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INTRODUCCION

De acuerdo con la clasificacion de las neoplasias hematolédgicas de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), los Sindromes Mielodisplasicos (SMD) constituyen un
conjunto de enfermedades clonales de la célula madre hematopoyética caracterizado
por citopenias, displasia en una o mas lineas mieloides, hematopoyesis ineficaz y
aumento del riesgo de progresibn a Leucemia Mieloide Aguda (LMA).(1) Esta
definicion reune las principales caracteristicas clinicas y biolégicas de los SMD, pero
en el pasado no siempre estuvo clara la linea que los separaba de otras patologias
con caracteristicas en comun, como las leucemias agudas, las insuficiencias
medulares o las neoplasias mieloproliferativas crénicas. Debido a la ausencia de
rasgos patognomonicos, esto es, inequivocamente especificos, el diagnéstico de los
SMD continta basandose, desde hace décadas, en la microscopia Optica, con lo que
ésta tiene de subjetividad y de variabilidad entre observadores, y en la exclusién de
causas alternativas de citopenia o displasia, de ahi la necesidad de incorporar otras
técnicas, como la citogenética, la biologia molecular o la citometria de flujo, que
contribuyan a confirmar el origen clonal de la enfermedad y a despejar las dudas que
con frecuencia arroja la citomorfologia.(2) Al mismo tiempo, la gran heterogeneidad en
el comportamiento clinico de los SMD, fruto de la implicacion de mecanismos
fisiopatolégicos diversos, ha llevado a priorizar el desarrollo de herramientas
pronodsticas que ayuden a tomar decisiones individualizadas. Ademas, la escasa
respuesta de los SMD a los tratamientos convencionales obliga a la busqueda
constante de alternativas terapéuticas, especialmente aquellas adaptadas al perfil
genético de cada paciente.

A lo largo de la presente introduccion realizaremos, en primer lugar, un recorrido a
través de la historia de los SMD, lo que nos permitira entender mejor su compleja
fisiopatologia y las dificultades que entrana su diagnéstico. Luego, exploraremos el
papel que ha desempefiado la citogenética en el diagnostico y el prondstico de los
SMD. Continuaremos con una exposicion de los aspectos mas relevantes de la
epidemiologia, el diagnéstico, el prondstico y el tratamiento de los SMD en la
actualidad. Finalmente, trataremos en profundidad el papel que desempena
actualmente la biologia molecular y como las mutaciones somaticas, objeto de nuestro
estudio, nos pueden ayudar a mejorar el diagnostico, refinar el pronéstico y optimizar
el tratamiento de estos pacientes.
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INTRODUCCION
1.1. EVOLUCION HISTORICA DE LOS SiINDROMES MIELODISPLASICOS

Fue Cornelius Parker Rhoads quien, en 1938, empled por primera vez el término
anemia refractaria para referirse a un tipo de anemia que no respondia al tratamiento
con hierro o extracto de higado, empleado entonces en el tratamiento de la anemia
megaloblastica, debido a su alto contenido en vitamina B12, ademas de otros
nutrientes, como hierro y &cido félico.(3) Sin embargo, de los 100 casos referidos por
Rhoads a la American Medical Association, posiblemente solo eran verdaderos SMD
menos del 10%, en tanto que el resto correspondia a aplasias medulares,
mielofibrosis, leucemias agudas, hepatopatias u otras neoplasias.(4) Desde entonces,
el vocablo, ampliamente utilizado hasta nuestros dias, ha coexistido con otras
denominaciones menos exitosas, aunque igualmente imprecisas, como preleucemia,

anemia pseudoaplésica, leucemia smoldering o sindrome dismielopoyético’.

El término preleucemia parece haber sido usado por primera vez en 1953 por Matthew
Block, quien examiné la médula ésea de 12 pacientes que habian desarrollado
leucemia aguda tras un periodo de “latencia” de entre 3 y 17 meses.(5,6) Todos ellos
presentaban citopenias, es decir, disminucion del numero de células sanguineas,
principalmente anemia con reticulocitos bajos, y una médula 6sea frecuentemente
hipercelular y con defectos madurativos (displasia), especialmente en la serie
granulocitica. Otros autores reportaron casos similares, como Richard W. Vilter, quien
en 1960 confirmd estos mismos hallazgos en 23 pacientes.(7) Enfermedades como la
aplasia medular o la hemoglobinuria paroxistica nocturna fueron englobadas bajo la
comun denominaciéon de preleucemia durante anos, debido a que la frecuencia de
leucemia aguda en estos pacientes era inusualmente elevada en comparacion con la
poblacién normal.(8-10) Jack J. Rheingold, en 1963, acufié el término leucemia
smoldering, que describia un tipo de leucemia con un curso mas benigno y
prolongado, caracterizado por anemia, trombopenia o leucopenia, hiperplasia medular
con escasa presencia de células hematopoyéticas inmaduras (blastos) y displasia.(11)

Janet D. Rowley, en 1966, distingui6 tres tipos de sindrome preleucémico: la aplasia
medular, los sindromes mieloproliferativos y los myelodysplastic disorders.(12) William
B. Fisher, en un articulo de 1973 titulado Preleukemia, propuso utilizar el término
mielodisplasia en lugar de preleucemia, dado que no todos los pacientes incluidos en
esta categoria acababan desarrollando leucemia.(13) Por su parte, Harriet S. Gilbert y
William Dameshek, propusieron en 1970 la denominacion sindrome mielodisplasico

! Término empleado por la clasificacion del grupo FAB de las leucemias aguda de 1976.
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INTRODUCCION

para todos aquellos trastornos hematopoyéticos que cursaban con anomalias en el
desarrollo de los precursores hematopoyéticos, lo que incluia a los sindromes
mieloproliferativos (actualmente renombrados como neoplasias mieloproliferativas) y a
los sindromes mielodisplasicos propiamente dichos y entidades afines, que estarian
originados por la interrupcion de la hematopoyesis normal, ocasionando un aumento
de precursores inmaduros o un defecto en la produccién de células hematopoyéticas
(hematopoyesis ineficaz).(14) Matti |. Saarni, quien seguia decantandose por el
término preleucemia a pesar de las objeciones de algunos autores que lo
consideraban demasiado “despectivo”, resumié las principales caracteristicas
morfolégicas de los SMD: anemia refractaria u otras citopenias, médula normalmente

hipercelular y displasia.(15)

La clasificacién de las leucemias agudas del Grupo Cooperativo Franco-Américo-
Britanico (FAB) de 1976 empleaba el término sindrome dismielopoyético para referirse
a “disorders associated with bone-marrow hypercellularity in which confusion with
acute myeloid leukaemia is possible”, haciendo hincapié en que la necesidad de
tratamiento en estos casos podia ser no tan urgente como en las leucemias agudas
propiamente dichas. Esta nueva entidad fue dividida en dos categorias: la Anemia
Refractaria con Exceso de Blastos (AREB) y Leucemia Mielomonocitica Crénica
(LMMC). La primera incluia lo que hasta ese momento algunos denominaban
‘preleukaemia’, ‘smouldering leukaemia’, ‘subacute leukaemia’ o ‘atypical leukaemia’, y
se caracterizaba por hiperplasia medular y diseritropoyesis, pudiendo presentar
también  disgranulopoyesis  (degranulaciéon, ndcleos  pseudo-Pelger)  y/o
distrombopoyesis (formas monolobuladas, micromegacariocitos), mientras que la
LMMC se caracterizaba por monocitosis e hiperplasia del compartimento granulo-
monocitico. En ambos casos, el porcentaje de blastos en la médula ésea no debia
superar el 30%, en cuyo caso el diagndéstico seria de LMA, al margen de cualquier otra
consideracién.(16)

En 1982, el grupo FAB credé una nueva clasificacibn de los ya definitivamente
rebautizados como sindromes mielodisplasicos, que seguia incluyendo la LMMC vy la
AREB, que se dividi6 en AREB y AREB en transformacién (AREB-T) segun el
porcentaje de blastos fuera inferior o superior, respectivamente, al 20%. A éstas se
anadieron la Anemia Refractaria propiamente dicha (AR) y la Anemia Refractaria con
Sideroblastos en Anillo (ARSA). Para establecer el diagnéstico de sindrome
mielodisplasico se tuvieron en cuenta en aquel momento la presencia de displasia

significativa, el porcentaje de blastos en médula y sangre periférica y la existencia de
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INTRODUCCION

sideroblastos en anillo (eritroblastos con depdsito perinuclear de granulos de
hemosiderina) en proporcion superior o igual al 15%. Los rasgos displasicos de las
tres series fueron minuciosamente definidos para garantizar el maximo de
concordancia en la observacion de las extensiones de médula 6sea y evitar asi errores

diagnésticos.(17)

En 1999 las OMS realizd una clasificacion de las neoplasias hematologicas que
eliminaba la categoria AREB-T, rebajando asi el porcentaje minimo de blastos para
establecer el diagndstico de LMA del 30 al 20%, e incorporaba tres nuevas entidades:
la Citopenia Refractaria con Displasia Multilinea (CRDM), el Sindrome 5g- y el SMD
inclasificable. La LMMC fue transferida a un nuevo grupo: el de los sindromes
mielodisplasicos/mieloproliferativos (SMD/NMP).(18)

Como ya se ha apuntado, uno de los rasgos distintivos de los SMD es el riesgo de
progresion a LMA. Las primeras investigaciones realizadas en estos pacientes
condujeron a los hematélogos a preguntarse si la existencia de preleucemia era
condicion sine qua non para desarrollar leucemia.(13,14) Los expertos parecian
dividirse entre 2 modelos explicativos: el preleucémico, que interpretaba que los SMD
formaban parte de la misma entidad que la LMA, pero en un estadio evolutivo anterior
a ésta, y el displasico, segun la cual los SMD no serian trastornos malignos per se,
pero debido a eventos clonales en su desarrollo algunos pacientes acabarian
transformandose.(19) Hoy sabemos que el riesgo de progresion a LMA se sitia en
torno al 30%, aunque varia ampliamente entre los SMD de bajo y alto riesgo.(20) La
transformacién leucémica parece ser el resultado de la acumulacion de errores
genéticos, que confieren a las células mutadas (clon) una ventaja selectiva sobre el
tejido hematopoyético sano; una vez alcanzada esta fase, la enfermedad presenta una
evolucién réapida y agresiva y un pronéstico especialmente desfavorable, incluso con

tratamiento.

