predecir la progresidon de la LAL, o bien que los
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métodos estandar de monitorizacién de ERM tienen limitaciones para medir la seleccion clonal

que induce el tratamiento.

La monitorizacién de la ERM por citometria de flujo se basa en el andlisis del nimero de células
con un fenotipo aberrante (asincrénico o de expresién de marcadores de linaje mieloide) en las
muestras de seguimiento. La sensibilidad de esta técnica depende del nimero de eventos que se
cuentan en cada determinacion, pudiendo llegar a una sensibilidad de 10°-10"° con los modernos
protocolos (54). Las técnicas basadas en PCR cuantitativa miden la cantidad de reordenamientos
de los genes de las inmunoglobulinas (IGH, IGK, IGL) en muestras de pacientes de LAL-B o de los
genes del receptor de célula T (TCRG, TCRD, TCRB, TCRA) para los pacientes con LAL-T (512). La
cuantificacidn por PCR también se aplica en la monitorizacidn de genes de fusion tales como BCR-
ABL1 en las LAL Ph+ o MLL-AF4 en las LAL pro-B. La sensibilidad de esta técnica es de 10~. La
deteccién cualitativa de estos genes de fusién puede llegar hasta 10° mediante nested PCR.
Actualmente se estd investigando la utilidad de la secuenciacion de nueva generacidn o next
generation sequencing en la determinacion de la ERM en diferentes neoplasias hematoldgicas,

entre ellas la LAL (513-515).

6.7. Tratamiento
Protocolos de tratamiento

En la actualidad existen 2 grandes lineas de quimioterapia empleadas por la comunidad
internacional en el tratamiento de la LAL del adulto. Las pautas derivadas del grupo pediatrico
BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster) son las mas empleadas en Europa, mientras que en algunos
centros de Estados Unidos y otras partes del mundo se usa mds la pauta hyper-CVAD
(hyperfractionated cyclophosphamide, vincristine, doxorubicin, dexamethasone). Las pautas tipo
BFM contiene 2 bloques de induccidn y varios ciclos de consolidacién y en algunos casos se
administra un ciclo de induccion adicional o reinduccidn al final de la consolidacion. El esquema
hyper-CVAD alterna ciclos con ciclofosfamida, vincristina, doxorubicina y dexametasona con otros
con metotrexato y citarabina a altas dosis, hasta completar 8 ciclos, seguidos de mantenimiento
con la pauta POMP (6-mercaptopurine (Purinethol), vincristine (Oncovin), methotrexate,

prednisone).

En Espafia, los pacientes con LAL infantil se tratan seguin los protocolos conjuntos de los grupos

cooperativos SEHOP (Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica) y PETHEMA
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(Programa Espanol de Tratamientos en Hematologia), basados en el esquema BFM, mientras que
en los adultos se emplean protocolos adaptados al riesgo del grupo PETHEMA (Figura 37). Los
protocolos se disenan teniendo en cuenta el subtipo de LAL y el riesgo de recidiva de cada
leucemia, por lo que presentan variaciones en los farmacos y las dosis. A grandes rasgos, el
tratamiento de la LAL se basa en varios blogues de quimioterapia (induccidn y consolidacion) que
finalizan con la realizacién o no de un TPH (preferentemente alogénico) en funcion del riesgo de

recaida de la leucemia.

Standard High
risk risk

Burkitt

Ph+ ALL ALL

ALL-SR08 ALL-HR-11 -‘ BURKIMAB-12

B Ry

Young (<55yr) Elderly (>55yr)
Ph+ALLO8 LAL OLDPh+

Figura 37. Principales protocolos de tratamiento de la LAL de novo del grupo PETHEMA.

6.7.1. Pre-fase

Los grupos cooperativos recomiendan realizar una pre-fase antes de iniciar el tratamiento de
guimioterapia convencional, sobretodo en pacientes con hiperleucocitosis al diagnéstico. La pre-
fase se basa en el uso de glucocorticoides como prednisona a dosis de 20-60 mg o dexametasona
a dosis de 6-16 mg al dia por via oral o intravenosa. En algunos protocolos se administra la
primera dosis de terapia intratecal. El objetivo de la pre-fase es doble: por un lado, reducir la
masa tumoral de manera segura y evitar asi el sindrome de lisis tumoral y, por otro, dar tiempo a
la caracterizacidon genética y molecular de la LAL para administrar un tratamiento mas especifico.
El grado de respuesta a la pre-fase es un reflejo de la quimiosensibilidad de la leucemia y

constituye un factor predictivo de la respuesta al tratamiento posterior (506,516).
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6.7.2. Induccidn a la remision:

El tratamiento de induccidn consiste en administrar quimioterapia para alcanzar una respuesta
completa en un plazo de 4 o 5 semanas. Alcanzar la respuesta o remision completa implica
eliminar los signos clinicos y sintomas de la enfermedad, normalizar los valores del hemograma y
presentar menos de 5% de blastos leucémicos en médula ésea. Los pacientes con una ERM- al
final de la induccién gozan de mayores probabilidades de supervivencia que los pacientes con

ERM+ (498,507).

Las pautas de induccidén estan constituidas por un glucocorticoide (prednisona, prednisolona o
dexametasona), vincristina, asparaginasa y un antraciclinico (habitualmente daunorrubicina).
Algunos protocolos dirigidos a LAL de alto riesgo afiaden ciclofosfamida, metotrexato, arabindsido
de citosina (Ara-C) o etopdsido. Para la profilaxis del SNC se administran 1 o 2 dosis intratecales
de metotrexato solo o asociado a Ara-C e hidrocortisona. Los protocolos de induccidn actuales
muestran unas tasas de remisiéon completa del 95%-100% en nifios y del 80%-90% en adultos. La
mortalidad en induccidn es relativamente baja (1% en nifios y 6%-10% en adultos) y se debe

principalmente a infecciones.

6.7.3. Consolidacion o Intensificacion

La consolidaciéon se inicia inmediatamente después de alcanzar la remisidn completa y tiene la
finalidad de eliminar la enfermedad residual. La intensidad y la duracion del tratamiento estan
ajustadas en funcion del riesgo de recidiva de cada LAL en los diferentes protocolos asistenciales.
En los pacientes de riesgo bajo e intermedio se administran 3 o 4 ciclos de antimetabolitos como
metotrexato a dosis altas (2-5 g/m?) y en ocasiones se intercala con dosis intermedias (1g/m?) de
AraC. La administracidn de altas dosis de metotrexato o de asparaginasa y antraciclinas de forma
intensiva ha hecho mejorar significativamente el prondstico de las LAL-T (histéricamente peor que
el de la LAL-B) hasta alcanzar el mismo prondstico que el de las LAL-B. A continuacidn, se puede
administrar un tratamiento similar al de la induccién llamado reinduccién o consolidacidn tardia.
En los pacientes de alto riesgo se administran entre 3 y 6 ciclos de metotrexato y Ara-C altas dosis
junto a citostaticos usados en la induccidn. La duracién de la terapia de consolidacion dura entre 3

y 4 meses.

En este punto del tratamiento el valor de la ERM adquiere una importancia capital, ya que en los

protocolos modernos determina aquellos pacientes candidatos a recibir un TPH tras acabar Ia
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consolidacidn. Pese a que existe un intenso debate acerca de qué pacientes deben recibir un TPH
tras el tratamiento de consolidacién, varios estudios han demostrado el beneficio de las
decisiones terapéuticas tomadas a partir de los valores de ERM. Los pacientes con LAL de riesgo
estandar que tienen una EMR+ al final de la consolidacién tienen un alto riesgo de recaida a no
ser que reciban un TPH (517). Por el contrario, los pacientes de riesgo intermedio con ERM- que
no reciben un TPH tienen unas tasas de recaida realmente bajas (518). En pacientes de LAL de alto
riesgo, la decisidn de no trasplantar a los pacientes con ERM- es mas arriesgada. Sin embargo, los
resultados de protocolos recientes sugieren que los pacientes de alto riesgo con ERM- tras la
consolidacidn se podrian beneficiar de quimioterapia de mantenimiento en vez de recibir un TPH
(evitando asi la mortalidad debida al trasplante) (5,519). Para los pacientes alto riesgo con ERM+

tras la consolidacidn, el TPH es la Unica terapia potencialmente curativa (14).

6.7.4. Mantenimiento

En el tratamiento de mantenimiento se administran dosis diarias de mercaptopurina junto con
dosis semanales de metotrexato durante un periodo de 18 a 24 meses dependiendo de la
duracion de las terapias de induccion y consolidacion. En algunos protocolos se utilizan
tratamientos cortos de refuerzo de farmacos utilizados en la induccién como prednisona y

vincristina y, en ocasiones, asparaginasa.

6.7.5. Profilaxis de la leucemia en el sistema nervioso central (SNC)

La irradiacién corporal total se ha sustituido gradualmente por la administracidn intratecal de
guimioterapia y altas dosis de metotrexato por via intravenosa. La quimioterapia intratecal se
inicia en la fase de induccion y también se administra durante la consolidacidn y mantenimiento.
En los pacientes de bajo riesgo se administran 10-12 dosis de triple terapia intratecal
(metotrexato, Ara-C e hidrocortisona) durante los primeros 6 meses. Los pacientes de riesgo
intermedio y alto reciben un minimo de 14 dosis junto con altas dosis de metotrexato por via

intravenosa.
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6.7.6. Duracion del tratamiento y resultados

El tratamiento de la LAL dura aproximadamente entre 2 y 3 afios, a excepcion de la LAL de Burkitt
en las que el tratamiento dura aproximadamente medio afo. Los protocolos de tratamiento
actuales muestran una probabilidad de supervivencia libre de enfermedad del 85%-95% en nifios
con LAL de bajo riesgo, 75%-85% en riesgo intermedio y 60%-65% en alto riesgo. Los pacientes
adultos de riesgo intermedio tienen una probabilidad de supervivencia del 60%-70% mientras que

la de los de alto riesgo es aproximadamente del 40%.

6.7.7. Tratamiento de la LAL en recaida

La LAL en recaida sigue siendo un desafio terapéutico. Un 15%-30% de los nifios vy
aproximadamente la mitad de los adultos presentan una recaida de la enfermedad. La cinética de
la recaida esta relacionada con el prondstico. Las recaidas que ocurren antes de los 6 primeros
meses después de acabar el tratamiento (recaidas tempranas) o durante el tratamiento activo
tienen peor prondstico que las que suceden pasados los 6 meses de la suspensién del tratamiento
(11). En recaidas tempranas se pueden alcanzar tasas de remisién completa en el 60%-70% de los
nifios y en un 30%-40% de los adultos tanto si se usan pautas similares a las recibidas en induccién
como pautas disefiadas para tratar las recaidas. Tras la remisidn o después de una consolidacion
de corta duraciéon se debe realizar un TPH alogénico. Si la recidiva es aislada en el SNC se
administra el tratamiento mencionado junto con repetidas dosis de terapia intratecal. Si las
recaidas medulares ocurren pasados los primeros 6 meses desde el cese del tratamiento, se
pueden alcanzar remisiones completas en un 80%-90% de los niflos y en un 50%-60% de los
adultos. En estos ultimos debe efectuarse un TPH alogénico, mientras que ello es mas discutible
en los nifios. Con esta aproximacion se consiguen supervivencias del 40%-50% en nifios. En LAL
del adulto en recaida, tanto precoz como tardia, el TPH es la Unica opcién para consolidar el
tratamiento de rescate, aunque sélo se alcanzan remisiones prolongadas en un 20% de los casos

(13,14).

No existe un esquema de quimioterapia de rescate aceptado internacionalmente, aunque FLAG-
IDA (fludarabina, Ara-C a altas dosis, G-CSF e idarubicina) seguido de un TPH es la aproximacién
mas utilizada en Europa para la LAL del adulto en recaida (520). Otros esquemas basados en altas

dosis de clofarabina y que incluyen citarabina, ciclofosfamida o etopédsido se utilizan en base a la
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experiencia pediatrica (521). El uso de vincristina liposomal ofrece tasas de remisidon completa del

20% (522), mientras que nelarabina muestra tasas de remisidn completa del 36% en LAL-T (523).

Dado que los esquemas de quimioterapia de rescate se basan en repetir pautas de quimioterapia
similares a las usadas en el diagndstico, es razonable pensar que se necesitan tratamientos con un
mecanismo de accidn diferente para alcanzar la remision completa de nuevo. Por tanto,
probablemente la mejor opcidn para alcanzar la respuesta completa (para llegar al TPH) de los
pacientes en recaida es su inclusién en ensayos clinicos con farmacos con nuevos mecanismos de
accion o con terapia celular. En este sentido cabe citar los resultados mas favorables que se han
logrado con inmunoterapia, ya sea con anticuerpos monoclonales o con linfocitos T

genéticamente modificados (células T CAR) (ver mas adelante).

6.7.8. Trasplante de progenitores hematopoyéticos

La mejora de los resultados de los esquemas de quimioterapia junto a la reduccién de los riesgos
intrinsecos del TPH y al aumento de la disponibilidad de fuentes de TPH contribuye a que no
exista unanimidad en el uso del TPH en la LAL. Algunos grupos tienen mas tendencia a trasplantar
a todos los pacientes, mientras que otros opinan que el TPH debe restringirse a casos de LAL alto
riesgo. Existe unanimidad en que el TPH esta indicado en los pacientes que no obtienen la
remisién completa y en los pacientes en recaida. La indicacién de TPH también se da en pacientes
que presentan alteraciones citogenéticas de alto riesgo como la LAL Ph+ o la LAL con
reordenamiento MLL-AF4 una vez alcanzan la primera remisién completa (13,524). En la practica
clinica actual, la decisién de trasplantar o no a un paciente depende cada vez mas del valor de la
EMR al final de la consolidacidn. La tendencia actual es la de trasplantar cada vez menos (sobre
todo en LAL infantil) y administrar terapia de mantenimiento a aquellos pacientes que alcanzan la
remisién molecular (ERM-), y realizar el TPH en casos con citogenética de alto riesgo

(independientemente del valor de ERM), LAL con ERM+ o en pacientes que sufren una recaida.

La fuente de progenitores hematopoyéticos preferible es la de una donante familiar
histocompatible, aunque estudios recientes han demostrado resultados muy similares cuando el
donante no es familiar (525-527). Los trasplantes de donante familiar haploidéntico estdn
ofreciendo resultados prometedores, por lo que su practica estd aumentando de forma notoria
(528,529). En la pauta de acondicionamiento, la irradiacion corporal total puede ofrecer

resultados mas favorables en cuanto la supervivencia libre de evento. El acondicionamiento
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mieloablativo es el preferido, aunque en pacientes no candidatos a éste se puede efectuar un
acondicionamiento de intensidad reducida. La realizacion de trasplantes autdlogos en LAL ha
caido en desuso debido a la elevada tasa de recaidas post-trasplante (aprox. 60%) (530-533). Sin

embargo, algunos estudios sugieren que podria tener un papel en la LAL Ph+ (524,534,535).