El anterior repaso histérico nos ha permitido examinar lo complejidad del diagnéstico
de los SMD. La actual clasificacién de la OMS, de 2017, ha desterrado el concepto de
anemia refractaria, con el que iniciamos este recorrido, considerado obsoleto e
impreciso, y ha optado por la comun denominacién de SMD en todos los casos, de tal
forma que reconoce las siguientes entidades diagnésticas: SMD con displasia unilinea
(SMD-DU), SMD con displasia multilinea (SMD-DM), SMD con sideroblastos en anillo
(SMD-SA) con displasia uni o multilinea, SMD con exceso de blastos tipo 1 (SMD-EB
1, 5-9% de blastos), SMD con exceso de blastos tipo 2 (SMD-EB 2, 10-19% de
blastos), SMD con delecion 5q aislada y SMD inclasificable, sin olvidar los SMD/NMP,
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INTRODUCCION

como la LMMC y el SMD/NMP con sideroblastos en anillo y trombocitosis (SMD/NMP-
SA-T), que ha sido recientemente incorporado a esta clasificacion. Estas nuevas
denominaciones tratan de aportar claridad y de simplificar el diagnéstico, pero casi
todas ellas estan basadas en la citologia éptica, que aunque fundamental, resulta
insuficiente no sélo para diagnosticar, sino para establecer un prondéstico adecuado, de
ahi la importancia que tuvo la citogenética a la hora de comprender mejor la
fisiopatologia de los SMD y lograr un manejo mas adecuado de estos pacientes.

1.2. CITOGENETICA EN LOS SINDROMES MIELODISPLASICOS

La técnica del cariotipado y su aplicacion al estudio de los tumores se desarrollaron en
los afos 50. En 1960, Nowel y Hugerford descubrieron la primera alteracion
citogenética especificamente relacionada con una neoplasia humana: el cromosoma
Philadelphia, un cromosoma de tamafno diminuto que parecia corresponder a un
cromosoma 22 que habia perdido la mayor parte del brazo largo y que se encontraba
virtualmente en todos los pacientes con Leucemia Mieloide Crénica (LMC).(21,22)
Aunque no se duddé en considerar esta alteracion como el evento inicial en el
desarrollo de la enfermedad, dada su altisima especificidad, tales hallazgos no
pudieron ser extrapolados a otras neoplasias hematoldgicas, en que las alteraciones
citogenéticas, mas que la causa, parecian eventos secundarios relacionados con la
progresion de la enfermedad. Los mismos autores describieron en 1962 varias
alteraciones citogenéticas en pacientes con LMA, aunque ninguna de ellas era
especifica.(23) En 1966, Rowley describié los hallazgos citogenéticos de tres
pacientes con preleucemia: en los 3 casos se detectaron anomalias numéricas de

cromosomas del grupo C.(12)

En 1970 aparecieron las técnicas de bandeo cromosoémico (bandas Q y bandas G),
que permitian reconocer regiones concretas en los cromosomas, lo que hizo posible
su correcta identificacion, asi como la de la mayoria de anomalias citogenéticas
numéricas y estructurales, como deleciones, adiciones, translocaciones, monosomias,
hiperdiploidias, etc. En afos posteriores, se identificaron varias alteraciones
citogenéticas recurrentes en pacientes con SMD, algunas de las cuales ya habian sido
descritas en LMA, como la monosomia 5 (-5), la delecion 5q (5g-), la monosomia 7 (-
7), la delecion 7q (79-), la pérdida del cromosoma Y (-Y), la delecién 20q (209-), la
trisomia 8 (+8) y el cariotipo complejo, definido como la presencia de 3 o mas
alteraciones citogenéticas.(19,24,25) Aunque ya se habia observado que la presencia
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INTRODUCCION

de alteraciones citogenéticas parecia asociarse a un mayor riesgo de progresion
leucémica en pacientes con preleucemia,(26) dos estudios realizados por Jorge J.
Yunis y Renee H. Jacobs en 1986 demostraron que los pacientes con SMD que tenian
un cariotipo anormal presentaban una mayor incidencia de progresién a LMA y una
menor supervivencia independientemente del subtipo FAB, siendo el cariotipo
complejo la alteracién de peor pronéstico, seguida de -7 o 79-.(27,28) En 1974
Herman Van den Berghe describié 3 casos de SMD con delecion del brazo largo del
cromosoma 5 (5g-) como alteracion citogenética aislada y un fenotipo caracteristico,
consistente en anemia macrocitica con hipoplasia de serie roja y megacariocitos
monolobulados, lo que consituyé el descubrimiento del primer SMD asociado a una
alteracién genética especifica, el sindrome 5g-, un importantisimo avance en la
comprension de la fisiopatologia de la enfermedad.(25,29)

Estudios posteriores han evidenciado que el porcentaje de anomalias citogenéticas en
los SMD se sitia en torno al 50%, aunque este porcentaje varia segun las series
estudiadas y el subtipo de SMD, siendo mas frecuentes entre los pacientes con
exceso de blastos. La alteracion citogenética mas frecuente es la delecién 5q, que se
encuentra hasta en el 15% de los SMD, siendo el punto de rotura cromosdémica mas
comun el situado en 5933.1, asociado al sindrome 5g-; por el contrario, el punto 5931
se asocia a SMD relacionado con el tratamiento (agentes citotoxicos o radiaciones
ionizantes) o a LMA con displasia. Las alteraciones del cromosoma 7 (-7/7g-) son
también frecuentes (10%) y se asocian a mal pronéstico y a SMD relacionado con el
tratamiento, donde su frecuencia alcanza el 50% de los casos. La trisomia 8 es la
Unica amplificacion recurrente en los SMD y presenta un pronéstico intermedio. La
pérdida del cromosoma Y, en varones, y la delecién 20q se asocian a buen prondstico
y son utiles para confirmar clonalidad y monitorizar la respuesta al tratamiento. Otras
alteraciones citogenéticas frecuentes son 11g- y 12g-.(30-33)

Los métodos citogenéticos mas comunmente empleados son el cariotipo convencional
y la Hibridaciéon In Situ Fluorescente (FISH, del inglés Fluorescence In Situ
Hybridization), que enfrenta el Acido Desoxirribonucleico (ADN) de la célula con
sondas fluorescentes complementarias de secuencias especificas, como, por ejemplo,
la regiéon 5933.1, ya descrita. El cariotipo es un método relativamente sencillo y barato
que permite identificar la mayoria de las alteraciones citogenéticas recurrentes en los
SMD, si bien requiere de amplia experiencia para su correcta interpretacién. En los
casos en los que no se obtienen mitosis, o el numero o la calidad de las metafases es

insuficiente (se recomienda evaluar al menos 20 metafases de buena calidad), se
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INTRODUCCION

debe realizar FISH, que es mas rapida, sensible y de facil interpretacion y puede
detectar anomalias cripticas y confirmar alteraciones cromosémicas conocidas. Sin
embargo, al tratarse de una técnica “dirigida”, la FISH s6lo permite examinar regiones
concretas, obviando el resto del genoma, por lo que no es sustitutiva del cariotipo. En
general, en los SMD se aconseja el empleo de las sondas -5/5g-, -7/7g-, 20g- y C8.
Sdlo el cariotipo ha sido validado como técnica con valor pronéstico, por lo que debe
realizarse siempre en todo paciente con sospecha de SMD y en caso de progresion,
siendo la FISH una técnica complementaria de éste.(34—36)

La citogenética ha sido fundamental en la investigacion de los SMD, aportando la
evidencia de su naturaleza clonal y convirtiéndose en uno de los pilares de su
diagnéstico, junto con la citologia Optica. Sin embargo, su importancia actual reside

sobre todo en su valor prondstico, como veremos mas adelante.