6.7.9. Subtipos de LAL con aproximaciones terapéuticas especificas

LAL Ph+

Hasta la aparicion de los TKI, la LAL Ph+ tenia un prondstico muy desfavorable en todas las edades
(10%-20%). La mejora del prondstico de estos pacientes con la administraciéon de TKI en
combinacién con quimioterapia es incuestionable (79,536,537). Tanto es asi que en la actualidad
existe un interesante debate acerca de si se tienen que reducir las dosis de quimioterapia
convencional en el tratamiento de la LAL Ph+ y basar el tratamiento en TKI principalmente, al
menos en ciertos subgrupos de pacientes (82,524,538). Con los protocolos actuales se alcanzan
tasas de remision completa del 95%-100% y una supervivencia libre de evento en adultos del
40%-60%. Se recomienda trasplantar a los pacientes adultos jévenes al final de la consolidacion y
es una practica bastante comun administrar terapia de mantenimiento con TKI post-trasplante
(539). En adultos de edad de avanzada las perspectivas de curacién son mas limitadas ya que
muchos de estos pacientes no son candidatos a recibir un TPH y presentan una elevada tasa de

recaidas (540).

En la LAL Ph+ las recaidas suelen estar relacionadas con mutaciones en el dominio kinasa de ABL1,
el cual constituye el lugar de unién de los TKI. Estas mutaciones implican cambios de aminoacidos
gue comportan una modificacién espacial de la proteina, la cual impide la union del inhibidor a la
oncoproteina. Se han descrito muchas mutaciones puntuales en este dominio, que implican
diversos grados de resistencia a los diferentes TKI. La mutacidn T315| esta presente en mas del
40% de las LAL Ph+ en recaida (541). Desgraciadamente, es la mutacién mas refractaria a los TKI
aunque se han observado respuestas en un 40% de pacientes tratados con ponatinib (542,543).
Ademas, estudios mds recientes han evidenciado que la eficacia de los TKI se ve muy reducida en
casos de pacientes que tienen mdas de una mutacién en el dominio kinasa (mutaciones
combinadas)(544). El cambio de TKI (asociado a quimioterapia de rescate) o la inclusidon en

ensayos clinicos con el objetivo de alcanzar una nueva remisién completa como puente al TPH
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parece ser la Unica opcién terapéutica para los pacientes con LAL Ph+ en recaida. La

inmunoterapia puede ser una opcidn prometedora en esta situacion.

LAL con reordenamiento MLL-AF4

Este subtipo de LAL es el mayoritario en la LAL del lactante y se asocia a mal prondstico. El
tratamiento mas extendido se basa en quimioterapia con altas dosis de Ara-C seguido de un TPH
alogénico en primera remisién completa. Con esta aproximacién se alcanzan supervivencias libres
de evento del 40%-50%. La edad inferior a 6 meses y una hiperleucocitosis superior a 300*10°/L
son factores de mal prondstico. En los pacientes en recaida se esta ensayando terapia epigenética

o con inhibidores de FLT3, entre otros.

LAL de fenotipo B maduro o tipo Burkitt

La LAL B madura debe tratarse como los linfomas de Burkitt en estadios avanzados. Los
protocolos incluyen la administracion de ciclofosfamida a dosis altas y fraccionadas, altas dosis de
metotrexato, prednisolona, Ara-C, vincristina, etopdsido y adriamicina. La duracién del
tratamiento es de entre 4 y 6 meses y no requiere tratamiento de mantenimiento. La adicidn de
anticuerpos monoclonales contra CD20 como rituximab ha mejorado sensiblemente las
probabilidades de supervivencia de estos pacientes (545,546). En la actualidad se alcanza la

curacién en mas del 80% de los niflos y en un 70% de los adultos.

LAL en adolescentes y adultos jovenes (AYA)

Varios estudios han demostrado que los AYA responden mejor a protocolos pediatricos que a los
propios de LAL del adulto. De hecho, el pronéstico de los AYA en los protocolos mas recientes es
muy similar al de la LAL pediatrica. Una practica cada vez mds extendida es la de tratar a los

pacientes AYA de riesgo intermedio con protocolos pediatricos.

106



6.7.10. Efectos secundarios, secuelas y segundas neoplasias

Los efectos del tratamiento sobre el SNC pueden comportar atrofia cerebral, calcificaciones,
déficit de algunas funciones intelectuales y, en menor frecuencia, encefalopatias graves. Estos
trastornos son el reflejo de la profilaxis del SNC y se observaban mas frecuentemente en
pacientes que han recibido irradiacidon holocraneal en edad temprana en vez de triple terapia
intratecal y terapia sistémica con farmacos que atraviesan la barrera hematoencefalica. También
puede verse afectado el crecimiento, con tendencia a talla mas corta y obesidad. Actualmente la
practica de irradiacién holocraneal estd cada vez mds en desuso. Los pacientes pediatricos con
LAL también presentan un inicio precoz a la pubertad y menarquia en las niiias, osteoporosis y
necrosis o6seas avasculares, asi como cataratas subcapsulares atribuibles al uso de
glucocorticoides. Los antraciclinicos pueden causar cardiomiopatias crdonicas que se relacionan

con la dosis acumulada del farmaco.

El riesgo de segundas neoplasias debidas al tratamiento es bajo y persiste durante unos 10 afios.
Las segundas neoplasias mas frecuentes son tumores del SNC (especialmente gliomas),
carcinomas de tiroides y pardtida (atribuibles a la irradiacién craneal) y LAM (sobre todo en nifios
que han recibido inhibidores de la topoisomerasa Il como etopdsido o tenipdsido). No existen
evidencias de un mayor riesgo de neoplasias ni de defectos congénitos en los hijos de

supervivientes de LAL.

6.7.11. Nuevos tratamientos

Existen muchos nuevos farmacos que se estan investigando activamente en la LAL. Entre ellos se
incluyen los analogos de los nucledsidos, inhibidores de mTOR, inhibidores del proteasoma,
inhibidores de histona deacetilasa, agentes hipometilantes, inhibidores de la tirosina cinasa de
Bruton (BTK), inhibidores de JAK-STAT, inhibidores de mitogen-activated protein kinase (MEK),
antagonistas de CXCR4, inhibidores de poly (ADP-ribose), polymerase (PARP) e inhibidores de
FLT3, entre otros (547). Sin embargo, es la inmunoterapia (ya sea basada en el uso de anticuerpos
o de células T modificadas genéticamente (CART)) la estrategia que ha alcanzado un mayor nivel

de desarrollo.
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6.7.11.1. Inmunoterapia basada en anticuerpos

El desarrollo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos propios de la diferenciacién
linfoide (sobre todo de linea B, Figura 38) ha empezado a proporcionar resultados esperanzadores

en diversos subtipos de LAL. A continuacién, se comentan los anticuerpos que han demostrado

mas actividad terapéutica.
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Figura 38. Expresidn de antigenos en el desarrollo linfoide B (548).

Rituximab

Rituximab es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 con un triple mecanismo de accion tras su

unién al antigeno CD20: activacion del complemento, citotoxicidad mediada por células NK vy

activacién de caspasas (Figura 39).
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Figura 39. Mecanismos de accion del anticuerpo monoclonal anti CD20 rituximab (549).
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La adicion de rituximab a los protocolos de quimioterapia de la LAL de Burkitt ha supuesto un
aumento notable de la supervivencia de estos pacientes, incluso en pacientes de edad avanzada
(545,546). A su vez, aproximadamente un 30%-50% de las LAL de precursores B expresan CD20
(550,551). La eficacia de rituximab en combinacidn con quimioterapia se ha evaluado en cohortes
de pacientes adultos en recaida y al diagndstico (552,553) mostrando una mejora de la
supervivencia en adultos menores de 60 afios. El Unico estudio prospectivo aleatorizado al
respecto ha demostrado el beneficio en supervivencia libre de evento de afiadir rituximab en el

tratamiento de las LAL Ph-negativas, CD20+, menores de 60 afios (554).

Ofatumumab

Ofatumumab es un anticuerpo anti-CD20 de segunda generacién que se une a un dominio de
CD20 diferente a rituximab. La actividad terapéutica de este anticuerpo parece ser superior a la
de rituximab y ha mostrado actividad antileucémica en pacientes de LLC resistentes a rituximab

(555). Su potencial terapéutico parece ser prometedor en LAL de precursores B CD20+.

Epratuzumab

Epratuzumab es un anticuerpo monoclonal anti-CD22 con un mecanismo de accidn que implica la
internalizacién del antigeno e inhibicidn de la proliferacion celular. Este anticuerpo ha mostrado
actividad terapéutica en forma de reducciéon de la ERM en nifios en recaida, como puente al

trasplante (556).

Blinatumomab

Blinatumomab es un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos estan formados por
dos partes de moléculas de inmunoglobulina. Una de ellas estd disefiada para unirse al antigeno
CD3 de los linfocitos T citotdxicos y la otra se disefia en funcion del antigeno tumoral sobre el que
se quiere actuar. Este anticuerpo es muy eficaz, ya que sitla el linfocito T citotdxico tan cerca del
blasto leucémico que el primero lisa al segundo mediante lisis directa por el sistema
granzimas/perforina (Figura 40). En la LAL, el anticuerpo biespecifico contra el antigeno CD19 y el

CD3 es el que mas se ha desarrollado y evaluado en pacientes. CD19 es un buen candidato, ya que
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se expresa en mas del 90% de las LAL de linea B (aunque también en la mayoria de células B no
tumorales) sin expresarse en células madre hematopoyéticas, por lo que su uso no compromete

la hematopoyesis sana una vez cesa el tratamiento (550).
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Figura 40. Estructura y mecanismo de accion de los anticuerpos monoclonales biespecificos (557).

En los ultimos afos se han realizado ensayos clinicos en pacientes en recaida y en pacientes con
ERM+ y se han publicado los resultados recientemente. En el ensayo multicéntrico, abierto,
aleatorizado, de fase Ill TOWER, se incluyeron 405 pacientes adultos Ph negativos refractarios a
guimioterapia de induccién, en primera recaida con una remisién completa previa menor a 12
meses, en segunda recaida o ulteriores y en cualquier recaida post-TPH (558). Se aleatorizaba a
los pacientes a recibir tratamiento con blinatumomab o quimioterapia de rescate (ratio 2:1). Los
pacientes del grupo de blinatumomab recibieron el anticuerpo y dexametasona para evitar el
sindrome de liberacién de citocinas y reacciones a la infusién del farmaco, asi como profilaxis
intratecal del SNC. Los pacientes del grupo de quimioterapia de rescate podian recibir uno de los
cuatro tratamientos de rescate propuestos en el estudio: FLAG-IDA, esquemas basados en altas
dosis de Ara-C, metotrexato o clofarabina. Las medianas de ciclos de tratamiento de
blinatumomab y quimioterapia de rescate fueron 2 y 1, respectivamente. Casi la mitad de los
pacientes en el grupo de quimioterapia de rescate recibieron FLAG-IDA. La tasa de remisién
completa del grupo que recibid blinatumomab fue significativamente superior a la del grupo de
qguimioterapia de rescate (34% vs. 16%, p<0,001). Con una mediana de seguimiento de un afio en
ambos grupos, el grupo que recibié blinatumomab mostré mejores tasas de supervivencia global
mas largas que los pacientes que recibieron quimioterapia (medianas de 7,7 meses vs. 4 meses,

HR 0,71, p=0,01) (Figura 42 A), incluso cuando se censurd el seguimiento en el momento del TPH
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(6,9 vs 3,9 meses, HR 0,66, p=0,004). El estudio dirigido a pacientes adultos Ph+ refractarios o en
recaida mostrd resultados similares y cabe destacar que 4/10 pacientes con mutacion T315I
alcanzaron al respuesta completa (EMR-) (559). En la poblacidn pediatrica, la eficacia del farmaco
estd menos explorada, aunque parece mostrar resultados muy similares a los observados en

adultos (560).

El estudio BLAST analizd la eficacia de blinatumomab en monoterapia en pacientes adultos de
LAL-B con ERM+. Este estudio incluyd pacientes con LAL en remisién completa hematoldgica (<5%
blastos en MO) tras por lo menos 3 lineas de tratamiento previas y con una ERM>10°. Los
criterios de exclusion fueron: LAL con infiltracion en el SNC o extramedular, haber recibido un TPH
alogénico previamente y LAL Ph+ candidatas a recibir TKI. Mostrd unos resultados prometedores,
ya que el 78% de los pacientes (88/11) alcanzaron la remisién molecular (casi todos con un solo
ciclo de tratamiento) (561,562). Los resultados de largo seguimiento de estos pacientes
actualizados muestran que, con una mediana de seguimiento de casi 5 anos, la mitad de ellos

siguen con ERM negativa (562).

La mayoria de recaidas tras el tratamiento con blinatumomab son de LAL CD19-. Este hecho es un
ejemplo mas de la capacidad de adaptacion de la leucemia ante la presidon selectiva del
tratamiento. Se cree que en el inicio del tratamiento ya existen subclones CD19-, los cuales
eluden el tratamiento y dan lugar a la recaida de la enfermedad. Sin embargo, otros podrian ser
adaptativos. Uno de los mecanismos para negativizar la expresion de CD19 ocurre cuando la
maduracién del antigeno se ve interrumpida y no se transporta ni al aparato de Golgi ni a la
membrana plasmatica (563). La hipoactivacién de los linfocitos T tras la lisis tumoral también

afecta negativamente la eficacia del tratamiento.

Inotuzumab ozogamicina

Inotuzumab ozogamicina es un anticuerpo humanizado anti-CD22 conjugado con calicheamicina,
un antibidtico con una actividad citotdxica muy superior a la de cualquier agente quimioterapico.
El mecanismo de accién de este anticuerpo se inicia con su unidn al antigeno CD22, después el
anticuerpo se internaliza en el citoplasma junto con el antigeno. Una vez dentro de la célula, el
antigeno y el anticuerpo se degrada en los lisosomas y se libera la molécula de calicheamicina.
Este compuesto se dirige al nucleo celular donde se une al ADN y produce roturas de la doble

hebra que conducen a la apoptosis de la célula tumoral (Figura 41). El antigeno CD22 lo expresan
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mas del 90% de las LAL de precursores B, aunque en LAL del subtipo pro-B no todos los casos lo
expresan. Al contrario que con CD19, donde practicamente todas las células de la LAL lo expresan,

hay casos de LAL en los que no todas las células del tumor son CD22+ (550).
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Figura 41. Mecanismo de accién de inotuzumab ozogamicina (564).