1.3. EPIDEMIOLOGIA Y DIAGNOSTICO DE LOS SINDROMES
MIELODISPLASICOS

Los SMD tienen una prevalencia en la poblacién general aproximada de 20 casos por
cada 100.000 habitantes, con una mediana de edad al diagndstico en torno a los 70
anos, siendo su frecuencia mayor en varones que en mujeres. Su incidencia es de 3-4
casos por cada 100.000 habitantes en EEUU y Europa Occidental. Los principales
factores de riesgo asociados a esta enfermedad son las radiaciones ionizantes, la
exposicion a agentes quimicos como el benceno y los pesticidas, la quimioterapia
(agentes alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa I, principalmente) y el consumo
de alcohol y tabaco, asi como los antecedentes familiares de neoplasia
hematolégica.(37,38) El riesgo de SMD se halla también aumentado en trastornos
congénitos como el sindrome de Blackfand-Diamond, la disqueratosis congénita o la
anemia de Fanconi.(37) Mas recientemente, se han identificado SMD de la infancia
secundarios a mutaciones germinales en genes como CEBPA, RUNXT1 o GATA2,
todas ellas relacionadas con neoplasias mieloides.(39)

Como ya hemos mencionado, el diagnostico de los SMD se realiza por exclusion de
otras causas.(40) En un requisito que existan citopenias significativas, que suele ser el
motivo de consulta habitual de estos pacientes: anemia (hemoglobina <11 g/dl),
neutropenia (neutréfilos <1.5 x10%) y trombopenia (plaquetas <100 x10%I). En
segundo lugar, debe haber algun grado de displasia, es decir, presencia de formas
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anémalas secundarias a defectos madurativos, que suele ser mas evidente en los
elementos maduros, pudiendo ser inicialmente valorada en una extensién de sangre
periférica. Sin embargo, ante toda sospecha de SMD, es obligatoria la realizaciéon de
un aspirado de médula 6sea. Esta suele presentar una celularidad aumentada, aunque
existe alrededor de un 10% de SMD hipoplasicos, pudiendo asociar un porcentaje
variable de blastos de hasta el 19%. La displasia puede estar presente en numero e
intensidad variable en una o varias series hematopoyéticas, siendo necesaria la
presencia de al menos un 10% de formas displasicas en una de las series en un
contaje de al menos 200 células.(41) Algunas formas displasicas altamente sugestivas
de SMD son los neutréfilos hiposegmentados (pseudo-Pelger) y degranulados, los
micromegacariocitos, los eritroblastos multinucleares, PAS positivos 0 con puentes
internucleares y los sideroblastos en anillo.(42) Ahora bien, las citopenias o la displasia
no siempre son cuantitativamente significativas y pueden tener otras etiologias
(estados carenciales, infecciones, trastornos hepaticos, intoxicaciones, consumo de
alcohol o farmacos, envejecimiento fisiolégico...), en tanto que los blastos pueden
estar ausentes. La presencia de marcadores citogenéticos por cariotipo o FISH
contribuye a apoyar el diagndéstico en los casos dudosos y confiere, al mismo tiempo,
valor prondéstico, por lo que debe realizarse a todos los pacientes con sospecha de
SMD al menos un cariotipo. La biopsia 6sea resulta de utilidad en los casos en que no
se obtiene grumo medular, se sospecha mielofibrosis asociada o la celularidad es
baja, y permite hacer el diagnéstico diferencial con la aplasia medular o las neoplasias
mieloproliferativas cronicas. La citometria de flujo, aunque no es imprescindible y su
uso no estd generalizado, pueden constituir una herramienta util en casos con
morfologia dudosa, al igual que el numero de Colonias Formadoras de Progenitores
(CFU), que suelen estar disminuidas en los SMD.(2)

Numerosos pacientes que son derivados a las consultas de hematologia, sin embargo,
presentan citopenias inexplicadas en ausencia de displasia significativa, blastos en
médula dsea o alteraciones citogenéticas tipicas, por lo que en 2007 se cred una
nueva categoria diagnoéstica, la Citopenia Idiopatica de Significado Indeterminado
(ICUS, del inglés Idiopatic Cytopenia of Undetermined Significance).(43) Los pacientes
con ICUS, aunque no cumplan criterios de SMD, deben ser vigilados, ya que pueden
desarrollar neoplasias mieloides hasta en un 25% de los casos.(44) En estos
pacientes, la realizacién de un panel de mutaciones mediante secuenciacion masiva

podria ayudar a clarificar el diagnéstico y predecir la evolucion futura.
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A. Prerrequisitos

1. Citopenia constante en una o mas de las lineas siguientes: eritroide (hemoglobina < 11/dl),
granulocitica (< 1.5 x10e9/1) o megacariocitica (plaquetas < 100 x10e9/1)

2. Exclusion de cualquier otra enfermedad hematolégica o no hematologicas como causa de
citopenia/displasia

B. Criterios decisivos

1. Displasia en al menos el 10% de las células de 1 linea mieloide 0 >15% de sideroblastos
en anillo en médula 6sea

2. 5-19% de blastos en médula 6sea

3. Anomalias cromosdmicas tipicas, por cariotipo o FISH*

C. Co-criterios (cuando se cumplen los prerrequisitos pero no los criterios decisivos, y
presenta manifestaciones clinicas tipicas

1. Fenotipo claramente indicativo de poblacién monoclonal en médula 6sea por citometria de
flujo

2. Datos moleculares de clonalidad: HUMARA, perfil génico, mutaciones puntuales

3. Disminucién de formacién de colonias en médula ésea y/o sangre periférica

Tabla I. Criterios diagnosticos de SMD (adaptado de Valent et al.). El diagndstico se
establece cuando ambos prerrequisitos y al menos uno de los criterios decisivos estan
presentes (obsérvese que la presencia de alteraciones citogenéticas tipicas tiene el mismo
peso diagnéstico que la displasia o el porcentaje de blastos, aunque si es el Unico de los
criterios decisivos que se cumple, el diagnéstico debe ser de alta sospecha de SMD). En caso
de no cumplir los criterios decisivos, los co-criterios pueden ayudar a diagnosticar al paciente
de SMD o de alta sospecha de SMD.

*Segun las recomendaciones de la OMS de 2017 la trisomia 8, la pérdida del cromosoma Y y la
del(20q) no deben considerarse definitorias de SMD en ausencia de hallazgos morfologicos de

SMD, ya que pueden presentarse en individuos sanos.

1.4. PRONOSTICO DE LOS SiINDROMES MIELODISPLASICOS

El pronéstico de los SMD es sumamente variable: los pacientes de bajo riesgo suelen
tener una supervivencia relativamente larga y baja probabilidad de transformaciéon a
LMA, en tanto que los de alto riesgo presentan una esperanza de vida limitada y
acaban progresando invariablemente a LMA. Por esta razén, determinar el pronéstico
de los SMD constituye un objetivo fundamental para los hematélogos, de ahi la
necesidad de identificar qué variables inciden directamente en la supervivencia y en el
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riesgo de transformacion a LMA y de desarrollar, a partir de dichas variables, indices
pronésticos adecuados.

En 1997 se creo el primer indice prondstico para SMD al margen de la clasificacion
OMS, la cual no tenia en cuenta la citogenética: el IPSS (International Prognosis
Scoring System).(35) Esta escala se basaba en tres variables: el porcentaje de blastos
en médula désea, el niumero de citopenias y el tipo y numero de alteraciones
citogenéticas, que se combinaban entre si para dar lugar a 4 grupos pronésticos: bajo
riesgo, con una mediana de Supervivencia Global (SG) de 5.7 afos; intermedio-1, 3.5
anos; intermedio-2, 1.2 anos; y alto, 0.4 anos. Sin embargo, a pesar de haber sido
validado y ampliamente utilizado por su sencillez y valor predictivo, el IPSS adolece de
ciertas limitaciones: confiere el mayor peso prondstico al porcentaje de blastos, no
tiene en cuenta la gravedad de las citopenias y sélo atribuye un pronéstico especifico
a un pequefo numero de alteraciones citogenéticas, englobando el resto de
alteraciones en la nebulosa categoria de riesgo “intermedio”™. En 2005, Malcovati et
al., del grupo italiano de SMD, desarrollaron la escala WPSS (WHO classification-
based Prognostic Scoring System), que incluia el soporte transfusional, el diagnostico
OMS vy la citogenética.(45) Sin embargo, el WPSS no logré aportar ventajas
significativas sobre el IPSS, por lo que su uso ha sido menos generalizado.

En 2012 aparecidé un nuevo indice prondstico, el IPSS revisado (IPSS-R), cuya
principal novedad fue que agrupaba todas las alteraciones citogenéticas en 5 nuevos
grupos de riesgo®.(32,36) Ademas, asignaba una puntuacién distinta a las citopenias
atendiendo a su gravedad. Combinando la citogenética, el porcentaje de blastos y las
citopenias se obtenian 5 grupos de riesgo: muy bajo, con una mediana de SG de 8.8
anos; bajo, 5.3 anos; intermedio, 3 afnos; alto, 1.6 anos; y muy alto, 0.8 afios. Ademas,
la nueva escala introducia la edad como factor prondéstico dentro de cada uno de los
grupos; asi, un paciente de mas de 70 afios con IPSS-R bajo tendria una mediana de
supervivencia de 4.2 afos frente a los 8.8 anos de otro con edad igual o inferior a 70
perteneciente al mismo grupo de riesgo. El IPSS-R ha sido sistematicamente

2 Bueno: normal, -5g-, -Y, 20g- como anomalias Unicas. Malo: alteraciones del cromosoma 7, cariotipo
complejo. Intermedio: otras alteraciones Unicas o dobles.

8 Muy bueno: -Y, 11g-. Bueno: normal, 20g-, 5g-, alteracién doble incluyendo 5g-. Intermedio: +8, +19, 7g-,
isocromosoma 17p, alteraciones Unicas o dobles no incluidas en otras categorias. Pobre: - 7, doble
incluyendo 7g-, inv(3)/t(3qg)/del(3q), cariotipo complejo con 3 alteraciones. Muy pobre: cariotipo complejo

con mas de 3 alteraciones.
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validado(46) y es hoy el indice pronéstico mas depurado y, por tanto, el de eleccion en

todo paciente con SMD al diagnéstico.

0 puntos 0.5 puntos 1 punto 1.5 puntos 2 puntos
Blastos MO (%) <5% 5-10% 11-20 21-30
Cariotipo Bueno Intermedio Malo
Citopenias 0-1 2-3

Tabla Il. IPSS (adaptado de Greenberg et al.). Bajo: 0 puntos. Intermedio-1: 0.5 — 1 puntos.
Intermedio-2: 1.5 — 2 puntos. Alto: 2.5 — 3.5 puntos.