El ensayo clinico aleatorizado, multicéntrico, abierto, fase Il (INO-VATE) evalud la eficacia de
inotuzumab en monoterapia frente a quimioterapia de rescate (ratio 1:1) en pacientes adultos de
LAL-B CD22+ en recaida o refractaria (>5% blastos en MOQO) (565). El protocolo consistia en la
administracidon de un méximo de 6 ciclos de inotuzumab frente a quimioterapia de rescate a elegir
entre 3 regimenes: FLAG (fludarabina, Ara-C y GCSF), Ara-C y mitoxantrone o Ara-C a altas dosis.
Un total de 259 pacientes recibieron al menos una dosis de tratamiento (139 recibieron
inotuzumab y 120 quimioterapia de rescate). La tasa de remisién completa o remisién completa
con recuperacion hematoldgica incompleta fue significativamente superior en el grupo de
inotuzumab (80% vs. 29%, p<0,001). En el grupo de inotuzumab, un numero significativamente
mayor de pacientes (aproximadamente el triple) negativizd la ERM en comparacién con los
pacientes del grupo de quimioterapia de rescate. La duracién de la remision completa fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes que recibieron inotuzumab (4,6 vs 3,1 meses,
p=0,03). Sin embargo, los pacientes con citogenética de alto riesgo (MLL+ o Ph+) no se
beneficiaron tanto del tratamiento con inotuzumab, ya que no mostraron unas tasas de remisién
completa significativamente superiores a las del grupo de quimioterapia. La cantidad de pacientes
que llegaron a recibir un TPH fue significativamente mayor en el grupo de inotuzumab (41% vs

11%, p<0,001). La supervivencia libre de progresién también fue significativamente mas duradera
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en los pacientes que recibieron el anticuerpo (5,0 vs 1,8 meses, p<0.001). La mediana de
supervivencia global fue ligeramente superior en el grupo de inotuzumab (7,7 vs 6,7 meses,
p=0,04) y parece ser que estas diferencias se observan especialmente en el seguimiento a largo
plazo (Figura 42 B). La eficacia de inotuzumab en pacientes pediatricos esta en fase exploratoria

(566).

El uso de anticuerpos (biespecificos o inmunoconjugados) para el tratamiento de la LAL en recaida
parece ser una muy buena opcidén para alcanzar de nuevo la remisidn completa y consolidar esta
respuesta con un TPH. Hay que tener en cuenta que estos resultados se han logrado en series de
pacientes en recaida, muchos de ellos tratados intensivamente con anterioridad, con LAL
francamente refractarias al tratamiento y que han recibido el anticuerpo en monoterapia. El papel
gue puedan jugar estos anticuerpos en combinacidn con quimioterapia en primera linea de

tratamiento genera muchas expectativas en la comunidad cientifica.
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Figura 42 Ay B. Supervivencia global de blinatumomab (panel A (558)) e inotuzumab (panel B (565)) en comparacién con la
quimioterapia de rescate en la LAL del adulto resistente o en recaida.

CARTs

Los CAR (Chimeric Antigen Receptor) son polipéptidos de origen sintético, formados por un
dominio extracelular (cadena ligera de inmunoglobulina con el fragmento variable) dirigido contra
un antigeno determinado, una regién hinge o bisagra, un dominio transmembrana y un dominio
de sefializacion intracelular. Los CART (CAR T cell) son linfocitos T modificados genéticamente
para que expresen constitutivamente un receptor de membrana (CAR) contra un antigeno
determinado. La expresidn constitutiva del CAR se logra mediante la infeccion de los linfocitos T
por lentivirus o retrovirus que integran la secuencia genética para codificar el CAR en el genoma
del linfocito (Figura 43). Este proceso permite dirigir a los linfocitos citotoxicos contra células que

expresen ese antigeno y proliferar tras la lisis de la célula tumoral. Al igual que sucede con los
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anticuerpos, apenas hay antigenos exclusivos de célula tumoral que no se expresen en células
sanas (tumor specific antigens), hecho que hay que tener en cuenta cuando se administran

tratamientos basados en la inmunoterapia.
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Figura 43. Produccién y administracién de las CAR T cells (567).

El concepto de utilizar linfocitos T modificados genéticamente para reconocer antigenos sin la
necesidad del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) surgié hace mas de 25 afnos. En el
afio 1989 se consiguid clonar y expresar en linfocitos T un transcrito compuesto por la region
constante del TCR y fragmentos variables de la cadena ligera de las inmunoglobulinas. Los
linfocitos T portadores de este primer CAR eran capaces de reconocer un antigeno de una linea
celular de linfoma B, lisarla por granzimas/perforina y proliferar tras la lisis de la célula diana. Sin
embargo, esta terapia con potencial preclinico mostré poca actividad antitumoral en ensayos
clinicos. Desde entonces el disefio de los CAR ha centrado muchos esfuerzos en investigacién. El
dominio intracelular (CD3 zeta) estimulaba la proliferacién de los CART, pero su persistencia era
limitada y/o presentaban poca activacién. Los CART de segunda generacion han incorporado un
dominio coestimulatorio (CD28 o 4-1BB) para estimular mas la proliferacién de los linfocitos Ty
aumentar su tiempo de vida (persistencia). Los CART de tercera generacion tienen dos dominios
coestimulatorios formados por la combinacién de CD27, CD28, 4-1BB, ICOS u OX40 (Figura 44).
Por el momento se esta evaluando cual es la mejor combinacién de los fragmentos que forman el
CAR, aunqgue parece que 4-1BB ofrece respuestas mas duraderas (568-570). En paralelo aparecen

nuevos componentes para el CAR como aquellos que hacen secretar diferentes interleucinas para
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estimular aun mas la proliferaciéon o para no inhibir la respuesta inmune (armored CARTs o CARTs

de cuarta generacién).
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Generation Generation Generation
CAR CAR CAR

el BT
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41BE
cD3; ox40

cD3;

Figura 44. Generaciones de CAR T cells (571).

La investigacion en el campo de los CAR esta en plena ebulliciéon y su disefio se ha optimizado
tanto en los ultimos 5-10 afnos que en la actualidad se estd evaluando su eficacia en ensayos
clinicos multicéntricos. En la actualidad, el CART anti-CD19 es el mas desarrollado y evaluado.
Varios estudios han demostrado su potente actividad antileucémica en pacientes con LAL-B,
aunque también se estd evaluando en otras neoplasias de célula B y mas recientemente en
tumores sdlidos (567). Los problemas mas importantes asociados al uso de CART anti CD19 son el
sindrome de liberacién de citocinas, la neurotoxicidad y la hipogammaglobulinemia. A pesar de su
gran eficacia a corto plazo, se van observando recaidas en pacientes con LAL, dos terceras partes

de las cuales son CD19-.

Una de las grandes ventajas de la infusion de CARTSs, a parte de su intensa actividad antitumoral,
es su caracter autdlogo, que evitaria potencialmente los riesgos que conlleva la realizacién de un
TPH alogénico. Con todo, en la mayoria de estudios actuales, la terapia con CART se considera un
puente al trasplante, especialmente en adultos con LAL en recaida. Por otra parte, existe el
debate sobre su eliminacién una vez que se considere que su actividad ya no es necesaria. Por el
momento no se ha interrumpido la actividad CART, ya que el seguimiento de los pacientes en
remisién completa mantenida es muy corto. Existen varias propuestas para la eliminacion de los
CARTs del organismo de un paciente. Una de ellas es inhibir la expresiéon del CAR con RNA de

interferencia. Otra consiste en incorporar la secuencia de un gen suicida en el CAR como el
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sistema inducible de caspasa 9 (572). También se considera incorporar la expresidon de CD20 en el

CAR para eliminar los CART con anticuerpos anti-CD20 (567).
6.7.11.2.  Inhibidores moleculares

El desarrollo de inhibidores de rutas metabdlicas esenciales para las células neopldsicas esta
centrando muchos esfuerzos en investigacion y ha abierto las puertas de la medicina
personalizada. Los inhibidores pueden ofrecer mayor especificidad hacia las células afectando en
menor grado a la hematopoyesis sana en el mejor de los casos. En este sentido, los ITK han
revolucionado el tratamiento de la LAL Ph+, lo que ha permitido reducir significativamente la
carga de quimioterapia y sus toxicidades asociadas, sin que ello afecte a la probabilidad de
obtener remisién completa (95%-100% de los pacientes) (573). En la actualidad estan activos unos
150 ensayos clinicos con inhibidores en LAL. Los nuevos ITK asi como inhibidores de JAK/STAT,
mTOR, FLT3, PI3K, CDK, BIRC, RAS, CREBBP, DOT1L, BCL2, FAK o de HDAC son de los mas
desarrollados y algunos de ellos estdn demostrando potentes actividades antileucémicas
(85,98,115,193,406,407,418,574-584). La incorporacién de estos farmacos en primera linea de
tratamiento junto con la quimioterapia convencional podria mejorar la supervivencia de los
pacientes y quizds reducir los efectos secundarios del tratamiento. La combinacién secuencial de
qguimioterapia, inmunoterapia e inhibidores moleculares es posible que revolucione el

tratamiento de la LAL y nos acerque mas a su erradicacion.

6.8. Recaidas y evolucion clonal

La optimizaciéon de los protocolos terapéuticos ha conseguido mejorar las tasas de supervivencia y
reducir la mortalidad relacionada con el tratamiento de manera significativa en pacientes de
todas las edades. Sin embargo, las recaidas siguen siendo el factor mas determinante en la
mortalidad de la LAL. Como se ha comentado anteriormente, los niflos presentan menor

probabilidad de recaida y mejor respuesta al tratamiento de rescate que los adultos.

Historicamente se ha considerado que el proceso de carcinogénesis consistia en la adquisicion
sucesiva de alteraciones genéticas en una célula hasta transformarla en tumoral. La adquisicion
de estas alteraciones conferiria mayor capacidad proliferativa (entre otras caracteristicas)
resultando en la expansién de los clones mas avanzados en el modelo lineal de carcinogénesis y la
pérdida de los clones mas ancestrales con menor capacidad proliferativa (95). En este modelo

lineal, el tumor esta compuesto por células genéticamente homogéneas (Figura 45).

116



Introduccién

Linear (mono-clonal) progression

In situ Invasive Metastatic

MNormal Pre-malignant ki . CEea e
h carcindoma carcinoma carcinoma

o™
»->efe
S »

Figura 45. Modelo lineal de progresién del cancer (585).

En el afio 1976, Nowell et al postularon que los tumores estaban formados por diferentes clones,
los cuales eran genéticamente heterogéneos y esta heterogeneidad era la responsable de la
supervivencia al tratamiento. Hoy en dia se ha constatado que, efectivamente, los tumores
sélidos y las leucemias estan formados por células genéticamente relacionadas entre si (ya que
descienden de una sola célula iniciadora del tumor) pero también distintas. La LAL es una
enfermedad clonal por definicion (reordenamiento clonal de IGH o TCR) pero en la practica
coexisten diferentes clones desde un punto de vista genético. Cada clon, con sus caracteristicas
genotipicas y fenotipicas, ha conseguido adaptarse al medio mediante la adquisicion de diversas
mutaciones que le han conferido una ventaja adaptativa. El resultado es un modelo filogenético
ramificado en el que las LAL se sostienen por una pequefia poblacién de células malignas con
caracteristicas de HSC (leukemia stem cells, LSC) que dan lugar a una progenie de células
leucémicas que son las que constituyen la masa tumoral (586-588). Algunas de estas
descendientes adquieren mutaciones que les aportan ventajas evolutivas para adaptarse al nicho
hematopoyético y seguir proliferando. Este modelo ramificado sostiene que la leucemogénesis
mimetiza el proceso de seleccién darwiniana y que la presidn selectiva del tratamiento
seleccionaria aquellos clones que mejor se adaptan y sobreviven a cada aproximacién terapéutica
(Figura 46). Esta heterogeneidad clonal (y genética) seria la responsable de la resistencia al

tratamiento y la aparicién de recaidas (589).
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Figura 46 Modelo ramificado de la progresién del cancer que se asemeja al modelo de evolucidn de las especies propuesto por Charles
Darwin (589).

Esta teoria se ve apoyada por los trabajos de Greaves en gemelos univitelinos con LAL
comentados anteriormente. En estos trabajos, las LAL de los gemelos tienen un perfil genético
diferente en cada hermano pese a originarse en una célula comun (mismo reordenamiento de
ETV6-RUNX1 como evento preleucémico) (64). Este proceso de seleccién clonal ramificado
también se ha observado en muestras seriadas de pacientes durante el tratamiento o
comparando muestras pareadas al diagndstico y recaida (65,66). Estos estudios han evidenciado
que el clon predominante en la recaida no es el mismo que el detectado en el momento del
diagnodstico en el 90% de los casos. En la mayoria de casos las muestras en recaida compartian
alteraciones genéticas en comun con el clon predominante al diagndstico, pero al mismo tiempo
habian adquirido nuevas alteraciones y habian perdido alteraciones presentes en el diagnédstico.
Esto indica que el clon de la recaida es filogenéticamente anterior o mas ancestral al clon
detectado al diagndstico, ya que la pérdida de alteraciones en recaida indica que éste clon ain no
ha sufrido estas alteraciones, al contrario que el clon detectado al diagndstico, el cual estd mas
evolucionado en la patogenia de la enfermedad. También en la mayoria de casos, el clon
responsable de la recaida ya estd presente en el momento del diagnéstico en forma de clon
minoritario (590). La quimioterapia habria seleccionado al subclon resistente frente al mayoritario
al diagnéstico, el cual es sensible al tratamiento de primera linea en el 90%-100% de los casos. Sin
embargo, la aparicion de clones resistentes a la primera linea de tratamiento sucede en un 20%
de las LAL pediatricas y en mas de la mitad de los adultos. Estos estudios también han

demostrado que no existe una firma génica recurrente responsable de la recaida. En su lugar, las
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muestras en recaida muestran una constelacién de alteraciones genéticas muy variada, con cierta
recurrencia en genes de rutas metabdlicas que regulan la diferenciacion linfoide, el avance del
ciclo celular, la respuesta a farmacos, la apoptosis o eventos epigenéticos como la modificacion

del cddigo de las histonas, entre otros (65,66,586).

La heterogeneidad clonal esta implicada en la resistencia al tratamiento y en la aparicién de
recaidas. En cuanto a su valor prondstico, cuanta mds heterogeneidad clonal al diagndstico, mas
probabilidades de que exista un clon resistente al tratamiento, tal como se ha demostrado en
algunos estudios (591,592). Por tanto, el grado de heterogeneidad clonal al diagndstico también
puede ser un factor prondstico de la evolucion de le enfermedad. Se estan realizando muchos
esfuerzos en identificar cuales son las alteraciones genéticas y epigenéticas responsables de la

progresion de la LAL para diseiar farmacos que neutralicen sus efectos.
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7. HIPOTESIS






La LAL de linea B es muy heterogénea a nivel genético.

Las alteraciones de genes implicados en la diferenciacidn linfoide, regulacién del ciclo

celular y regulacién de la apoptosis pueden tener valor prondstico.

La LAL B madura podria tener una base genética diferente de la de las LAL de precursores

B.

El patrén de alteraciones genéticas de la LAL de precursores B en recaida podria ser mas
complejo que el presente en el diagndstico. Analizar muestras en recaida podria ayudar a
conocer el origen celular de la recidiva y a identificar firmas génicas especificas de

recaida.
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8. OBIJETIVOS






1. Conocer, mediante analisis de alteraciones en el nimero de copias (CNA), las ganancias y
pérdidas de ADN en pacientes con LAL de precursores B y la LAL B madura y comparar el

patrdon de dichas alteraciones en ambos subtipos de LAL.

2. Determinar el impacto prondstico de las CNA en el momento del diagndstico en pacientes

con LAL de precursores B y LAL B madura.

3. Analizar y comparar el patrén de evolucion clonal en los pacientes con LAL de precursores

B en recaida y tratar de identificar firmas génicas especificas de recaida.
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9. MATERIALY METODOS






Pacientes y tratamiento:

En el primer articulo se analizaron muestras de médula ésea o sangre periférica con >30% blastos
de pacientes adolescentes y adultos con LAL de precursores B extraidas en el momento del
diagndstico. Los pacientes se trataron homogéneamente en diferentes protocolos del grupo
PETHEMA (Figura 47 A). El diagnéstico de estos pacientes se realiz6 en Laboratorio de
Hematologia del ICO-Hospital Germans Trias i Pujol, asi como en los diferentes hospitales que
colaboraron en este estudio. El 87% de los pacientes se incluyd en protocolos de alto riesgo

mientras que el 13% se tratd con protocolos de riesgo intermedio (Figura 47 B).

A

LAL-AR-11 (n=3)

n LAL-AR-03 (n=78)
LAL-PH-08 (n=19)
LAL-PH-00 (n=2)

LAL-RI-08 (n=8)

u LAL-RI-08=LAL-AR-03(n=3)

LAL-RI-96 jovenes (n=7)

LAL-RI-96 jovenes— LAL-AR-93 (n=2)

LAL-RI-96 old (n=3)

LAL-OLD-07 (n=7)

LAL-OPH-07 (n=6)

LAL-FRAIL-07 (n=4)

.

B Altoriesgo (n=124})
Riesgo intermedio (n=18)

Figura 47. Protocolos asistenciales del grupo PETHEMA en los que se incluyeron los pacientes (A) y clasificacion de los pacientes segun
su riesgo (B).

Los criterios de asignacidon en protocolos de alto riesgo fueron: edad >30 afios, nimero de
leucocitos >30x10°/L, presencia de reordenamiento BCR-ABL1 o reordenamiento de MLL, o

respuesta lenta al tratamiento con >10% de blastos en médula dsea en el dia 14 de la fase de
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induccidn a la remision. Los pacientes con LAL de riesgo intermedio se trataron con protocolos
similares a los de LAL pediatrica (593) mientras que los pacientes de alto riesgo recibieron
guimioterapia seguida o no de un TPH (5,594). Desde el afio 2002, los pacientes con LAL Ph+ se

trataron con quimioterapia e imatinib seguido de TPH en pacientes menores de 55 afios (537).

En el segundo articulo, se analizaron muestras de médula ésea con >30% blastos de pacientes con
leucemia de Burkitt en el momento del diagndstico (LAL3). El diagndstico de estos pacientes se
realizd en Laboratorio de Hematologia del ICO-Hospital Germans Trias i Pujol, asi como en los
diferentes hospitales que colaboraron en este estudio. Todos los pacientes se trataron con el

protocolo BURKIMABOS (545).

En el tercer articulo, se analizaron muestras de médula 6sea o sangre periférica con >30% de
blastos en el diagndstico y en la recaida de algunos de los pacientes previamente analizados en el
primer articulo. Por tanto, todos los pacientes se trataron inicialmente con protocolos del Grupo
PETHEMA. Sin embargo, el tratamiento en recaida fue mas heterogéneo, ya que el 35% de los
pacientes recibié el esquema FLAG-IDA y el 30% se incluyd en ensayos clinicos basados en

inmunoterapia con anticuerpos monoclonales.

Técnicas de laboratorio:

a) MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

La técnica de MLPA (MRC-Holland, Amsterdam, the Netherlands) permite la deteccién
semicuantitativa de ganancias o pérdidas de ADN de hasta 60 regiones del genoma mediante una
reaccidon de PCR multiplex. Esta técnica se basa en el uso de sondas especificas que hibridan en el
ADN en secuencias de 60 pares de bases de las regiones a estudio. A diferencia de las PCR
convencionales, en MLPA lo que se amplifica son las sondas y no el ADN. Cada sonda esta
compuesta por 2 subunidades y tiene una longitud Unica de entre 130 y 500 nucledtidos necesaria
para distinguir cada amplicon tras la PCR multiplex (Figura 48). Cada sonda contiene una
secuencia de nucledtidos comun en todas las sondas, que va a ser le lugar de unién del primer de
la PCR. Tras la desnaturalizacion del ADN, se afiaden estas sondas, las cuales se unen al ADN

monocatenario por complementariedad de bases.
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Figura 48. Estructura de las sondas de MLPA (595).

Posteriormente las 2 subunidades de la sonda se unen mediante una enzima ligasa. En algunas
sondas, el punto de ligaciéon coincide con el de alguna mutacién puntual ya descrita en la
literatura. En caso de mutacién, la hibridacion de la sonda no es completa y no se produce ni la
ligacién ni la amplificacion de ésta. Tras la ligacidn, la adicidon del primer universal permite la

amplificacion simultanea de todas las sondas por PCR.

Este primer estd marcado con un fluorocromo que permite la deteccion de los amplicones
mediante analisis de fragmentos o genescan en un secuenciador automatico convencional (Figura

49).
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Figura 49. Imagen obtenida del secuenciador del laboratorio de Biologia Molecular del Servicio de Hematologia del ICO-Hospital

Germans Trias i Pujol. Cada pico representa la cantidad de sonda de cada region estudiada.

El drea de cada pico (correspondiente a cada amplicdn) ofrece una cuantificacién relativa de las
copias de ADN de cada regidén presentes en la muestra. En todas las reacciones de MLPA se
incluyen sondas que hibridan en zonas muy estables del genoma vy, por tanto, tienen dotacién
diploide (sondas de referencia). Estas sondas se incluyen para normalizar los valores de las sondas

de cada muestra. Primeramente, se realiza una normalizacion del valor de las sondas que
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investigan la presencia de CNA (o sondas problema), respecto al valor de las areas de las sondas
de referencia de cada muestra (normalizacién intra-muestra). Posteriormente se compara el valor
normalizado de cada sonda problema con el valor de todas las sondas de los controles sanos,
tanto sondas problema como sondas de referencia, las cuales se supone que tendran dotacion
diploide o normal (normalizacidn inter-muestra). En cada reaccion de MLPA es preciso incluir ADN
de al menos 3 controles sanos para este fin. El valor del area de cada sonda de estos 3 controles
no tumorales se compara con el obtenido de las sondas de los pacientes. Tras la normalizacion de
los valores de cada sonda, el cociente drea de la muestra del paciente/drea de la media de los
controles sanos ofrece un valor indicativo (DQ, dosage quotient) del estado de cada regién del

ADN analizada (Figura 50 y Figura 51).

Dosage Quotient Distribution Copy Number Status
DQ=0 0 copies ( homozygous deletion)
0.40 < DQ < 0.65 2=1 copy  (heterozygous deletion)
0.80 <DQ < 1.20 NORMAL  (identical to reference samples)
1.30 < DQ < 1.65 2=3 copies (heterozygous duplication)
1.75 <DQ < 2.15 24 copies (or 1=2 copies)
All other val Ambiguous result

Figura 50. Valores que determinan la presencia de CNA (595).

El fabricante considera los resultados estadisticamente significativos segun los puntos de corte 0.7
y 1.3. Es decir, los DQ<0.7 son informativos de delecién mientras que los DQ>1.3 son informativos

de duplicacién.
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Figura 51. Imagen obtenida en el laboratorio de Biologia Molecular del Servicio de Hematologia del ICO-HGTiP que muestra los valores
normalizados de una paciente con delecién homozigota de CDKN2A/B y duplicaciones de los genes en X/YPAR1 y EBF1.

Para analizar la presencia de CNA en muestras de LAL-B y LAL-B madura se usaron los kits P335 y
P202 de la casa comercial MRC Holland. El kit P335 contiene sondas para la deteccién de CNA de
los genes IKZF1, EBF1, PAX5, CDKN2A/B, BTG1, ETV6, RB1 y genes de la region X/PAR1 (CRLF2,
CSF2RA, IL3RA y P2RY8). El kit P202 contiene sondas para detectar CNA en los genes IKZF1, IKZF2,
IKZF3, CDKN2A/B, hsa-miR-31 y genes de la regién 14932.33 (IGHD, MTA1 y KIAA0284).
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Esta técnica permite obtener informaciéon acerca de las ganancias y pérdidas con una alta
resolucidn (a nivel de exdn) en varias regiones del genoma, en una sola reaccién y a un precio
asequible (~20 euros/muestra). Sin embargo, la sensibilidad de esta técnica es limitada en casos
de mosaicismo, como seria una muestra tumoral en la que no todas las células de la muestra son
malignas. El fabricante recomienda que exista un porcentaje del 40%-50% de células tumorales en
las muestras a estudio. Cabe destacar que algunos autores han detectado CNA en neoplasias
hematoldgicas en muestras con una infiltracién tumoral menor a la recomendada por el
fabricante (31,596-598). Posteriormente, el fabricante ha contrastado dichos datos y argumenta
gue esta técnica es capaz de detectar con fiabilidad CNA en muestras con una infiltracién tumoral

del 30% (599).

b) SNP arrays (Single Nucleotide Polymorphism arrays)

Los SNP arrays permiten analizar la presencia de ganancias y pérdidas de ADN (CNA) asi como
pérdidas de heterozigosidad (CN-LOH) en todo el genoma en una sola determinacién. La
deteccion de CNA y CN-LOH se da gracias a la presencia de numerosas sondas complementarias al
ADN que cubren todo el genoma. A diferencia de los CGH (Comparative Genomic Hybridization),
los SNP arrays también contienen sondas que detectan SNP que sirven para detectar las CN-LOH.
El SNP array que se ha usado en esta tesis es el Cytoscan HD de Affymetrix (Thermo Fisher,
Waltham, MA, EUA). Este microarray gendmico contiene 2,6 millones de sondas, 750.000 de ellas

sondas de SNPs.

El primer paso para llevar a cabo la técnica de SNP array es el analisis de la calidad e integridad del
ADN. Para ello se analiza la calidad de la muestra mediante espectrofotometria (Nanodrop ND-
2000) y se analiza la integridad mediante un gel de agarosa al 1%. Los fragmentos de ADN deben

ser superiores a 500pb.
Esta técnica se basa en los siguientes procedimientos (Figura 52):
- Digestidn: el ADN se digiere mediante un enzima de restriccion (Nspl).

- Ligacién: es una reaccién enzimdatica en la que se incorporan los adaptadores a los

fragmentos de ADN.
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Reaccién de amplificacion mediante PCR: se amplifican las muestras con un primer Unico
gue se une a los adaptadores. Mediante un gel de agarosa al 2% se analiza el perfil del

producto de PCR, éste debe ser entre 150pb y 2.000pb.

Purificacidn del producto de PCR: los amplicones se purifican mediante bolas magnéticas
que se unen al ADN y lo separan de los productos remanentes de la PCR (primers, dNTPs,
etc). Posteriormente se cuantifica el producto de PCR mediante espectrofotometria y

deben obtenerse lecturas de alrededor de 300ng/pL.

Fragmentacién: el producto de PCR se fragmenta (mediante una reaccion enzimatica)
para su posterior marcaje. Los fragmentos obtenidos se analizan en un gel de agarosa de

alta resolucién (3-4%) y deben estar comprendidos entre 25y 125pb.

Marcaje: el producto de la fragmentacion se marca con biotina para su posterior tincién.

Hibridacion: la muestra marcada se desnaturaliza y se inserta dentro del microarray
(chip). En este paso los fragmentos se unen a las sondas fijadas en el chip en un horno de

hibridacion durante 16-18h.

Lavados y tincidn: el microarray se inserta en la estacion fluidica donde se llevara a cabo el
lavado. Inmediatamente después tiene lugar la tincién mediante una molécula
fluorescente (estreptavidina-ficoeritrina) que se une a la biotina. La tincién incluye un
paso de amplificacion de la sefial mediante un anticuerpo anti-estreptavidina y un

anticuerpo anti IgG conjugado con biotina.

Escaneo: el microarray se inserta en un escaner que mediante un laser detecta las sefiales
de fluorescencia de cada fragmento de ADN. El patron de distribucién de la seiial se
recoge en los ficheros DAT y CEL. Estos ficheros permitiran generar el fichero CYCHP, con
el cual se llevara a cabo el andlisis mediante el programa Chromosome Analysis Suite

(ChAS) proporcionado por el fabricante.



Material y métodos
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Figura 52. Principales procedimientos de la técnica de SNP arrays (Thermofisher).

intuitiva (Figura 53).

Este programa permite la visualizacidén y anotacién de los resultados de una manera sencilla e
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Figura 53. Visualizacidn de las ganancias (azul) y pérdidas (rojo) de un paciente de LAL-B de nuestra serie mediante el programa ChAS.

Ademas aporta el valor semicuantitativo de la proporcién de células de la muestra que contienen

una determinada CNA. Este valor es util para discernir qué CNA aumentan o disminuyen su

proporcién durante la progresion de la leucemia (Figura 54).
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Figura 54. Presencia de una delecidn del brazo 17p (TP53) y una duplicacién de casi todo el brazo 17q en un paciente de LAL-B de
nuestra serie refractario a 3 lineas de tratamiento y 2 TPH. Ndtese como aumenta la cantidad de células con delecién de 17p de la 1a a
la 2a recaida, siendo un cromosoma normal (dotacién diploide) al diagndstico.

Las principales ventajas de esta técnica son la cantidad de informacion que aporta a un precio
razonable (200-450 euros), la elevada resolucién (dependiente del nimero de sondas del chip), la
deteccion de alteraciones en muestras con cariotipo normal o sin crecimiento, la deteccion de
CNA no visibles en el cariotipo (<10 Mb) (Figura 55), la capacidad de identificar cromosomas

marcadores y material adherido, y la capacidad de detectar CN-LOH.
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Figura 55. Delecion intersticial en X/Y PAR1 que genera el gen de fusion P2RY8-CRLF2 detectada en una paciente de nuestra
serierefractaria a 3 lineas de tratamientoy 2 TPH.

138



Al igual que MLPA, una de las limitaciones de esta técnica se hace evidente en muestras con baja
infiltracién tumoral, aunque la sensibilidad de los SNP arrays (15%-20%) es superior a la de MLPA.
Otra limitacion que comparte con MLPA es que los valores de nimero de copias son un promedio
de los valores de CNA de las células que contiene la muestra, no permite la deteccion de CNA a

nivel de célula individual como la FISH.