1.5 3 4
0 puntos | 0.5 puntos | 1 punto puntos 2 puntos puntos | puntos
Blastos MO 0-2 >2-<5 510 >10
(%)
Hemoglobina
(g/dl) =10 8-<10 <8
Neutrofilos
(X109/|) =>0.8 <0.8
Plaquetas
(x10%) =100 50-99 <50
Cariotipo Muy Bueno Intermedio | Pobre Muy
bueno pobre
Citopenias 0-1 2-3

Tabla lll. IPSS-R (adaptado de Greenberg et al.). Muy bajo: 0 — 1.5 puntos. Bajo: >1.5 - 3

puntos. Intermedio: >3 — 4.5 puntos. Alto: >4.5 — 6 puntos. Muy alto: >6 puntos.

Recapitulando, si agrupamos las diferentes categorias de riesgo podemos reducirlas a
dos grandes grupos de pacientes, lo que resulta mas manejable desde el punto de
vista clinico: SMD de bajo riesgo y SMD de alto riesgo. Para Pierre Fenaux, deberian
considerarse SMD de bajo riesgo los que presenten un IPSS-R inferior a 4, mientras
que los de alto riesgo serian aquellos con una puntuacién de 4 o mas.(47) Tal
distincion es crucial, ya que los pacientes de bajo riesgo se tratardn de manera mas

conservadora, mientras que los de alto riesgo requerirdn un manejo mas agresivo.

Se han identificado otros factores de riesgo, que aun no han sido incorporados a
ningun indice prondstico, como la presencia de mielofibrosis grado 2 o 3,(48) o la
sobrecarga férrica, una complicacion habitual en pacientes politransfundidos.(49)
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1.5. TRATAMIENTO DE LOS SINDROMES MIELODISPLASICOS

A diferencias de otras hemopatias malignas, cuyo pronoéstico ha mejorado
significativamente gracias a la aparicion de nuevos farmacos, no han surgido aun
tratamientos que modifiquen de manera sustancial el curso natural de la mayoria de
los SMD. En el momento actual, las opciones terapéuticas para estos pacientes se
limitan al tratamiento de la anemia sintomatica con Agentes Estimulantes de la
Eritropoyesis (AEE) y Factor Estimulante de Colonias Granulociticas (G-CSF, del
inglés Granulocytic-Colony Stimulating Factor), los quelantes del hierro, la
lenalidomida en pacientes con sindrome 5g-, la quimioterapia intensiva y los agentes
hipometilantes en los SMD de alto riesgo, y el Trasplante de Progenitores
Hematopoyéticos (TPH).

Los primeros tratamientos para SMD de alto riesgo, empleados en los afos 80,(50,51)
consistian en regimenes de quimioterapia intensiva similar a los utilizados en
pacientes con LMA, basados en antraciclinas y citarabina a altas dosis. Dichos
esquemas permitian alcanzar un gran numero de respuestas completas (80-90%) en
sujetos jovenes, pero éstas eran poco duraderas y los pacientes acababan recayendo
tras un periodo breve de tiempo. Simultaneamente, el TPH alogénico comenzé a ser
empleado en el tratamiento de pacientes jovenes con SMD de alto riesgo, con
resultados satisfactorios (75% de supervivencia libore de recaida a los 2 anos en
pacientes con SMD-EB).(52,53) Pero, ¢qué hacer con los pacientes no candidatos a
regimenes intensivos, que eran la gran mayoria, o los que tenian SMD de bajo riesgo?
A finales de los afos 80 y principios de los 90 se realizaron los primeros ensayos
clinicos para evaluar la eficacia tanto del G-CSF como de los AEE en el tratamiento de
la anemia en pacientes de bajo riesgo, observandose alrededor de un 40% de
respuestas eritroides empleando ambos en combinacion.(54) Ya en la primera década
del siglo XXI, lenalidomida, un inmunomodulador empleado en el tratamiento del
mieloma multiple, demostré una extraordinaria eficacia en pacientes con sindrome 5g-.
Azacitidina, un antimetabolito analogo de nucledsido con accién hipometilante, se
convirtio en 2009 en el primer farmaco en demostrar una mejoria significativa de la
supervivencia frente al tratamiento convencional en pacientes con SMD de alto riesgo
y LMA con 20-30% de blastos.(55) El ultimo farmaco aprobado para el tratamiento de
los SMD ha sido luspatercept, indicado en SMD-SA y dependencia transfusional,
intolerantes o refractarios a AEE.
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1.5.1.Sindromes mielodisplasicos de bajo riesgo

El objetivo del tratamiento de los pacientes con SMD de bajo riesgo es reducir la
sintomatologia, prolongar la SG y mejor la calidad de vida. La anemia es la citopenia
mas frecuente en este grupo de pacientes (el 87% de los SMD tiene < 12 g/dl y un
63% tiene <10 g/dl o dependencia transfusional)(56) y condiciona la aparicién de
sintomas (sindrome anémico) que repercuten en la calidad de vida y agrava patologias
previas como la insuficiencia cardiaca o renal. Aunque la transfusion de hematies
mejora inicialmente los sintomas de los pacientes con SMD, se acompana de efectos
adversos, como la sobrecarga férrica, la aloinmunizacién (hasta un 15%),(57) las
reacciones transfusionales, la transmision de agentes infecciosos (VIH, VHB, VHC...)
o la sobrecarga de volumen, que se traducen en una menor supervivencia. Ademas, la
presencia de anemia en los SMD de bajo riesgo se ha asociado con un aumento del
riesgo de LMA.(56)

La sobrecarga férrica es una de las consecuencias mas evidentes de la transfusion
repetida de concentrados de hematies, habiéndose relacionado con un incremento en
las necesidades transfusionales, menor supervivencia y mayor riesgo de progresion a
LMA. Se ha demostrado, asimismo, que el uso de quelantes en pacientes con SMD de
bajo riesgo con dependencia transfusional mejora las citopenias y reduce la mortalidad
y el riesgo de progresion a LMA.(49) Deferasirox es actualmente el quelante mas
utilizado y del que mayor experiencia publicada se dispone (el estudio TELESTO ha
demostrado que mejora la supervivencia libre de evento frente a placebo, con un
adecuado perfil de seguridad).(58)

Agentes Estimulantes de la Eritropoyesis (AEE)

Los AEE son derivados sintéticos de la Eritropoyetina (EPO) humana, una hormona
segregada por el rindn que estimula la proliferacién de colonias eritroides en la médula
Osea. Actualmente, cuentan con aprobacién en pacientes con SMD de bajo riesgo con
anemia sintomatica,(59,60) debiendo emplearse al menos durante 8-12 semanas para
alcanzar una hemoglobina de entre 10 y 12 g/dl, y pueden asociarse a G-CSF si no
hay respuesta.(61) Entre sus efectos adversos mas frecuentes destacan los sintomas
gastrointestinales, la cefalea, la erupcion cuténea, la hipertension arterial y la
trombosis, sin bien se trata, en general, de un tratamiento bien tolerado segun todos
los estudios realizados.
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Para evaluar la respuesta a los AEE, se emplean los criterios IWG (/nternational
Working Group) del 2006: aumento de la cifra de hemoglobina en 1.5 g/dl o
disminucion de la dependencia transfusional en al menos 4 concentrados de hematies
cada 8 semanas.(62) La tasa de respuesta, con o sin G-CSF, se sitta en torno al 40%,
aunque oscila entre el 30% y el 60% segun las series publicadas, con una mediana de
duracién de la misma de entre 17 y 24 meses.(53,55,60—66)

Se ha observado un claro aumento de la supervivencia en los pacientes
respondedores respecto a los no respondedores a AEE(65,66,68,70), asi como en los
que inician precozmente el tratamiento(66). Segun el estudio realizado por Kelaidi et
al., los pacientes con respuestas inferiores a 6 meses tienen un pronéstico peor que
los que tienen respuestas mas duraderas, siendo éste similar al de los no
respondedores®.(71) Ademas de prolongar la supervivencia, los AEE mejoran
significativamente la calidad de vida(63,67,72) y no incrementan el riesgo de
LMA.(63,65,67,70)

En cuanto a los factores que influyen en la respuesta a los AEE, se han identificado de
manera bastante unanime algunas variables, como los niveles de EPO endbdgena, la
dependencia transfusional y el IPSS.(66,67,69,73,74) Se ha observado que cuanto
mas altos son los niveles de EPO enddgena, menor es la probabilidad de respuesta a
los AEE, y viceversa, ya que niveles altos de EPO revelarian una respuesta
insuficiente a la misma, a pesar de una secrecion adecuada; por el contrario, los
pacientes con niveles desproporcionadamente bajos en relacion al grado de anemia
podrian beneficiarse de dicho tratamiento(75). Se han propuesto diferentes puntos de
corte por encima de los cuales la probabilidad de respuesta decaeria
significativamente: 100, 200 o 500 U/I. También los pacientes con IPSS o R-IPSS de
bajo riesgo se benefician mas del tratamiento con EPO, mientras que los que tienen
una mayor dependencia transfusional responden peor, lo que probablemente refleja un
estado mas avanzado de la enfermedad y una menor respuesta a la EPO enddgena,
incapaz de mantener una eritropoyesis adecuada. Otras variables que influyen
desfavorablemente en la respuesta a los AEE son el porcentaje de blastos 210%, el
cariotipo anormal o la ferritina alta(69,73-75). A partir de la dependencia transfusional
y los niveles de EPO el grupo Nordico de SMD elabor6 en 1997 una escala predictiva