Andlisis estadistico:

En el primer articulo se tratd de identificar CNA con valor pronédstico o asociadas a caracteristicas
clinico-bioldgicas. Para tal fin se incluyeron las variables edad, género, nimero de leucocitos al
diagndstico y porcentaje de blastos en médula dsea como variables continuas; y afectacién del
SNC, subtipo inmunoldgico, subtipo citogenético, grupo de riesgo y resultados del tratamiento
como variables categéricas. La remision completa (RC) se definié como la ausencia de enfermedad
extramedular, >1x10°/L neutréfilos, >100x10°/L plaguetas y <5% de blastos en médula ésea. La
incidencia acumulada de recaida (CIR) se calculé desde la fecha de obtencidon de la RC hasta la
fecha de la recaida. Los pacientes en los que no se sabia si habian recaido se censurd el
seguimiento en la fecha de la dltima visita. La supervivencia global se midié desde la fecha de
inclusidn en el protocolo de tratamiento hasta la fecha de exitus o ultima visita. Las asociaciones
de CNA y la comparacidn de sus proporciones entre grupos de pacientes se calcularon mediante
los test de chi cuadrado, test exacto de Fisher, test de Kruskal-Wallis H y el test de mediana. El
test de la ji al cuadrado y el test exacto de Fisher se usaron para comparar, de manera
univariante, las tasas de remisidn completa y los métodos de Kaplan-Meier y el log-rank test para
calcular la incidencia acumulada de recaida (CIR) y la supervivencia global (SG) para cada CNA.
Estos tests también se realizaron censurando el seguimiento de los pacientes en el momento del
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH). La mortalidad relacionada con recaida y la
mortalidad no relacionada con recaida se analizd con el test de eventos competitivos de Gray. Las
CNA y las variables bioldgicas edad, nimero de leucocitos al diagndstico, subtipo inmunoldgico,
subtipo citogenético, nimero de CNA y tratamiento con p valores inferiores a 0,1 en los analisis
univariantes, se incluyeron en el analisis multivariante. El modelo de regresion logistica binaria se
uso6 para identificar los factores predictivos para la obtencién de la RC, mientras que los analisis
multivariantes para la CIR y la SG se calcularon con el modelo de regresién de Cox o modelo de

riesgos proporcionales. Los resultados se consideraron significativos cuando p<0,05.
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Para el segundo articulo y tercer articulo se usé la misma metodologia estadistica mencionada
anteriormente. En el tercer articulo se usé el test de McNemar para comparar las proporciones de
CNA en muestras pareadas de diagndstico y recaida. El analisis de Gene Ontology de las CNA en
primera recaida se usé para identificar procesos celulares significativamente recurrentes en los
pacientes en recaida. Este andlisis se realizd con el paquete de programas ChlPpeakAnno del
proyecto Bioconductor anadiendo el test de Benjamini Hochberg con una p ajustada de p<0.01

(600).
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10. RESULTADOS






10.1. Articulo titulado: “Prognostic Significance of Copy Number Alterations in
Adolescent and Adult Patients With Precursor B Acute Lymphoblastic Leukemia
Enrolled in PETHEMA Protocols”

Las translocaciones cromosémicas confieren valor prondstico en pacientes con LAL de todas las
edades. Sin embargo, el impacto prondstico de las alteraciones secundarias no estd tan claro.
Varios estudios en series de pacientes pediatricos sugieren que algunas alteraciones en el nimero
de copias (CNA) (p.ej. deleciones de IKZF1) tienen valor predictivo de la evolucion de la
enfermedad. En pacientes adultos existen pocos trabajos al respecto vy, al igual que ocurre con las

LAL pediatricas, se han publicado resultados contradictorios.

La identificacidn de alteraciones genéticas con valor prondstico contrastado abre la puerta a una
estratificacion de los pacientes por grupos de riesgo mds precisa, realista e individualizada.
Ademas, puede sentar las bases para desarrollar futuras aproximaciones terapéuticas que pueden
mejorar la supervivencia de los pacientes. Con esta intencién, se analizaron 190 muestras al
diagndstico de LAL de precursores B (LAL-B) de pacientes adultos tratados homogéneamente
segln los protocolos asistenciales del grupo PETHEMA. Las muestras de médula ésea o sangre
periférica procedian de 12 hospitales espafioles, asi como de la coleccién de muestras del ICO-

Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona.

Mediante multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), se analizé la frecuencia de
varias de las CNA mas recurrentes en LAL-B (IKZF1, IKZF2, IKZF3, CDKN2A/B, PAX5, EBF1, BTG1,
RB1, ETV6, region X/Y PAR1 [CRLF2, CSF2RA, IL3RA, P2RY8] y region 14932.33 [IGHD, MTAL,
KIAA0284]) en los 190 pacientes. Sin embargo, se excluyeron 48 pacientes por falta de datos de
seguimiento, por ser LAL-T, LAL B madura, LA de fenotipo mixto, linfoma linfoblastico, o por

violaciones del protocolo de tratamiento.

La serie de 142 pacientes fue representativa del total de pacientes con LAL-B tratados en los
protocolos del Grupo PETHEMA, aunque mostrd una tendencia a estar enriquecida en pacientes
de alto riesgo. Las deleciones de CDKN2A/B fueron las alteraciones mas frecuentes, seguidas de
las deleciones de IKZF1, las cuales fueron significativamente mas frecuentes en las LAL con
cromosoma Philadelphia (Ph). La mayoria de las deleciones de IKZF1 se presentaron en
heterozigosis y afectaron a determinados exones del gen. Varias de estas deleciones parciales o
intragénicas generan isoformas dominantes negativas, las cuales fueron significativamente mas

frecuentes en pacientes con LAL Ph+. La incidencia de deleciones de este gen aumentaba con la
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edad y era mayor en pacientes con hiperleucocitosis en el momento del diagndstico. Los
pacientes con delecién de IKZF1 tenian significativamente mas CNA adicionales que los pacientes
sin delecidn y en muchos casos presentaban deleciones de EBF1 o PAX5. Los pacientes con
delecion de CDKN2A/B también presentaron un numero significativamente mayor de CNA

adicionales que los pacientes sin delecién.

Con una mediana de seguimiento de 3,7 afios, la tasa de remisidn completa de la serie fue del
85%, la incidencia acumulada de recaida (CIR) a los 5 afios del 46% [35-57%)] y la supervivencia
global a los 5 afios del 43% [34%-52%)]. En los analisis univariantes, los pacientes con delecion de
EBF1 tenian menor probabilidad de alcanzar la remision completa (RC) que los pacientes sin
delecion (el 56% de los pacientes con delecién de EBF1 alcanzaron la RC, frente al 89% de los
pacientes sin delecion [p=0,003]). Este hecho se observd tanto en la serie global como en la
cohorte de pacientes con LAL Ph negativa. Los pacientes con delecion de IKZF1 también
presentaron una resistencia al tratamiento significativamente mayor en la cohorte con LAL Ph

negativa.

En cuanto a la probabilidad de recaida, las deleciones de IKZF1 se asociaron con una mayor CIR
tanto en la serie global (CIR a los 5 afios IKZF1 WT 47% vs. IKZF1 DEL 70%, p=0,019) como en la
cohorte con LAL Ph negativa (CIR a los 5 afios IKZF1 WT 47% vs. IKZF1 DEL 71%, p=0,036). Un
hecho significativo fue que no todos los pacientes con deleciéon de IKZF1 tenian una mayor
probabilidad de recaida. Los pacientes con delecién del gen entero tenian una CIR comparable
con la de los pacientes IKZF1 WT (IKZF1 DEL gen entero 31% vs. IKZF1 WT 47%) mientras que los
pacientes con deleciones parciales eran los que realmente tenian mayor probabilidad de recaida
(79%). Los pacientes con delecién Unica de IKZF1 presentaron una tendencia a recaer menos que
los pacientes con delecidén de IKZF1 y otras alteraciones adicionales (CIR a los 5 afios IKZF1 DEL
Unica 20% vs. IKZF1 DEL asociada a otras CNA 79%, p=0,070). Los pacientes con delecién parcial
de IKZF1 y mas de 3 CNA tenian mayor probabilidad de CIR que los pacientes con delecién parcial
de IKZF1 y 3 0 menos CNA (CIR a los 5 afios IKZF1 DEL parcial y >3 CNA 89% vs. IKZF1 DEL parcial y
<3 CNA 71%, p=0,025). Por el contrario, dentro de los pacientes con mds de 3 CNA, aquellos con
delecion parcial de IKZF1 tenian mayor probabilidad de recaida que los que no tenian delecién de
IKZF1 (CIR a los 5 afios >3 CNA y DEL parcial IKZF1 89% vs. >3 CNA IKZF1 WT 67%, p=0,003).
Finalmente, las deleciones de este gen también influyeron negativamente en la supervivencia
global (SG), tanto en la serie global (SG a los 5 afios IKZF1 WT 50% vs. IKZF1 DEL 29%, p=0,023)
como en los pacientes con LAL Ph negativa (SG a los 5 afios IKZF1 WT 49% vs IKZF1 DEL 29%,

p=0,030). Al contrario que para CIR, no se observaron diferencias en la SG segun si las deleciones
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de este gen eran parciales o del gen entero. Estos resultados no variaron significativamente tras
censurar el seguimiento de los pacientes en el momento del trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH). Este prondstico adverso esta relacionado con la presencia de recaidas, ya
gue no se observaron diferencias significativas en cuanto a la mortalidad no relacionada con

recaida entre los pacientes con y sin delecidn de IKZF1.

Las deleciones de CDKN2A/B también fueron un marcador de mal prondstico tanto para la CIR
como para la SG en la serie global, y en ambos grupos de LAL, Ph+ y Ph negativa. En cuanto a la
CIR, los pacientes con delecion de estos genes tenian una probabilidad de CIR a los 5 afios del 68%
frente al 46% de la de los pacientes sin delecion (p=0,010) en la serie global. En la cohorte LAL Ph
negativa, la CIR de los pacientes con delecién fue del 65% frente al 46% de los pacientes sin
delecion (p=0,040) mientras que en la cohorte con LAL Ph+ todos los pacientes con delecién
recayeron frente al 42% de los pacientes sin delecién (p=0,071). La SG de los pacientes con
delecién fue significativamente menor que la de los pacientes sin delecion tanto en la serie global
como en los subgrupos de LAL Ph+ y Ph negativa. En la serie global, la SG a los 5 afios de los
pacientes con delecién fue del 25% frente al 57% de los pacientes sin delecidn (p=0,001). En la
serie Ph negativa, las SG a los 5 afios fueron de 26% y 56% respectivamente (p=0,008), mientras
que en pacientes Ph+ las SG fueron del 14% y 54% respectivamente, (p=0,025). Se obtuvieron
resultados similares tras censurar el seguimiento en el momento del TPH. La mortalidad no
relacionada con recaida fue comparable entre ambos grupos. No se observaron diferencias ni en

la SG ni en la CIR respecto al caracter heterozigoto u homozigoto de las deleciones.

El nimero de CNA, indicativo del grado de inestabilidad gendmica, también fue un marcador
capaz de discriminar el prondstico de los pacientes. Los pacientes con mas de 3 CNA tenian una
CIR a los 5 afios superior a la de los pacientes con 3 0 menos CNA (76% vs. 46%, p=0,008) en la
serie global y en el subgrupo con LAL Ph negativa (72% vs. 47%, p=0,058). Los pacientes con mas
de 3 CNA tenian menor probabilidad de SG a los 5 afios que aquellos que tenian 3 0 menos CNA,
tanto en la serie global (24% vs. 52%, p=0,003) como en la cohorte con LAL Ph negativa (26% vs.
51%, p=0.016).

Finalmente se realizd un andlisis multivariable para identificar cuadles de estas CNA tenian valor
prondstico independiente de otras variables como la edad, numero de leucocitos,
inmunofenotipo, cariotipo, nimero de CNA y tratamiento. La edad avanzada y las deleciones de
EBF1 se asociaron a mayor resistencia al tratamiento, tanto en la serie global como en la cohorte

con LAL Ph negativa. De hecho, los pacientes sin delecién de EBF1 tenian una probabilidad de
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alcanzar la RC 7,4 veces (1/OR= 0,135) mayor que los pacientes con deleciéon. Un recuento de
leucocitos superior a 30x10°/L junto con las deleciones de IKZF1 fueron factores asociados a
mayor propension a sufrir una recaida en la serie global. La edad avanzada y las deleciones de
CDKN2A/B fueron factores predictivos de menor probabilidad de SG, tanto en la serie global como

en los pacientes sin reordenamiento BCR-ABL1.
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10.2. Articulo titulado: “Alteraciones en el nimero de copias en pacientes adultos con
leucemia linfoblastica aguda B madura, tratados con inmunoquimioterapia especifica”

En el afio 1997, la World Health Organization (WHO) definié la leucemia aguda linfoblastica con
morfologia L3 como la manifestaciéon leucémica del linfoma de Burkitt cuando éste infiltra la
médula ésea (MO). Uno de los factores prondstico adversos en el linfoma de Burkitt es la
infiltracién de la MO. Se ha analizado la presencia de alteraciones secundarias en muestras de
linfoma, pero existen muy pocos trabajos que analicen estas alteraciones en muestras de médula

6sea de pacientes con LAL B madura.

Mediante MLPA, se analizd la presencia de alteraciones en el nimero de copias (CNA) de genes
tipicamente desregulados en LAL de precursores B en 25 muestras de MO de pacientes con LAL B
madura en el momento del diagndstico. El objetivo de este trabajo fue analizar los perfiles
genéticos de la LAL B madura para constatar si la infiltracién leucémica de la MO confiere alguna
caracteristica genética distintiva. Para ello se compard el perfil de CNA de la LAL B madura con el

de las LAL de precursores B (ver trabajo anterior).

Los 25 pacientes analizados fueron tratados con el protocolo BURKIMAB-08 del Grupo PETHEMA.
Todos tenian reordenamiento del gen C-MYC por cariotipo o por FISH, la mayoria de ellos con IGH
(t(8;14)(q24;932)). Veintiun pacientes alcanzaron la remisién completa, 2 fallecieron en induccion
por infeccidn, 2 recibieron terapia paliativa y el restante fue refractario. La supervivencia global y

supervivencia libre de progresion a los 3 afios fueron del 47% y 55%, respectivamente.

A excepcidn de IKZF3, todos los genes analizados presentaron CNA. Sin embargo, las frecuencias
de estas CNA fueron diferentes a las observadas en la LAL de precursores B. Las deleciones de la
region 14q32.33 (IGHD, MTA1 y KIAA0284) fueron las mas recurrentes (40%) y su frecuencia fue
claramente superior a la registrada en las LAL de precursores B del primer articulo (16%). También
se observaron deleciones de genes de diferenciacién linfoide (IKZF1, EBF1, PAX5 y IKZF2, 4%-8%) y
de genes reguladores del ciclo celular (CDKN2A/B y RB1, 8%-12%), aunque con menor frecuencia
que las de las LAL de precursores B. No se identificd ninglin patrén de CNA con valor predictivo en
cuanto a infiltracion del sistema nervioso central, duracion de la remisién completa o

supervivencia global.
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10.3. Articulo titulado: “Copy number profiling of adult relapsed B-cell precursor
acute lymphoblastic leukemia reveals potential leukemia progression mechanisms”

Las recaidas son un hecho frecuente en la LAL del adulto y tienen un prondstico muy desfavorable
(supervivencia global post-recaida del 10%). Varios estudios en LAL pedidtrica han evidenciado
gue no existe un patron de alteraciones genéticas recurrente o caracteristico de las LAL en
recaida. Sin embargo, se han identificado algunas alteraciones con mas incidencia en muestras en
recaida que en muestras al diagndstico, lo que sugiere que podrian jugar un papel activo en la
progresion de la enfermedad. El perfil genético de las LAL del adulto en recaida estd poco

explorado en comparacién con el de los nifios.

El objetivo de este trabajo fue analizar los patrones de evolucion clonal e identificar alteraciones
genéticas con posible implicacion en la progresidn de la LAL de precursores B (LAL-B) del adulto.
Se disponia de muestras de médula 6sea o de sangre periférica de 31 pacientes en primera
recaida. También se disponia de muestra al diagndstico de 21 de estos 31 pacientes. Se analizé el

perfil de alteraciones en el nUmero de copias de estas muestras mediante MLPA y SNP arrays.

En primer lugar, se analizaron, mediante MLPA, las 31 muestras en primera recaida. Con una
mediana de seguimiento de 12,4 meses, la mediana de supervivencia global (SG) de la serie fue de
8 meses. Las deleciones de CDKN2A/B, IKZF1 y PAX5, asi como las duplicaciones de la region X/Y
PAR1 fueron las CNA mas frecuentes. No se identificd ninguna CNA con valor prondstico. Sin
embargo, el nimero de CNA por muestra tuvo valor predictivo, ya que los pacientes con mas de 3
CNA tenian peor prondstico que los pacientes con 3 o menos CNA (SG >3 CNA 4,2 meses vs. SG <3
CNA 9,7 meses, p=0,042). Cuando se analizaron las CNA en muestras pareadas de diagndstico y
recaida de 21 de estos pacientes, se observd una tendencia a adquirir deleciones bialélicas de
CDKN2A/B en la recaida. Asi, de 8 pacientes que presentaban deleciones heterozigotas al

diagnéstico, 7 de ellos las presentaron en homozigosis en la recaida (test de McNemar, p=0,070).

Se disponia de suficiente ADN de 19 de estas 21 muestras pareadas de diagndstico y recaida para

el andlisis por SNP arrays. Se obtuvieron resultados fiables de:

- muestras pareadas diagndstico y 12 recaida de 10 pacientes (de un paciente también se

disponia de muestra en 22 recaida).

- muestra pareada de diagndstico y 22 recaida de 1 paciente.

- muestra pareada de diagndstico, 22 recaida y 32 recaida de 1 paciente.
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- muestras en 12 y 22 recaida de 2 pacientes.
- muestras al diagndstico de 4 pacientes.
- muestra en 12 recaida de 1 paciente.

Se detectaron 554 CNA (409 deleciones -DEL, 125 duplicaciones -DUP, 20 pérdidas de
heterozigosidad -CN-LOH) en las 35 muestras de los 19 pacientes. Se observd un incremento
significativo en el nimero de CNA durante la progresiéon de la leucemia. Al diagnédstico, la mediana
de CNA por paciente fue de 12,3 (9,6 DEL, 2,3 DUP y 0,4 CN-LOH), en la primera recaida de 17,8
(12,6 DEL, 4,2 DUP y 1 CN-LOH) y en la segunda recaida de 21,0 (14,6 DEL, 6,4 DUP y 0.0 CN-LOH)
(test de McNemar, p=0,007). En todas las muestras pareadas entre diagndstico y primera recaida
(n=10) se evidencid un origen clonal comun, ya que todas ellas presentaban CNA comunes. En 6
casos, la muestra de la recidiva tenia CNA en comun con la del diagnéstico, pero también habia
adquirido y perdido otras CNA (evolucidn clonal a partir de un clon ancestral al del diagndstico).
En 4 casos, el clon de la recaida procedia de un clon mas evolucionado que el del diagnéstico, ya
gue compartia todas las CNA con el clon del diagnéstico, pero habia adquirido nuevas CNA.
Finalmente, 1 paciente mostré resistencia primaria al tratamiento, ya que el clon responsable de

la recaida presentaba exactamente las mismas CNA que el clon detectado en el diagnéstico.

Las CNA mas frecuentes en muestras de recaida en los pacientes con muestra pareada de
diagndstico y 12 recaida fueron las deleciones de CDKN2A/B (10/10, 7 de ellas en homozigosis),
MTAP (10/10), PAX5 (7/10), MLLT3 (6/10), PTPRD (5/10), IKZF1 (4/10), HOXA11 (3/10), KMT2E
(3/10), PRDM12 (3/10), ETV6 (3/10) y VPREB1 (3/10); y las duplicaciones de 17q (4/10), X/Y PAR1
(CRLF2 4/10 e IL3RA 5/10), 1924.2-g41 (3/10), 8921.3-g24.3 (3/10) y +21 (3/10), entre otras. Los
andlisis de gene ontology en muestras de 12 recaida de estos pacientes identificaron un
enriquecimiento significativo de deleciones en genes implicados en las vias de diferenciacién y

activacion de los linfocitos B, entre otros.

Analizando las muestras en recaida (n=15), no se identificd un patrén recurrente de CNA, aunque
existia cierta recurrencia en algunas regiones del genoma. Se detectaron duplicaciones vy
deleciones en genes con un papel contrastado en la leucemogénesis (CD34, FOXO03, IKZF1, BAALC,
MYC, PAX5, CDKN2A/B, RAG2, ATM, ETV6, RB1, TP53, ABCC3, RUNX1, ERG, hsa-miR-155, VPREB1,
CRLF2 y IL3RA, entre otros) en al menos 3/15 (20%) de los pacientes. Dado el pequefio tamafio de
la muestra, no se identificaron cambios significativos en la frecuencia de CNA entre el diagndstico

y la recaida.
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Finalmente, las CNA mas frecuentemente adquiridas de novo en recaida en pacientes con muestra
al diagndstico y 12 recaida o 22 recaida (n=12) fueron duplicaciones que afectaban a genes
involucrados en la proliferacion celular, homeostasis de las HSC o resistencia al tratamiento (p.ej.
FLT3, PHF10 y ABCC3), y deleciones de genes con funcién epigenética (KDM6A) o miembros del

complejo cohesina (STAG2).

Este trabajo ha sido enviado a revista para publicacidn.
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11. DiscusiON






La evidencia cientifica indica que las LAL son muy heterogéneas genéticamente, hasta el punto de
gue se podria afirmar que no existe una LAL genéticamente igual a otra. Esta puede ser una de las
razones clave de la variabilidad en el grado de respuesta al tratamiento. En este sentido, la
comunidad internacional trata de clasificar las LAL en funcién de sus lesiones genéticas y
fenotipicas para administrar tratamientos cada vez mas personalizados en funcién de las

caracteristicas especificas de cada LAL.

El avance del conocimiento ha ido en paralelo con los avances tecnolégicos. En el afio 1958 se
reportd el primer cariotipo de un paciente con LAL (601). El estudio del cariotipo por bandas G
contribuyd decisivamente en la identificacion de aberraciones cromosdmicas en pacientes de LAL.
En el afio 1970 se identificd por primera vez un caso de LAL con cromosoma Philadelphia (602). A
finales de los afios 1970 y principios de los 1980 se evidencié que las LAL eran heterogéneas en
cuanto al cariotipo y se intuia que éste podria tener valor predictivo de la evolucién de la
enfermedad (120,603,604). En la actualidad nadie duda del valor prondstico del cariotipo en la
LAL y éste es un parametro que tienen en cuenta todos los protocolos terapéuticos para asignar el
tratamiento. Las técnicas basadas en hibridacién de sondas o anticuerpos, PCR y secuenciacion
también contribuyen a mejorar la caracterizacion de las alteraciones genéticas con implicacion
prondstica a nivel de gen individual (605-607). Estos avances técnicos, junto con la optimizacién
de los esquemas terapéuticos, han contribuido decisivamente a la mejoria de las tasas de

supervivencia de los pacientes con esta neoplasia.

Mas recientemente, las tecnologias basadas en matrices (arrays) y secuenciacién de nueva
generacion han identificado nuevas mutaciones, CNA, pérdidas de heterozigosidad y alteraciones
a nivel epigenético que podrian jugar un papel activo y decisivo en la evolucion de la LAL. Hasta la
fecha, se ha generado muchisima informaciéon que ayuda a comprender la patogenia de la LAL y
que, seguramente, tendrd impacto en el tratamiento de los pacientes en un futuro no muy lejano.
Parece existir un sinfin de combinaciones de alteraciones genéticas capaces de desarrollar y dirigir
el comportamiento de las LAL. Existen varios factores prondstico “candidatos” en LAL a nivel de
gen individual, pero por el momento se tienen poco en cuenta en la toma de decisiones
terapéuticas, al contrario que el cariotipo. Es posible que la falta de consistencia en el significado
prondstico de estos genes en algunos estudios dificulte su incorporacion a los algoritmos de

asignacion de pacientes por grupos de riesgo.

Dado que las leucemias se originan por la adquisicién de al menos 2 eventos oncogénicos y que

las alteraciones a nivel de cariotipo (translocaciones y aneuploidias) son el primer evento en la
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leucemogénesis, no cabe duda de que las alteraciones a nivel de gen individual (segundo evento
oncogénico) también tienen que influir en la evolucién de la enfermedad vy, por tanto, deben
tener valor prondstico. La evaluacion de dicho impacto prondstico debe realizarse en cohortes de

pacientes tratados homogéneamente para evitar el sesgo inducido por el tratamiento.

El segundo articulo de esta Tesis Doctoral se centré en analizar la frecuencia y significado
prondstico de CNA en pacientes adultos con LAL B madura o leucemia de Burkitt (LAL3). Este
subtipo de “LAL” es el que presenta mejores tasas de supervivencia en la poblacién adulta. Dado
este buen prondstico, es probable que las LAL B maduras tengan una firma génica diferente de las
LAL de precursores B. La genética de los clones de linfoma de Burkitt que infiltran la médula ésea
esta muy poco explorada, a diferencia de los casos de linfoma de Burkitt sin infiltracion medular,

que estan mejor caracterizados.

La supervivencia global a los 5 afios de la serie fue del 55%, en linea con los resultados publicados
en la cohorte total de pacientes tratados con el esquema BURKIMAB-08 del Grupo PETHEMA
(545). Las deleciones de CDKN2A/B (2/3 de ellas en homozigosis) y de RB1 se detectaron en este
estudio con una frecuencia similar a la descrita por el grupo de la Universidad de Salamanca en
una serie de 40 linfomas de Burkitt, 19 de los cuales eran leucemias de Burkitt. Curiosamente, en
aquel estudio todos los casos de delecion de RB1 y tres cuartas partes de los casos de delecién de
CDKN2A/B se dieron en muestras de leucemia de Burkitt (608). La delecién de estos genes es
caracteristica de linfomas agresivos, como el subtipo de célula B activada del linfoma difuso de
células grandes B o el sindrome de Richter. Esto sugiere que la desregulacién del ciclo celular
debida a la pérdida de estos genes podria conferir el alto grado de proliferacién y diseminacion
gue caracteriza a estos linfomas y al linfoma de Burkitt que infiltra la médula ésea. El hecho mas
llamativo de nuestra serie fue la elevada incidencia de deleciones de la regién 14q32.33 (40%).
Esta regién contiene varios genes entre los que destacan MTA1, KIAA0284 (CEP170B) e IGHD. En
la mayor parte de los casos, las deleciones solo afectaban al gen IGHD. Existe la posibilidad de que
esta elevada tasa de deleciones sea el reflejo de la recombinacidon de los fragmentos VDJ y la
hipermutacidn no oncogénica de este gen, aunque estas deleciones no oncogénicas suelen darse
en la region V, del locus de IGH (609). También cabe la posibilidad de que estas deleciones se
produzcan como consecuencia del reordenamiento del gen c-MYC con IGH. Sin embargo, también
es posible que las deleciones de IGH se produjeran en el alelo no translocado, tal y como ocurre
en algunas entidades como el linfoma cutdaneo primario de célula grande, en los que no se
observan reordenamientos de IGH (610). Dada la poca cantidad de sondas de MLPA existentes

para esta regién, tampoco se puede excluir la posibilidad de que la incidencia de deleciones en
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otros genes de esta region sea mas elevada. Las deleciones de MTA1 se han descrito en tumores
de ovario, mama y pancreas (entre otros), en los que la sobreexpresién de MTA1 se asocia con
una mayor probabilidad de metastasis (611-613). También cabe mencionar que las deleciones de
MTA1 y KIAA0284 se han descrito en un 24% de LAL de precursores B pedidtricas y se
identificaron como un factor de mal prondstico (238). En el contexto de los linfomas de Burkitt,
Hernandez-Rivas et al detectaron una frecuencia de deleciones de la region 14g32.33 inferior a la
de este estudio (10% de las LAL3). Otros genes en esta regidn o muy proximos a esta region son
XRCC3, implicado en la reparacion del ADN, y TRAF3, un gen recurrentemente delecionado en
linfoma difuso de célula B y linfoma de Hodgkin (614,615). En este sentido hemos realizado un
array enriquecido con sondas en el brazo 14q para determinar la regién cominmente delecionada
e identificar los genes afectados en estos pacientes. En definitiva, nuestros resultados parecen
indicar que la definicidon de LAL B madura es un artificio, ya que molecularmente se asemeja mas a
los linfomas de Burkitt que a las LAL de precursores B. Si bien es cierto que esta entidad presenta
CNA en genes tipicamente desregulados en la LAL de precursores B, las frecuencias de estas CNA
no son comparables con las observadas en esta ultima entidad. Es probable que la menor
frecuencia de CNA con significado prondstico adverso presentes en la LAL B madura explique, al
menos en parte, el prondstico mas favorable de esta entidad en la poblacién adulta. Por otra
parte, estas diferencias en el prondstico también pueden deberse a que la LAL B madura presenta
una muy buena respuesta al tratamiento con anticuerpos antiCD20. Al contario de lo que ocurre
en la LAL B madura, en la que la expresién de CD20 es universal, solo el 30%-50% de las LAL de

precursores B expresa CD20 (616).

A diferencia de la LAL B madura, la LAL de precursores B del adulto presenta una mayor tasa de
recaidas, que ensombrece el prondstico de los pacientes. Las aproximaciones terapéuticas
actuales consiguen curar a menos de la mitad de los enfermos. Una mejor estratificacién de los
pacientes por grupos de riesgo puede contribuir a mejorar su supervivencia, por lo que es preciso
seguir estudiando el papel que desempefian las alteraciones genéticas en la patogénesis de la

leucemia.