* La SG se calcul a partir de las 12 semanas en los no respondedores y a partir de la pérdida de
respuesta eritroide en los respondedores. Entre los no respondedores la SG fue de 40 meses. La SG fue
de 36.7 meses entre los respondedores de <6 meses y de 54.3 meses en los respondedores de >6 meses
(p=0.02), y la incidencia acumulada de LMA a 5 afos fue del 21.6% y del 9%, respectivamente (p=0.02).
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de respuesta a AEE, que se ha venido utilizando ampliamente®, aunque algunos
autores consideran que el punto de corte de 500 Ul/I que propone es demasiado alto, y
consideran mas apropiado bajarlo a 200 Ul/l (86% de los pacientes con
SMD).(63,75,76)

Lenalidomida

Lenalidomida ha sido hasta fecha reciente el Unico tratamiento con aprobacién en
pacientes con SMD de bajo riesgo que ha demostrado ser capaz de influir
favorablemente en el curso natural de la enfermedad. Su indicacién aprobada se limita
a pacientes con SMD de bajo riesgo y 5g- con dependencia transfusional, en los que
permite alcanzar mas de un 75% de respuestas eritroides y citogenéticas (el 45% de
ellas completas), con una mediana de tiempo hasta la respuesta de 4-5 semanas. La
respuesta a lenalidomida se ha asociado también a mayor SG y menor incidencia de
LMA (solo un 15% a 10 afnos en respondedores frente a un 67% en no
respondedores),(77—79) asi como a una mejor calidad de vida.(79,80) Lenalidomida ha
sido ensayada también en pacientes con SMD de bajo riesgo sin 5g-, con un 27% de
independencia transfusional®, aunque no existe aprobacién actualmente para esta

indicacion.(80) Sus principales efectos adversos son la neutropenia y la trombopenia.
Luspatercept

Luspatercept es el farmaco aprobado mas recientemente para el tratamiento de los
SMD. Se trata de una molécula que bloquea los ligandos que se unen a uno de los
receptores de la superfamilia TGF-beta (Transforming Grow Factor-beta), reduciendo
las senales de fosforilacion de SMAD2 y SMAD3 e impidiendo la eritropoyesis ineficaz.
Su indicacion se restringe a pacientes con SMD de bajo riesgo con sideroblastos en
anillos. Los pacientes que més se benefician del tratamiento son lo que presentan una
menor dependencia transfusional (independencia transfusional del 80% con <4
concentrados de hematies cada 8 semanas vs. 9% con >6 concentrados de hematies
cada 8 semanas.(81)

® Los pacientes sin dependencia transfusional y EPO <500 U/L tenian una tasa de respuestas del 61%,
frente al 14% en los pacientes con sélo un factor pronéstico. Otras escalas predictivas de respuesta mas
recientes son la ideada por Santini (EPO >200, R-IPSS de alto riesgo, ferritina >350), la de Houston (EPO
>100, IPSS de alto riesgo) y la de Buckstein (>100, dependencia transfusional, IPSS de alto riesgo).

® Se observé un mayor niimero de respuestas entre los pacientes con EPO enddégena <500 U/l (34.0% vs.
15.5% para >500 U/I).
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Otros tratamientos

Tradicionalmente, se han venido empleando en el tratamiento de los SMD farmacos
comunmente destinados a tratar enfermedades autoinmunes, como los corticoides, la
ciclosporina o la globulina antitimocitica humana, con respuestas variables.(56)
Aunque en la actualidad se les reconoce un papel limitado a estos farmacos, podrian
ser Utiles en pacientes jévenes, con <5% de blastos, médula hipocelular, haplotipo
HLA DR15, presencia de clon HPN o trisomia 8. También los andrégenos, como el
danazol, han sido empleados para tratar la anemia, con respuestas transitorias.

En cuanto al manejo de la neutropenia y la trombopenia las evidencias al respecto son
escasas. En el primer caso, puede emplearse G-CSF en aquellos pacientes con
infecciones de repeticion, mientras que en el segundo se puede recurrir a los analogos
de trombopoyetina, una alternativa eficaz, pero que en la actualidad no cuenta con
aprobacién.(41,82) Los pacientes con caracteristicas de alto riesgo (fibrosis, citopenias
graves, alteraciones citogenéticas de mal prondstico o mutaciones somaticas en
determinados genes), independientemente del IPSS o el IPSS-R, deben ser tenidos en
consideracién para la realizacién de un TPH alogénico.(41,47,83)

1.5.2.Sindromes mielodisplasicos de alto riesgo

En los SMD de alto riesgo el tratamiento debe ir encaminado a modificar el curso
natural de la enfermedad, evitando o retrasando la progresiéon a LMA e incluso, en los
casos en que sea posible, alcanzar la curacién. El prondstico adverso de los SMD no
se ha visto modificado sustancialmente por la aparicion de nuevos farmacos, por lo

que su tratamiento sigue constituyendo un gran reto.
Quimioterapia

La citarabina a bajas dosis se empez06 a utilizar en los afos 80 en el tratamiento de los
SMD.(84) Este farmaco, barato, poco toxico y de facil administracion, permite algun
grado de respuesta, pero no parece que aporte beneficios significativos en la SG ni en
la incidencia de transformacion a LMA en pacientes con SMD de alto riesgo, por lo que
en la actualidad ha caido en desuso.(85) En cuanto a la quimioterapia intensiva, se ha
venido empleando tanto en el tratamiento de la LMA como de los SMD desde hace
largo tiempo, con resultados infructuosos cuando no se sigue de la realizacién de un
TPH alogénico. La tasa de respuestas completas se situa en torno al 40-50%, peor
que la alcanzada por pacientes con LMA de novo, con una mediana de duracién de la
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misma inferior a 12 meses, siendo los pacientes con citogenética desfavorable los que
responden menos 0 recaen antes.(47,86) En general, se desaconseja el uso de la
quimioterapia intensiva en los pacientes con SMD de alto riesgo, salvo como puente al
trasplante alogénico en pacientes con una carga tumoral alta (>10% de
blastos).(47,83)

Agentes hipometilantes

Los agentes hipometilantes poseen un mecanismo de accién doble: inhiben la
metilacién del ADN (proceso que detallaremos mas adelante) y son citotéxicos a dosis
altas. Azacitidina es el Unico hipometilante que cuenta con aprobacién por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA, del inglés European Medicines Agency) para el
tratamiento de pacientes con SMD de alto riesgo (IPSS intermedio-2 o alto)’. El
estudio AZA-001(55) evidencié que la mediana de supervivencia de estos pacientes
era de 24.5 meses frente a los 15 meses de los pacientes tratados con regimenes
convencionales (quimioterapia intensiva, citarabina a dosis bajas o tratamiento de
soporte), con un 29% de respuestas globales y un 40% de pacientes con enfermedad
estable, siendo la mediana de duracién de la respuesta de 1 afo®.(87) Los factores
que afectan negativamente a la duracién de la respuesta son la citogenética de alto
riesgo, el mal estado general, los presencia de blastos en sangre periférica y la
dependencia  transfusional.(88) @ Ademas, azacitidina  consigue  mejorar
significativamente la calidad de vida de estos pacientes, siendo sus principales efectos
secundarios la neutropenia y la trombopenia.(88)

El mayor problema que plantea el uso de azacitidina es que los pacientes que no
responden o pierden la respuesta tienen un prondstico ominoso, siendo su mediana de
SG de tan solo 5.6 meses (28.9% al ano y 15.3% a 2 anos).(89) Llegados a este
punto, las opciones terapéuticas se vuelven extraordinariamente limitadas e

infructuosas.

” Decitabina cuenta con aprobacién por la EMA en LMA, pero no en SMD de alto riesgo, al no haber
demostrado beneficio significativo en supervivencia en los ensayos en fase 3 en comparacion con
azacitidina.

8 La SG a 2 afos en pacientes tratados con azacitidina fue del 50.8% vs. 26.2% en el grupo de

tratamiento convencional, mientras que la supervivencia libre de transformaciéon a LMA fue de 17.8 meses

vs. 11.5 meses, respectivamente.
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Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

El TPH alogénico constituye el Unico tratamiento capaz de curar a los pacientes con
SMD, incluso a aquellos que han recibido azacitidina previamente, con una SG a largo
plazo del 30-50% y una supervivencia libre de progresion a 2 afnos del 60%.(40,83,90—
93) La elevada mortalidad asociada a este procedimiento hace que solo una pequefa
proporcién de pacientes con SMD, que se situa en torno al 8-10%, se considere
candidata a recibirlo. Sélo los pacientes con IPSS intermedio-2 o alto se benefician del
TPH alogénico, ya que prolonga la supervivencia a largo plazo, mientras que en los
pacientes de bajo riesgo aumenta la mortalidad frente al tratamiento de soporte.(94) El
acondicionamiento de intensidad reducida se acompana de un mayor riesgo de
recaida, pero al mismo tiempo presenta una menor mortalidad relacionada con el
trasplante en comparacion con el acondicionamiento mieloablativo, por lo que este
ultimo se reserva sélo a pacientes de alto riesgo, jévenes y con buen estado
general.(83,90,91) Los pacientes con citogenética adversa, IPSS o IPSS-R elevado al
diagnostico, edad avanzada o enfermedad en progresion en el momento del trasplante
presentan mayor mortalidad y riesgo de recaida.(83,91,92)

Existe controversia acerca de cual es la estrategia terapéutica ideal previa al
trasplante: quimioterapia intensiva, hipometilantes o nada (trasplante directo). Los
primeros estudios ya evidenciaron que los pacientes con un porcentaje de blastos en
médula 6sea previo al trasplante superior al 10% tenian peor prondstico, mientras que
aquellos con un porcentaje mas bajo podian someterse directamente al mismo, sin
necesidad de induccidn previa.(52,95) Estudios mas recientes sugieren que azacitidina
podria ser tan eficaz como la quimioterapia como puente al trasplante en términos de
SG y Supervivencia Libre de Progresion (SLP), mejorando incluso los resultados de
ésta en paciente con citogenética de alto riesgo.(47,96—99) Otros autores consideran
gue no existen diferencias significativas entre la citorreduccién con hipometilantes o
quimioterapia y el trasplante directo, si bien el prondstico empeora considerablemente
en ausencia de respuesta a la quimioterapia en comparacion con el resto de

alternativas.(100)