En este sentido, el primer trabajo de esta tesis consistid en analizar la frecuencia y significado
prondstico de CNA en genes recurrentemente alterados en LAL de precursores B (LAL-B). Estas
CNA se habian identificado previamente en estudios de SNP arrays, principalmente en series de
pacientes pediatricos, y algunas de ellas habian demostrado tener significado prondstico (76,237).
Sin embargo, no todos los estudios efectuados en LAL pediatrica han reproducido estos

resultados. En la LAL-B del adulto existen muchos menos trabajos que analicen el impacto de
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estas CNA v, al igual que ocurre con los nifos, no existe un consenso claro sobre la importancia
gue tienen en el prondstico de los pacientes (77,162,271,617-620). La poblacion estudiada en el
primer trabajo de esta Tesis Doctoral incluyd 142 pacientes adolescentes y adultos diagnosticados
de LAL-B incluidos en los protocolos asistenciales del Grupo PETHEMA. La frecuencia de
deleciones del gen IKZF1 en nuestra cohorte fue similar a la descrita por el grupo francés GRAALL
(Group for Research on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia), mientras que fue ligeramente
distinta de las de los grupos inglés UKALL e italiano GIMEMA (Gruppo lItaliano Malattie
EMatologiche dell'Adulto). Hay que tener en cuenta que nuestra cohorte estaba formada
mayoritariamente por pacientes con LAL Ph negativa y con criterios de alto riesgo. La serie italiana
reportd una mayor frecuencia de deleciones de IKZF1, ya que estaba formada mayoritariamente
por pacientes con LAL Ph+ y con una mediana de edad superior a la nuestra (las deleciones de
IKZF1 son mas frecuentes en las LAL Ph+ y en pacientes de edad avanzada). Por el contrario, la
serie de pacientes con LAL Ph negativos del grupo britanico tenia una mediana de edad mas joven
y con mayor proporcién de pacientes de riesgo intermedio que la nuestra, por lo que no es de

extrafiar que la frecuencia de deleciones de este gen fuera menor que la del presente estudio.

Centrandose en el valor prondstico de las CNA analizadas, las deleciones de EBF1 fueron un
marcador de resistencia al tratamiento, ya que los pacientes con deleciones de este gen tenian
menor probabilidad de alcanzar la remisién completa. En LAL pedidtrica, el grupo de Saint Jude
habia identificado las deleciones de este gen como un factor predictivo de recaidas en una
cohorte exploratoria, aunque no pudo reproducir estos resultados en la cohorte de validacidon
(76). Posteriormente, el grupo de la Universidad de Nuevo Méjico observd la presencia de
deleciones de EBF1 en un grupo de pacientes con muy mal prondstico, muy probablemente LAL
Ph like (224). Por su parte, den Boer et al identificaron la presencia de deleciones de EBF1
exclusivamente en el subgrupo de LAL Ph like y las relacionaron con resistencia a L-asparaginasa y
daunorubicina (75). La LAL Ph like se caracteriza por la presencia de deleciones en varios genes de
diferenciacion linfoide, especialmente IKZF1, EBF1 y PAX5 (231). Curiosamente, en el presente
estudio detectamos una asociacion significativa entre la presencia de deleciones de IKZF1 y EBF1.
Ademas, la mitad de los casos con delecién de EBF1 presentaban deleciones concomitantes de
PAX5. La presencia de multiples lesiones en genes de diferenciacion linfoide podria detener la
diferenciacidn de los linfoblastos en estadios muy préximos al de la HSC y estas células podrian
conservar algunas caracteristicas de HSC, entre ellas la resistencia al tratamiento. En la LAL-B del
adulto, Moorman et al identificaron las deleciones de EBF1 como un marcador de mal prondstico

en LAL Ph negativas en analisis univariantes (162). Posteriormente, el grupo UKALL publicé una
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clasificacidn basada en el valor prondstico del cariotipo combinado con el de varias CNA, en la que
consideraba las deleciones de este gen como factores de mal prondstico junto con las deleciones
de IKZF1, CDKN2A/B, X/Y PAR1 o RB1 (366). Un articulo publicado recientemente sostiene que las
deleciones de EBF1 son un marcador de mal prondstico para la supervivencia libre de enfermedad

(620).

Las deleciones del gen IKZF1 merecen especial atencién, ya que su significado prondstico ha
motivado una gran cantidad de estudios y, pese a ello, no existe un consenso claro acerca de su
impacto en la supervivencia de los pacientes de cualquier edad. En nuestro estudio, las deleciones
de este gen fueron un marcador de propensidn a recaida en la serie global pero no en el subgrupo
de pacientes con LAL Ph negativa. EL grupo italiano GIMEMA ha descrito que las deleciones de
IKZF1 son un marcador de mal prondstico en pacientes adultos con LAL Ph+ (77). En pacientes con
LAL Ph negativa, el grupo francés GRAALL ha relacionado la presencia de deleciones de IKZF1 con
mayor incidencia acumulada de recaidas, mientras que el grupo inglés UKALL no ha encontrado
significado prondstico en estas alteraciones (162,271). Existen metanalisis en alrededor de 1000
pacientes adultos y en casi 5000 pacientes pediatricos con LAL-B que sugieren que las deleciones
de este gen son un marcador de mal pronéstico (276,621). El grupo italiano de LAL pediatrica
AIEOP (Associazione Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica) sugiere que las deleciones de IKZF1
son un marcador de inestabilidad gendmica y que esta inestabilidad es la responsable del
prondstico desfavorable de los pacientes con deleciones de este gen (277). En nuestro estudio
también observamos que los pacientes con deleciones de IKZF1 presentaban mayor cantidad de
CNA adicionales y que éstos tenian peor prondstico que los pacientes con delecion aislada del
gen. Sin embargo, dentro del grupo de pacientes con mas de 3 CNA, aquellos con delecion de
IKZF1 presentaban peor prondstico que los pacientes sin delecion, lo que sugiere que la
desregulacion de IKZF1 per se podria comportar mal prondstico. Por otra parte, algunos autores
sugieren que el valor prondstico de las deleciones de IKZF1 esta supeditado a otras alteraciones
de mal prondstico como por ejemplo la presencia del cromosoma Philadelphia. La isoforma
dominante negativa |k6 es la mas habitual en pacientes con LAL Ph+, tal y como también hemos
observado en este estudio (77,622). Las isoformas dominantes negativas son las que conllevan
mayor capacidad oncogénica y peor prondstico en modelos animales, ya que inhiben la funcidn de
las proteinas codificadas por el alelo no delecionado y la actividad normal de otros miembros de
la familia IKZF (259,264). Algunos autores sugieren que este escenario también es reproducible en
la LAL humana (622—624). Aunque la isoforma Ik6 podria comportar peor prondstico que otras

isoformas, un estudio internacional que evalud el impacto prondstico de diferentes isoformas de
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IKZF1 en LAL-B pediatrica no mostrd diferencias en el prondstico en funcién de la isoforma
generada por la delecion (278). Otra posibilidad para explicar estas diferencias en el impacto
prondstico de las deleciones de IKZF1 en funcidn de la presencia o no del cromosoma
Philadelphia, seria que las isoformas generadas por las deleciones de IKZF1 en pacientes con LAL
Ph+ interactian con otras vias desreguladas en la LAL Ph+ y esta interaccion confiere un fenotipo
mas agresivo que aquellas interacciones en pacientes con LAL Ph negativa. El estudio del grupo
francés y el nuestro sugieren que son las deleciones que generan isoformas parciales (entre ellas
la Ik6) las que confieren mal prondstico, mientras que los pacientes portadores de deleciones que
involucran a todo el gen tendrian el mismo prondstico que los pacientes sin delecidn (271). Es
posible que los pacientes con deleciones parciales tengan mayor expresion de isoformas
dominantes negativas que impidan la correcta funcién de las proteinas codificadas por el alelo
WT. Por el contrario, en los pacientes con delecién del gen entero en heterozigosis, el alelo no
delecionado podria compensar el efecto de la delecidn del otro alelo sin verse perjudicado por las
isoformas dominantes negativas, resultando en una menor desregulacion de la transcripcion
mediada por IKZF1 y otros miembros de la familia IKZF. En este sentido, hemos realizado un
estudio mediante RNAseq para detectar el perfil de expresidn génica de los pacientes con
deleciones de IKZF1 incluyendo pacientes con diferentes tipos funcionales de delecion.
Actualmente, se estan analizando los resultados obtenidos tras el analisis bioinformatico de los
datos crudos de la secuenciacidn. Otro aspecto a tener muy en cuenta al evaluar el significado
prondstico de las alteraciones de éste o cualquier gen es la presencia de otras alteraciones
concomitantes con significado prondstico. Un ejemplo son las deleciones del gen ERG, que son un
marcador de buen prondstico incluso en casos de LAL con delecién de IKZF1 (225,226). Aunque la
frecuencia de las deleciones de ERG es baja y no explica la disparidad de resultados entre los
diversos grupos de trabajo en cuanto al significado prondstico de las deleciones de IKZF1, es
posible que existan otras alteraciones no identificadas todavia que puedan modular su impacto
prondstico. Finalmente, hay que tener presente que la gran mayoria de los estudios que han
evaluado el significado prondstico de las deleciones de este gen son retrospectivos y con
tratamientos no siempre homogéneos. Una excepcion es el ensayo clinico realizado por el grupo
francés de LAL pediatrica EORTC-CLG 58951, en el que se aleatorizaba a los pacientes de riesgo
intermedio con deleciones de IKZF1 a recibir o no ciclos adicionales de reinduccién con vincristina
y esteroides durante el mantenimiento. Los pacientes con deleciones de IKZF1 que recibieron
terapia de mantenimiento adicional mostraron mejor supervivencia libre de enfermedad que los
pacientes con deleciones que no la recibieron, incluso fueron comparables con la de los pacientes

sin delecidn (272). Otro estudio del grupo francés argumenta que los pacientes con deleciones
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parciales tienen mayor probabilidad de supervivencia si reciben un TPH alogénico (625). Pese al
debate acerca del impacto prondstico de estas alteraciones, el grupo holandés de LAL pediatrica
DCOG también ha incorporado un afo adicional de mantenimiento para aquellos pacientes de
riesgo intermedio con deleciones de IKZF1 en su protocolo actual DCOG-11. Estos son ejemplos
claros de cdmo los datos de laboratorio se traducen en mejoras en el tratamiento, con impacto en
la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, el verdadero significado prondstico de ésta y otras

alteraciones genéticas debe acabar de definirse en el seno de mds estudios prospectivos.

Los genes CDKN2A y 2B fueron los mas recurrentemente alterados en esta serie y en la mayoria
de series de LAL-B del adulto (162,626). El impacto prondstico de las deleciones de estos genes es
controvertido tanto en series de pacientes pediatricos como en adultos, aunque es posible que
tenga mas influencia en la LAL del adulto. La consolidacién con un TPH en pacientes con delecidn
ofrece mas opciones curativas que la quimioterapia sin TPH (627). Dado que este gen ha centrado
muchas investigaciones en el pasado, es probable que las diferencias en la metodologia para
detectar las deleciones de estos genes estén detras de estas discrepancias. En nuestro estudio, las
pérdidas de CDKN2A/B se asociaron con una menor probabilidad de supervivencia global, tanto
en la serie global como en pacientes con LAL Ph negativa. Esta menor supervivencia podria ser
atribuible a una mayor incidencia de recaidas, ya que las deleciones de estos genes fueron un
marcador de mayor CIR en el andlisis univariante. Ademas, la mortalidad no relacionada con
recaida de los pacientes con o sin deleciones fue similar. No se detectaron diferencias en el
prondstico entre pacientes con deleciones heterozigotas u homozigotas, al igual que en el estudio
del grupo inglés (162). La haploinsuficiencia o la inactivacion del alelo no delecionado mediante
mecanismos epigenéticos podrian equiparar la cantidad de expresidon de estos genes resultando
en un mismo fenotipo. Sin embargo, un estudio reciente sugiere que la infraexpresion de este gen
so6lo se da en casos de delecién homozigota (362). Este hecho apoyaria los estudios que solo
atribuyen valor prondstico a las deleciones bialélicas del gen (362,369). Estos hechos, junto con
los resultados que se obtuvieron en el tercer articulo de esta tesis, inducen a pensar que quizas
los pacientes con deleciones de CDKN2A/B presentan, en realidad, una mezcla de clones con

diferente dotacién alélica en el momento del diagnéstico.

En este primer estudio se tratd de identificar marcadores con valor prondstico en pacientes
adultos con LAL de precursores B en el momento del diagndstico. Dada la elevada tasa de recaidas
que presenta la LAL-B del adulto, resulta evidente que estos enfermos necesitan con urgencia
tratamientos alternativos a los actuales. Y mas aldn cuando la aparicion de recaidas es

practicamente sinénimo de progresién fatal de la enfermedad, ya que solo el 10% de los
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pacientes en recaida sobrevive a la terapia de rescate. Por tanto, es imprescindible identificar
cuales son las alteraciones genéticas que comportan resistencia al tratamiento y conducen a la
recaida. Teniendo en cuenta estas premisas, se propuso analizar el perfil genético de la LAL-B del

adulto en recaida en el tercer articulo de esta tesis.

En primer lugar, se obtuvieron muestras de 31 pacientes en 12 recaida y se analizaron las mismas
alteraciones genéticas que evaluamos en las muestras al diagndstico mediante MLPA. No se
observaron diferencias significativas en la frecuencia de las CNA respecto al diagnéstico,
probablemente porque la serie del diagndstico estaba compuesta por pacientes de alto riesgo con
una elevada frecuencia de CNA de mal prondstico y, por tanto, potencialmente recidivantes. En
este sentido, las deleciones de IKZF1 y CDKN2A/B fueron las CNA mas recurrentes en recaida. Un
hecho Illamativo fue el aumento de la proporcién de deleciones homozigotas de CDKN2A/B en
recaida respecto al diagndstico. Debido al pequefio tamafio de la serie y al mal prondstico que
tienen todos los pacientes en recaida (mediana de supervivencia global de 8 meses en esta serie),
no fuimos capaces de identificar ninguna CNA con valor predictivo post-recidiva. Sin embargo, el
numero de CNA por paciente se asocid a un prondstico diferente. Todos los pacientes con mas de
3 CNA murieron antes del primer afio y medio post-recaida mientras que 5 pacientes con 3 o
menos CNA estaban vivos en el momento del estudio. Es probable que el peor prondstico de los
pacientes con mayor nimero de CNA se deba a que estas LAL disponen de mas mecanismos para
contrarrestar o eludir el efecto del tratamiento vy, probablemente, presenten mayor

heterogeneidad clonal.

Dado el pequefio tamafio muestral y la incapacidad de identificar ninguna CNA con valor
prondstico, se decidid tratar de identificar alteraciones genéticas con posible implicacion en la
progresion de la enfermedad a nivel de todo el genoma. Si se comparan muestras pareadas de
diagndstico y recaida de los mismos pacientes, es posible detectar qué alteraciones se mantienen
entre diagndstico y recaida y cuales se adquieren de novo durante la progresion de la leucemia.
Estas alteraciones adicionales muy probablemente confieren una ventaja para sobrevivir al
tratamiento y mantener el fenotipo leucémico (alteraciones driver). Por el contrario, las
alteraciones que desaparecen en recaida son las sensibles al tratamiento y no son imprescindibles
para la supervivencia del clon recidivante (alteraciones passenger). Con este raciocinio, se
analizaron muestras pareadas entre diagndstico y recaida de 19 de estos 31 pacientes mediante
SNP arrays. Estas muestras se habian analizado previamente con MLPA, por lo que pudimos
comparar el rendimiento de ambas técnicas. Se obtuvieron resultados concordantes en un 80% de

las CNA comparadas. Los resultados discordantes se dieron en muestras con una infiltracién
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tumoral préoxima al limite de deteccién de la MLPA. Los SNP arrays tienen una sensibilidad del
15%-20% frente al 30%-40% de la MLPA. Quizas por este motivo la frecuencia de deleciones de
IKZF1 o EBF1 (2 marcadores de resistencia al tratamiento identificados en el primer estudio)
fueron ligeramente inferiores en la recaida respecto al diagndstico en el analisis con MLPA.
Precisamente los casos en que estas CNA desaparecieron en la recaida pertenecian a muestras
con baja infiltracion tumoral en la muestra de recaida. Por el contrario, los SNP arrays fueron
capaces de detectar la permanencia de estas CNA entre diagndstico y recaida en todos los casos.
Ambas técnicas coincidieron en la deteccidn de una tendencia a adquirir deleciones de CDKN2A/B
en homozigosis durante la progresion de la leucemia. Un 83% de las deleciones de CDKN2A/B en
recaida eran bialélicas frente al 31% detectado en el momento del diagndstico (test de McNemar
p=0,070). Este hecho, junto con la elevada frecuencia de deleciones en recaida, sugiere que la
desregulacion por completo de este gen es necesaria para la progresion de la leucemia en una
proporcién significativa de casos. También induce a pensar que los pacientes que presentan
deleciéon de estos genes en el diagndstico son, en realidad, portadores de clones minoritarios con
delecion homozigota. La presencia de clones de mayor tamafio con CDKN2A/B WT o en
heterozigosis podria enmascarar la presencia de estos subclones homozigotos, los cuales serian
capaces de sobrevivir a la terapia y se expandirian hasta constituir el clon mayoritario en la

recaida.

Los SNP arrays también permitieron identificar un aumento significativo del nimero de CNA por
paciente durante la progresidon de la leucemia. Las medianas de nimero de CNA aumentaron
desde 12,3 en el momento del diagndstico, hasta 17,8 en la primera recaida y 21 en la segunda
recaida (test de McNemar p=0,007). Esto indica que, a mayor cantidad de alteraciones, mayor
capacidad adaptativa a la presidon selectiva ejercida por la quimioterapia. Los clones con mayor
numero de vias de sefalizacion desreguladas tienen mas opciones de evadir o contrarrestar la

inhibicién de las vias sobre las que actua la quimioterapia.

Ademads de analizar qué alteraciones aparecen y desaparecen durante la progresion de la
leucemia e intuir cuales de ellas son relevantes para la resistencia al tratamiento, la comparacién
de muestras pareadas entre diagndstico y recaida también permitié identificar los patrones de
evolucidn clonal y compararlos con los reportados en nifios con LAL. En mas de la mitad de los
pacientes, el clon responsable de la recaida procedia de un clon ancestral al detectado en el
diagnédstico. Una tercera parte de los pacientes presentd una evolucién clonal a partir del clon
detectado en el diagndstico, mientras que una paciente presentd el mismo clon que en el

diagnéstico. Por el momento, se desconoce si el tipo de evolucion clonal influye en la respuesta al
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tratamiento de rescate. La duracion de la remisién completa antes de presentar la recaida es un
factor prondstico para la supervivencia global tras la recidiva (11). Pese a que la paciente que
presentd el mismo clon en el diagndstico y la recaida fue la que presenté la menor duracién de la
remisién completa (4 meses), no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en las
medianas de duracién de la remision completa en funcidn del tipo de evolucidn clonal. Estos
resultados son comparables con los publicados en pacientes pediatricos, lo que sugiere que los
patrones de evolucion clonal son similares en todas las edades, aunque la frecuencia de las CNA
puede diferir en funcién de la edad, lo que podria explicar las diferencias en la supervivencia post-

recaida entre nifios y adultos (66).

Como se ha comentado anteriormente, las LAL en recaida presentan una gran cantidad de CNA.
Ademas, el grado de heterogeneidad de éstas es muy alto, por lo que no existe una firma
recurrente de CNA en recaida. Este analisis sugiere que no hay una LAL exactamente igual a otra
tanto en el diagndstico como en la recaida y que existen numerosas combinaciones de
alteraciones genéticas con capacidad leucemogénica. Sin embargo, ciertas vias metabdlicas
estaban afectadas por CNA en mds de un 20% de los pacientes en el momento de la recaida.
Ademas de CDKN2A/B, otras CNA afectaron a genes que regulan el avance del ciclo celular (p.ej.
RB1 y CDKN1B). Los pacientes con delecién homozigota de CDKN2A/B no expresan este gen
supresor de tumores y serian candidatos a recibir tratamientos alternativos con inhibidores de
CDK. Los pacientes con deleciones concomitantes de CDKN2A/B y RB1 tendrian una desregulacion
del ciclo celular todavia mayor que los pacientes con delecion de CDKN2A/B. Esta desregulacion
conlleva la sobreexpresion de factores proliferativos E2F los cuales, a su vez, estimulan la
expresion del gen C-MYC. Ademas de inhibidores de CDK, estos pacientes serian tributarios de
recibir inhibidores del bromodominio BET de los genes C-MYC, IL7R y E2F para reprimir su
expresion (405). Otras deleciones frecuentes afectaron a genes que promueven la diferenciacion
linfoide (p.ej. IKZF1, PAX5, RAG2, BLNK, VPREB1). Dado que es mas facil inhibir
farmacolégicamente la sobreexpresién de un gen que su infraexpresién, el tratamiento dirigido a
paliar el efecto de las deleciones constituye un desafio terapéutico. Existen dos estrategias para
contrarrestar la desregulacién de los genes infraexpresados: promover la expresion del alelo no
delecionado en las deleciones heterozigotas o inhibir ciertas vias de sefializacidn reguladas por
estos genes (vias downstream). Por ejemplo, los retinoides parecen estimular la expresién de
IKZF1, mientras que los inhibidores de las cinasas FAK parecen reducir la adhesion a la estroma
medular, la proliferacién aberrante asi como el caracter de HSC que tienen las células con

delecién de este gen (267,628). Dado el papel represor que tiene BLNK sobre la via JAK/STAT, los
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pacientes con delecidon de este gen podrian responder favorablemente a inhibidores de JAK y
mTOR (313). Las vias apoptodticas también presentaron diversas CNA, entre las que destacaban las
deleciones de TP53, ATM, FOX03 y BTG1 o las duplicaciones de genes antiapoptdticos como
BIRC5 y XIAP (BIRC4), entre otras. La inhibicion de BIRC5 y XIAP podria ser una estrategia

prometedora para estos pacientes (579,629).

En cuanto a la adquisicion de CNA exclusivamente en recaida, las duplicaciones mas frecuentes
afectaron a genes implicados en la proliferacion celular (p.ej. FLT3, PIK3R1, STATS5B, STATSA,
STAT3, CRLF2, IL3RA), regulacién de la homeostasis de las HSC (p.ej. PHF10, PDCD?2) y resistencia a
farmacos (p.ej. ABCC3, MSH3, HMGB1). Los inhibidores de JAK/STAT y los inhibidores de mTOR y
PI3K podrian ser efectivos en pacientes con duplicaciones de genes implicados en esta via (STAT3,
STATSA, STATSB, PIK3R1, CRLF2 y IL3RA), mientras que los pacientes que tienen duplicacion de
FLT3 es probable que sobreexpresen el gen y puedan beneficiarse de la terapia con inhibidores de
FLT3 (99,193). Las duplicaciones de genes que regulan la funcidn de las HSC y les confieren mayor
capacidad autorregenerativa son especialmente delicadas desde el punto terapéutico, ya que su
inhibicién podria afectar a la hematopoyesis sana. Una posible estrategia seria analizar los perfiles
de expresién de las células con estas alteraciones y compararlas con las de las HSC sanas para
encontrar rutas metabdlicas desreguladas solo en las células leucémicas. Es decir, si una
alteracion es dificil de tratar sin afectar a la hematopoyesis sana o no se dispone de una terapia
efectiva contra esa alteracion, la identificacidon de alteraciones concomitantes en las células
tumorales puede ofrecer otras aproximaciones terapéuticas. Este mismo concepto también seria
aplicable en los casos con presencia de CNA con caracter quimiorresistente. En estos casos
también seria recomendable sustituir u omitir el farmaco contra el que se genera resistencia con
el fin de evitar toxicidades innecesarias. Las deleciones o las mutaciones inactivadoras de KDM6A
conllevan la modificacion del cddigo de las histonas dando lugar a una excesiva metilacion de la
lisina K27 y a la represidon de la expresidon de genes proapoptoticos (630). La terapia dirigida
contra los agentes que causan esta metilacién aberrante, como los genes del complejo PRC2
(EZH2, SUZ12 y EED), induce apoptosis gracias a la reactivacion de la expresion de genes
proapoptéticos (631). Finalmente, las deleciones de STAG2 conllevan la infraexpresidn de genes
de diferenciacion linfoide como BLNK, LAX1 y CD86. Tal y como se ha comentado anteriormente,
el uso de inhibidores de JAK podria ser efectivo para mimetizar el efecto que tiene BLNK sobre

esta via.

En este trabajo se han identificado numerosas CNA potencialmente implicadas en la resistencia al

tratamiento y la progresion de la LAL de precursores B en la poblacién adulta. Es importante

171



recalcar que actualmente existen diversos ensayos clinicos que estan evaluando la eficacia de
inhibidores contra estas vias desreguladas, algunos de ellos con resultados prometedores. Un
dato intrigante es el papel que pueden jugar los genes con funcidn epigenética en la progresion
de esta enfermedad (p.ej. modificadores del cddigo de las histonas), ya que las deleciones y
mutaciones de estos genes parecen ser mas habituales en LAL en recaida que al diagnédstico
(413,458,471). Es posible que, al actuar a nivel de todo el genoma, la alteracion de estos genes
desregule la expresién de una mayor cantidad de genes que, por ejemplo, un factor de
transcripcién. Ademas, la alteracidén de algunos genes modificadores de la cromatina parece
conferir a la célula leucémica un fenotipo similar al de célula stem, hecho que podria favorecer la

resistencia al tratamiento (473).

Teniendo en cuenta los resultados de los trabajos de esta Tesis Doctoral, una conclusién evidente
es que la LAL es una neoplasia extremadamente heterogénea a nivel genético. Este hecho sugiere
gue es necesaria una caracterizacion genética profunda en el diagndstico en cuanto a cantidad de
genes estudiados y en cuanto a la sensibilidad de las técnicas utilizadas, y una monitorizacién de
la ERM durante el tratamiento con herramientas lo mas sensibles posible y capaces de detectar
toda la heterogeneidad clonal que define a esta neoplasia. Debido a esta gran heterogeneidad
genética, es preciso seguir clasificando esta leucemia segln sus alteraciones genéticas y
fenotipicas. Los algoritmos que se usan en la actualidad para categorizar a los pacientes por
grupos de riesgo y asignar tratamiento han contribuido a mejorar la supervivencia de los
pacientes. Sin embargo, es necesario incorporar nuevos marcadores con significado prondstico
para continuar incrementando las tasas de supervivencia. La incorporacidon de estos nuevos
marcadores puede ser larga debido a la complejidad genética de esta neoplasia. La elevada
cantidad de alteraciones genéticas concomitantes en las células leucémicas (algunas de ellas con
valor prondstico opuesto), las posibles interacciones entre ellas y el papel que desempefian los
genes en mas de una ruta metabdlica, auguran un escenario confuso que requiere un abordaje
amplio y meticuloso tanto a nivel de laboratorio como a nivel asistencial. Partiendo de la premisa
de que cada LAL es Unica genética y fenotipicamente, seguir avanzando por la senda de la
medicina personalizada parece ser la aproximacidon mads razonable para la erradicacion de esta
enfermedad. Para ello es imprescindible el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos
especificamente contra las dianas genéticas identificadas. Resulta esperanzador constatar la
mejoria de la supervivencia que se ha conseguido hasta la actualidad, y mas teniendo en cuenta
que esta mejora se ha fundamentado (especialmente en la LAL infantil) en la optimizacién de

protocolos terapéuticos basados en farmacos de la era pre-gendmica. En la era de la gendmica y
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en los albores de la medicina personalizada, se hace muy dificil no pensar que cada vez estamos
mas cerca de la curacién de todas las LAL minimizando a la vez los efectos secundarios del

tratamiento.
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12. CONCLUSIONES






Relativas al objetivo 1

Conocer, mediante andlisis de alteraciones en el numero de copias (CNA), las ganancias y pérdidas de
ADN en pacientes con LAL de precursores B y la LAL B madura y comparar el patron de dichas

alteraciones en ambos subtipos de LAL.

1. En la LAL de precursores B, las CNA mas frecuentes fueron las deleciones de los genes
CDKN2A/B, IKZF1 y PAX5. En cambio, en la LAL B madura las CNA mas frecuentes
afectaron a los genes de la regién 14932.33. Ello indicaria un patrén diferente de

alteraciones génicas en ambas LAL de linea B.

Relativas al objetivo 2

Determinar el impacto prondstico de las CNA en el momento del diagndstico en pacientes con LAL de

precursores By LAL B madura.

1. Ninguna de las CNA analizadas tuvo impacto prondstico en la LAL B madura.

2. En la LAL de precursores B, la delecién del gen EBF1, junto con la edad avanzada,
influyeron desfavorablemente en la probabilidad de obtener la remision completa tanto

en la serie global como en pacientes con LAL Ph negativa.

3. La delecién de IKZF1, junto con una cifra elevada de leucocitos al diagndstico, parece
aumentar la probabilidad de recaida en la serie global de pacientes con LAL de

precursores B.

4. Lla edad avanzada y las deleciones de CDKN2A/B fueron factores predictivos de menor
probabilidad de supervivencia global tanto en la serie global como en los pacientes sin

reordenamiento BCR-ABL1.

5. Por todo lo anterior, se deberia incluir el estudio génico de, como minimo, estas

alteraciones en la estratificacion prondstica de los pacientes con LAL de precursores B.
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Relativas al Objetivo 3

178

Analizar y comparar el patron de evolucidn clonal en los pacientes con LAL de precursores B en recaida y

tratar de identificar firmas génicas especificas de recaida.

Las LAL en recaida son mas complejas genéticamente que al diagndstico.

Todas las leucemias en recaida muestran un origen clonal comdn con la leucemia
detectada en el momento del diagndstico, aunque en la mayoria de casos se originan a

partir de un clon ancestral al clon inicial.

No existe una firma génica recurrente en recaida. Sin embargo, las deleciones
homozigotas de CDKN2A/B pueden jugar un papel activo en la progresion de la LAL de

precursores B.

Existe un incremento significativo del nimero de CNA durante la progresion de la LAL, lo

que refleja un aumento del grado de heterogeneidad clonal.

Los pacientes en recaida presentan desregulacion de multiples vias metabdlicas, entre
ellas las que afectan a resistencia a fdrmacos, diferenciacion linfoide, regulacién del ciclo
celular, apoptosis y homeostasis de las células progenitoras hematopoyéticas. Todo ello

podria explicar su mayor resistencia al tratamiento.
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