Las complicaciones principales del trasplante son la Enfermedad Injerto contra
Receptor (EICR), también denominada enfermedad injerto contra huésped, que
consiste en el “ataque” inmune por parte de los linfocitos del donante a las células del
receptor, y las infecciones oportunistas. Aunque la EICR, especialmente en su forma
aguda, incrementa la mortalidad, son varios los estudios que han demostrado que
existe un papel beneficioso de la EICR cronica (EICRc) en el control de la enfermedad
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post trasplante y, por tanto, en la prevencién de la recaida, merced al “Efecto Injerto
Contra Leucemia” (EICL).(101-104) Algunos autores han observado que la induccion
con azacitidina se asocia a una menor incidencia de EICR aguda, lo que se cree
debido a la inhibicion de la proliferacion y activacién de los linfocitos T (accién
inmunomoduladora).(98,99)

El prondstico de los pacientes que recaen tras el trasplante alogénico es, en general,
muy desfavorable, sin bien existen estrategias para prevenir o tratar dichas recaidas.
En primer lugar, un adecuado manejo de la inmunosupresion, que debe encaminarse a
evitar la EICR aguda, pero permitiendo un cierto grado de EICL; en segundo lugar, el
seguimiento del injerto mediante los estudios de quimerismo y la constante
reevaluacion de la enfermedad con técnicas de Enfermedad Minima Residual (EMR),
como la citometria de flujo o la biologia molecular. Algunos autores recomiendan el
uso de Infusion de Linfocitos del Donante (ILD) o azacitidina de forma profilactica en
pacientes en los que se prevea una pronta recaida.(83,105,105) Azacitidina podria
tener también un efecto inmunomodulador en el post trasplante que podria resultar

beneficioso, al favorecer el EICL.(106)
Nuevos farmacos

En el momento actual se encuentran en fase de ensayo clinico diversos farmacos
destinados a pacientes con SMD de alto riesgo refractarios o en recaida tras
hipometilantes: nuevos hipometilantes (guadecitabina), inhibidores de histona
deacetilasa (vorinostat, pracinostat), inhibidores de BCL-2, inhibidores de IDHZ2 e
IDH1, activadores de p53 (APR-246) o inhibidores de check-point.

1.6. MUTACIONES SOMATICAS EN LOS SINDROMES MIELODISPLASICOS

Con el tiempo, la citogenética convencional dio paso a métodos de deteccion de
anomalias genéticas més sensibles, como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction) o, mas recientemente, la secuenciacién
masiva o Secuenciacién de Ultima Generacion (NGS, del inglés Next Generation
Sequencing). Esta ultima ha permitido identificar mutaciones presentes en la mayoria
de los SMD (hasta el 90% segun algunos estudios), superando asi las limitaciones de
la citogenética convencional y proporcionando una gran cantidad de informacién con

utilidad diagnéstica, prondstica e incluso terapéutica. Aunque la citogenética seguira
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empleandose y conservard, al igual que la citologia éptica, su utilidad en la practica
clinica, la biologia molecular desempefiara un papel cada vez mayor en el manejo de

estos pacientes.

Definimos mutacion, o variante, como cualquier cambio en la secuencia de ADN de
una célula. Una mutacion somadtica es toda mutacion adquirida que afecta al ADN de
una célula no germinal, o sématica, mientras que una mutacion germinal es la que
afecta al ADN de los gametos y es, por tanto, heredada por los descendientes del
individuo, que portardn dicha mutacion en todas las células de su organismo. Las
mutaciones somaticas se pueden clasificar en nonsense (el triplete resultante es un
coddn de parada y no codifica ningin aminoacido, dando lugar a un acortamiento de la
proteina resultante), missense (el triplete resultante codifica un aminoacido distinto) o
frameshift (se produce un desplazamiento en el marco de lectura, lo que altera toda la
secuencia de aminoacidos). Atendiendo a los cambios que introducen en la funcion de
un gen, se habla de mutaciones driver (conductoras) y passenger (pasajeras): las
primeras dan lugar a cambios que confieren una ventaja selectiva a la célula, mientras
que las segundas no se traducen en cambios funcionales y son, por tanto, silentes.
Algunas variantes son particularmente frecuentes entre la poblacion y dan lugar a
polimorfismos o SNP (Polimorfismos de Nucleétido Unico, del inglés Single Nucleotide
Polimorfisms), variantes de un unico nucleétido con una frecuencia 21% de la
poblacién que no tienen traduccién fisiopatoldgica y, por tanto, no se consideran driver
(esto es debido a que las mutaciones driver que afectan a la linea germinal suelen
perjudicar a los individuos que las portan, o que hace que su presencia entre la
poblacién sea muy baja).(107,108) Como normal general, para un mismo gen cada
mutacion afecta s6lo a uno de los alelos. La proporcion relativa de una variante en una
muestra dada se expresa mediante la frecuencia alélica o VAF (Variant Allele
Frequency), y oscila normalemente entre el 0% (ausencia de mutacién, 100% del alelo
normal) y el 50% (100% del alelo mutado)®.

Frederick Sanger desarroll6 en 1977 un exitoso método para secuenciar ADN (esto es,
obtener su secuencia de nucle6tidos) denominado secuenciacion por terminacion de

nucledtidos, que acab6d siendo de eleccion para la identificacibn de nuevas

% En ocasiones, la VAF de una mutacién supera el 50%, como ocurre con las mutaciones de genes
situados en el cromosoma X en varones, en los que la totalidad de la dotacion genética corresponde a un
Unico alelo, o cuando existe pérdida del alelo contrario. Cuando se trata de mutaciones de la linea
germinal, la VAF es exactamente del 50%, ya que la mutacion esta presente en todas las células del
individuo.
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mutaciones. Al mismo tiempo, la PCR, desarrollada en 1982 por Kary B. Mullis, que
permite amplificar secuencias de ADN en ciclos sucesivos de desnaturalizacion-
naturalizacion, incrementdé notablemente la capacidad de deteccién de anomalias
genéticas, con una altisima sensibilidad, empleandose en la actualidad en la deteccion
de la mayoria de las mutaciones conocidas en neoplasias hematoldgicas. A finales de
los 80 surgieron los primeros secuenciadores automatizados, asi como métodos
derivados del de Sanger, como la pirosecuenciacion (Nyren, 1985). En los afos 2000
aparecio la secuenciacion de segunda generacién, denominada secuenciacién masiva
o NGS. El primer secuenciador masivo con éxito comercial fue el GS20 de 454 Life
Science®© en 2005.(109)

La NGS ofrece importantes ventajas sobre otras técnicas: alta sensibilidad, estudio
simultaneo de multiples genes, secuenciacion del gen completo y no sé6lo de regiones
concretas, deteccion de mutaciones poco frecuentes o no conocidas, alta velocidad de
procesamiento y posibilidad de analizar varias muestras a la vez, lo que se traduce en
una importante reduccion de los costes y tiempos asociados al procedimiento cuando
se dispone de un alto volumen de muestras. Se puede secuenciar el genoma
completo, el exoma (las regiones codificantes) o genes concretos; este Ultimo tipo,
denominado secuenciacion dirigida, es el procedimiento mas empleado por ser mas
simple, facil de interpretar y util en la practica clinica, gracias al uso de paneles de
multiples genes.

El proceso de secuenciacién dirigida consta de varias fases. La primera, consiste en la
creacion de bibliotecas (libraries, en inglés), esto es, conjuntos de fragmentos cortos
de ADN, lo que puede llevarse a cabo mediante 2 estrategias principales: amplicones
y captura. La secuenciacion mediante amplicones consiste en producir masivamente
copias de pequefio tamafno de las regiones de interés mediante PCR utilizando
primers especificos. Luego, se identifican los amplicones mediante un indice o “codigo
de barras” (indel o barcode) y por ultimo se anaden adaptadores que delimitan la zona
a secuenciar; esta estrategia es mas rapida y mas especifica de las regiones diana,
pero susceptible de generar errores por la amplificacion del ADN. En la secuenciacion
mediante captura se generan fragmentos de ADN que son marcados con sondas
(enriquecimiento) y capturados por una matriz, que los separa del resto del ADN
fragmentado; a diferencia de la secuenciacién por amplicones, esta estrategia no
requiere PCR, por lo que se evitan errores de amplificacion, pero es mas costosa y
laboriosa. Una vez creadas las bibliotecas, el siguiente paso es la secuenciacién
propiamente dicha, que permite la obtencion de secuencias denominadas lecturas
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(reads), empleando para ello plataformas basadas en distintos métodos de
secuenciacion, como la secuenciacion por sintesis mediante terminacién reversible o
la secuenciacion por sintesis mediante adicién de un solo nucleétido. El parametro que
evalua si una region ha sido “leida” el suficiente numero de veces es la profundidad de
cobertura: a mayor profundidad, mayor confianza en la deteccién de variables poco
frecuentes (no olvidemos que cada lectura corresponde al ADN de una
célula).(110,111)

A finales de los afos 80 se identificaron las primeras mutaciones somaticas en
pacientes con SMD en oncogenes de la familia RAS, un grupo de genes que codifica
proteinas con funcion GTPasa que intervienen en la transduccion de sefales
intracelulares, y se observd que su presencia se relacionaba con progresion a
LMA.(112,113) Poco tiempo después, se identificaron en pacientes con SMD y LMA
secundaria (LMA-s) mutaciones en el gen p53 (hoy TP53), que codifica la proteina
homénima, descubierta en 1979, cuya funcién es prevenir la degeneracion neoplasica,
reparando el ADN y programando la apoptosis celular cuando la acumulacion de
errores impide el normal funcionamiento de la célula y la convierte en una potencial
amenaza para el organismo.(114,115) Varios estudios demostraron que estos
pacientes solian tener un cariotipo complejo y presentaban mayor incidencia de
transformacién a LMA.(115,116) Con el tiempo, se fueron descubriendo nuevas
mutaciones relacionadas con patologias mieloides en otros genes, como RUNX1, IDH
o TET2, pero ha sido en los albores del nuevo siglo, tras de la implantacion de la NGS,
cuando se han empezado a llevar a cabo estudios de secuenciacién de mudltiples
genes en paralelo en grandes series de pacientes.(117-123)

El porcentaje de pacientes con SMD con mutaciones somaticas, empleando paneles
que cubren hasta 100 0 mas genes implicados en neoplasias mieloides, alcanza hasta
el 90%.(118) Este porcentaje es muy superior al que se puede alcanzar con la
citogenética convencional, dada la mayor sensibilidad de la NGS, y en teoria podria
llegar al 100% de los pacientes con SMD con una cobertura lo suficientemente amplia.
Los pacientes con SMD presentan una mediana de 2 o 3 genes
mutados,(118,121,122) aunque algunos pueden exhibir un niumero considerablemente
mayor o, por el contrario, no presentar mutaciones en los genes estudiados. Al igual
gue sucede con las alteraciones citogenéticas, no existen mutaciones especificas de
SMD, si bien hay mutaciones que se asocian a determinados subtipos, como
veremos.(123)
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Los genes mas frecuentemente mutados en pacientes con SMD son SF3B171 (el
primero segun las series de Papaemmanuil y Malcovati) y TET2 (el primero segun las
de Haferlach y Béjar). También es habitual encontrar mutaciones en los genes SRSF2,
UA2F1, DNMT3A, ASXL1, RUNX1 o TP53. En general, ninguna mutacién ha sido
hallada en mas del 20% de los pacientes con SMD, si consideramos todos los
subgrupos, y la mayoria lo esta en menos del 10%. Mientras que algunas mutaciones
se asocian entre ellas con una frecuencia superior a la esperada (p.ej. SF3B1 y
DNMT3A), otras parecen exluirse mutuamente (p.ej. las que afectan a genes de
splicing entre si), o tienden a presentarse aisladas (p.ej. SF3B71 o TP53). Algunas
mutaciones se asocian a rasgos fenotipicos especificos, como las de SF3B1 a los
sideroblastos en anillo.(123,124)

1.6.1.Prondstico de las mutaciones somaticas

Resulta de gran interés determinar el papel de las mutaciones somaticas en el
prondstico de los pacientes con SMD. Sin embargo, debemos ser cautos a la hora de
extraer conclusiones, ya que la NGS cuenta con ciertas limitaciones y, ademas,
genera una enorme cantidad de informacién que puede resultar dificil de interpretar.
Para empezar, mientras que el cariotipo nos proporciona una visién global del genoma
del paciente, la NGS se aplica s6lo a genes concretos. Por tanto, ;cual debe ser el
numero minimo de genes incluido en un panel? ;Qué genes deben ser incluidos y
cuales no? En segundo lugar, la asociacién entre distintos genes es muy habitual, por
lo que determinar el prondstico individual de cada mutacion no resulta nada sencillo.
Sabemos también que existen mutaciones que son marcadores de hematopoyesis
clonal, como examinaremos mas adelante, esto es, “benignas” y no constitutivas de
SMD. ¢ Cuando debemos, por tanto, considerar que una mutacion es patogénica? Y en
cuanto a la carga alélica, ¢influye en el prondstico? Dado que las alteraciones
citogenéticas suelen ser eventos tardios,(119) su papel pronéstico es mas claro, ya
gue la enfermedad en estos casos ha alcanzado una fase mas avanzada, pero, ¢;qué
sucede con las mutaciones iniciales? ¢ Cuanto tiempo transcurre desde que aparece la
primera mutacion hasta la transformacién leucémica? ;Cémo debe interpretarse la
existencia de clones de pequefio tamano? ;El prondstico de las mutaciones es el
mismo independientemente de que sean clonales o subclonales, o dicho de otro modo,
iniciadoras o colaboradoras? La mayoria de estos interrogantes se encuentran,

actualmente, en discusion.

No obstante lo anterior, numerosos estudios han puesto de manifiesto que algunas
mutaciones somaticas inciden claramente en el pronéstico de los pacientes con SMD.
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Si bien hay un relativo consenso acerca de qué mutaciones se asocian a un mejor o

peor prondstico, los resultados son dispares y, a menudo, divergentes.
Genes de splicing

Se denomina espliceosoma (splicing machinery en inglés) al conjunto de moléculas
implicadas en el proceso de “corte y empalme” o splicing, un mecanismo de edicién
del pre ARNm (Acido Ribonucleico mensajero precursor), por el cual se eliminan las
secuencias no codificantes o intrones, lo que permite a las secuencias intercaladas
entre éstos, los exones, ensamblarse para dar lugar al ARNm maduro, que se traduce
en proteinas. El espliceosoma esta constituido por un nucleo de 5 moléculas de ARN
asociado a proteinas que forma ribonucleoproteinas nucleares pequefias o snRNP
(small nuclear Ribonucleoproteins), las mas importantes de las cuales son U1 y
U2.(107) Este complejo se acopla a los puntos de corte del pre ARNm para llevar a
cabo la eliminacion de los intrones y el “empalme” de los exones. Aunque
normalmente cada pre ARNm da lugar a un unico ARNm maduro, los exones pueden
reordenarse de formas diferentes (splicing alternativo), dando lugar a distintos ARNm.
Cuando se altera este proceso se produce un splicing aberrante, que da como
resultado la expresion de proteinas defectuosas. Un ejemplo de enfermedad causada
por splicing aberrante es la beta-talasemia, cuyo resultado es un defecto en la sintesis
de cadenas de beta-globina.(125) En el caso de los SMD, se han identificado patrones
de splicing anormal especificos, que afectan a genes como ASXL1, CBL, EZH2 o
RUNX1.(126,127)

Los genes de splicing son los més frecuentemente mutados en los pacientes con
SMD, afectando al 50-60% de los mismos.(107,118,123) Los principales de ellos son
SF3B1, SRSF2, U2AF1 y ZRSR2, que codifican proteinas que intervienen en el
reconocimiento de la regiéon 3’ del punto de corte del pre ARNm. Estas mutaciones se
observan tanto en pacientes de bajo como de alto riesgo y suelen ser mutuamente
excluyentes.(119,128) Cada mutacién produce un patron de splicing aberrante
determinado, lo que explicaria por qué dan lugar a fenotipos distintos.(128—130)

SF3B1 (Splicing Factor 3b Subunit 1). Su frecuencia se sitla entre el 20% y el 30% de
los SMD.(131,132) Se trata del gen mas frecuentemente mutado en pacientes con
SMD de bajo riesgo y ha sido el primero en relacionarse con un rasgo fenotipico
especifico: los sideroblastos en anillo. Tal es asi, que SF3B71 esta mutado hasta en el
90% de las ARSA y el 70% de las CRDM-SA, siendo el Valor Predictivo Positivo (VPP)
de esta mutacién para la presencia de sideroblastos en anillo del 98%.(131,132) La
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clasificacién de la OMS de 2017 ha incluido la mutacion de SF3B71 como criterio
diagnostico de SMD-SA en pacientes con un porcentaje de sideroblastos en anillo
entre el 5y el 15%.'"° Esta mutacién es caracteristica también del SMD/NMP-SA-
T.(121) Las mutaciones de SF3B7 se han relacionado con caracteristicas de buen
prondstico y con mutaciones en DNMT3A.(127,132-134) Hasta el momento, las
mutaciones de SF3B7 han sido las Unicas que han demostrado tener un prondstico
claramente favorable en pacientes con SMD en varios estudios. Estos han evidenciado
qgue dichas mutaciones se asocian a mayor SG y a menor incidencia de transformacion
a LMA, tanto en los SMD en general como en los de bajo riesgo en
particular.'(121,128,131-133,136,137)

SRSF2 (Serine/Arginine-Rich Splicing Factor 2). Las mutaciones de SRSF2 son
frecuentes en los SMD (15%)(119,138) y se asocian a LMMC y LMA-s, asi como a
mutaciones en RUNX1, IDH2, ASXL1, TET2, NRAS y FLT3.(121,128,136) En cuanto
al pronéstico, se relacionan con una menor SG y mayor incidencia de transformacién a

LMA, incluso en pacientes de bajo riesgo.(128,138—-140)

U2AF1 (U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1): La mutacion de este gen es mas
frecuente en pacientes de alto riesgo y se asocia a mutacion de TP53.(128,136) Existe
evidencia suficiente de que las mutaciones de U2AF1 acortan la supervivencia y
aumentan el riesgo de LMA.(121,122,128,141)

ZRSR2 (Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif And Serine/Arginine Rich 2): No
parece que las mutaciones de ZRSR2 se asocien a hallazgos fenotipicos especificos
ni que conlleven un pronostico favorable o desfavorable.(140) Con frecuencia se
asocian a mutaciones de TET2.(118)

Metilacion del ADN

La epigenética estudia las modificaciones genéticas estables y heredables que causan
cambios de expresion en un gen sin afectar a su secuencia de nucleétidos.(142) Uno
de los mecanismos epigenéticos mejor estudiados es la metilacion del ADN, la

19 |_a fisiopatologia de los SMD-SA es compleja. Cazzola et al. han planteado que el splicing aberrante del
gen ABCB?7, implicado en la homeostasis del hierro y la eritropoyesis, podria ser la causa de la aparicion
de los sideroblastos en anillo y la sobrecarga férrica inicial en los pacientes con mutacion de SF3B1.

B Algunos autores han apuntado que el prondstico favorable de las mutaciones de SF3B1 se deberia a

los sideroblastos en anillo, no encontrdndose diferencias en este grupo entre pacientes mutados y no
mutados (Patnaik et al.).(135)
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transferencia de grupos metilo por la enzima DNA metiltransferasa (DNMT). En el ADN
existen regiones altamente metiladas, que corresponden a secuencias no codificantes
ricas en dinucledtidos CpG (citosina-guanina), denominadas islas CpG. Por el
contrario, otras regiones, en las que la densidad de las islas CpG es menor, se
encuentran normalmente demetiladas, lo que hace que se encuentren “activas”, como
las regiones promotoras de los genes. En ocasiones, se produce una metilacion
aberrante de estas regiones, lo que se traduce en un silenciamiento de la expresion
del gen que da lugar a un fenotipo anémalo.(143,144) Los genes implicados en la
metilacién constituyen el segundo grupo de genes mas frecuentemente mutado en los
SMD (45-50%).(107,118) Se ha observado que el grado de metilacién de los pacientes
con SMD de alto riesgo es superior al de los de bajo riesgo.(145)

TET2 (Tet Methylcytosine Dioxygenase 2). Este gen codifica una proteina que cataliza
la oxidacion de la 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina; cuando estd mutado aumenta
la metilacién del ADN y se produce un silenciamiento genético.(126) Las mutaciones
de TETZ2 estan presentes en el 20-25% de pacientes con SMD y hasta en el 50-60%
de las LMMC,(107,127) se han relacionado con mieloproliferacién y diferenciacion
mielo-monocitica, estando presentes en casi el 80% de los pacientes con LMA-s o
SMD/NMP y monocitosis,(121,126,127) y se asocian a citogenética normal y a
mutaciones en otros genes.(146,147) No existe unanimidad sobre el significado
pronostico de las mutaciones de TET2, aunque la mayoria de los autores se inclinan
por atribuirles un prondéstico indeterminado.(146—150) En pacientes sometidos a TPH
alogénico, sin embargo, se han asociado a menor SG y mayor riesgo de LMA.(151—
153)

DNMT3A (DNA Methyltransferase 3 Alpha). Este gen codifica una DNA
metiltransferasa cuya funcion es anadir grupos metilo al ADN. Cuando el gen esta
mutado, disminuye la metilacién, lo que da lugar a la sobreexpresién de genes
proliferativos e inhibidores de la diferenciacién.(126) Las mutaciones de DNMT3A
estan presentes en el alrededor del 8% de los SMD y en el 23% de los SMD
secundarios a tratamiento y LMA-s, siendo mayor su frecuencia en pacientes de bajo
riesgo, en los que suelen asociarse a mutaciones en SF3B1.(133,154—-156) Se asocian
a mal pronoéstico.(133,154)

IDH1/2 (Isocitrato deshidrogenasa). Este gen codifica la enzima isocitrato
deshidrogenasa, que cataliza la conversién del alfa-cetoglutarato a isocitrato. Cuando
estd mutado el alfa-cetoglutarato se convierte en 2-hidroxiglutarato, que inhibe la
funcion de TET2. Su frecuencia combinada en los SMD se sitia en un 5-12%,

42



INTRODUCCION

correspondiendo el 80% a SMD-EB, siendo de un 14.3% y un 11.3% en LMA con
<30% de blastos (AREB-T de la FAB) y LMMC, respectivamente.(155,157,158) Se
asocian a edad avanzada, alto porcentaje de blastos y mutaciones en DNMT3A,
ASXL1 y SRSF2, son excluyentes con las mutaciones TETZ2 y, en general, su
prondstico es desfavorable.(122,126,157—-159)

Modificacidn de la cromatina

Las histonas, proteinas estructurales en torno a las cuales se condensa la cromatina,
presentan una cola amino-terminal susceptible de sufrir diferentes modificaciones
epigenéticas. Una de estas modificaciones, la acetilacién (adicion de grupos acetilo al
ADN), dificulta el empaquetamiento de la cromatina, haciendo al ADN mas accesible a
los factores de transcripcion y favoreciendo, por tanto, la expresién génica. Cuando las
histonas estan deacetiladas se produce un “silenciamiento” que da lugar a la expresién

anormal de genes que normalmente se encuentran activos.

ASXL1 (ASXL transcriptional regulator 1). Se cree que la proteina codificada por este
gen favorece la transcripcidén de unos genes e impide la de otros. Su frecuencia en los
SMD es del 10-20%, llegando al 40% en las LMMC.(107,127,160) Se han asociado de
manera consistente a citogenética de alto riesgo, menor SG y mayor riesgo de
progresion a LMA.(120,121,133,145,146,161)

EZH2 (Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit). Las mutaciones
de este gen presentan una frecuencia del 6-7%, y al contrario de lo que sucede con
otras mutaciones tipicas de SMD, son raras en LMA, habiéndose relacionado con
menor SG.(120,121,127,133,137,146,161)

Complejo de las cohesinas

El complejo de las cohesinas interviene en mantener unidas las cromatidas hermanas
durante la mitosis. Se desconoce cual es el mecanismo oncogénico de las mutaciones
que afectan a estos genes, ya que, al contrario de lo que sucede en otros casos, no
suelen acompanarse de alteraciones citogenéticas. Su frecuencia es de un 10% en los
SMD de bajo riesgo, y de un 16% en los de alto riesgo (llegando al 20% en las LMA-s).
STAGZ2 es el gen méas frecuentemente mutado, representando alrededor del 50% de
las mutaciones del complejo de las cohesina, seguido de RAD21 y SMCS3. Las

mutaciones de este grupo son mutuamente excluyentes, se asocian a la trisomia 8 y a
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mutaciones de RAS, ASXL1, BCOR y RUNX1, y se relacionan con progresion a
LMA.(162)

Transcripcion del ADN

La transcripcién es el proceso por el que se obtiene a partir de una secuencia de ADN
dada una secuencia complementaria de ARNm (en realidad pre ARNm, que
posteriormente sera editado). Dicho proceso se encuentra altamente regulado por una
serie de proteinas denominadas factores de transcripcion, que se unen a la region
promotora del gen, activando o reprimiendo la transcripcién del mismo. Alrededor del
30% de los SMD tienen mutaciones en genes de este grupo.(119) RUNXT1 (RUNX
familiy transcription factor 1) es el gen mas comunmente mutado de este grupo (9-
10%), y se asocia a SMD de alto riesgo y SMD secundario, menor SG y progresion a
LMA.(119,121,127,146,163,164) Las mutaciones de los genes ETV6 y SETBP1
también se han asociado a prondstico adverso.(146,164,165) SETBP1 esta mutado en
el 20-30% de pacientes con LMC atipica, mientras que CSF3R, que codifica el
receptor del G-CSF, se encuentra mutado en el 90% de los pacientes con Leucemia
Neutrofilica Crénica (LNC) y el 40% de los pacientes con LMC atipica.(107) GATAZ2 se
relaciona con SMD y LMA con predisposicién familiar.(107) Otros genes de este grupo
son BCOR, BCORL, EED, PHF6, MECOM, GATA1, EP300 o AEBP2.

Vias de senalizacion

Existe un gran numero de genes que codifican proteinas implicadas en la transduccion
de senales intracelulares: N-RAS, K-RAS, JAK2, CALR, PTPN11, MTOR, GNAS,
CSNK1A1, KIT, GNB1, NOTCH1, NUP98, CBL, CUX1, SUZ1, CDH23, FLT3, NPM1...
Menos del 15% de los SMD asocian mutaciones en alguno de estos genes, la mayoria
de las cuales se halla presente en menos del 5% de los pacientes y tipicamente se
relacionan con caracteristicas mieloproliferativas.(107,118,127) Las mutaciones de
JAK2, CALR y MPL pueden encontrarse en pacientes con SMD/NMP-SA-T junto con
las ya mencionadas mutaciones de SF3B1.(121) Estos hallazgos sugieren que los
SMD y las NMP forman parte de un continuum que tiene como comun denominador la
adquisiciéon de alteraciones madurativas y proliferativas de la célula stem
mieloide.(107) Algunos autores han observado que la mutacion de JAKZ2 tiene un
pronéstico desfavorable en SMD.(166) Los genes de la via RAS (KRAS, NRAS,
PTPN11, CBL...) estan presentes en aproximadamente el 90% de los pacientes con
LMMC juvenil y se asocian de forma clara a progresion a LMA.(107)
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TP53

De entre los llamados genes supresores de tumores, el mas importante y mas
estudiado es TP53 (Tumor protein p53). Con frecuencia, la mutacion de TP53 se
asocia con la delecién 17p o la pérdida del cromosoma homologo, asi como a cariotipo
complejo y otras caracteristicas de mal prondstico. Es habitual que los pacientes con
mutacion de TP53 no presenten mutaciones en otros genes. TP53 es el gen que mas
claramente ha demostrado un prondéstico adverso en los SMD en términos de SG y de
progresiébn a LMA en pacientes de bajo y alto riesgo.(116,120,121,146,166,167)
Algunos autores han observado que el mal pronéstico de TP53 se encuentra
estrechamente ligado a la presencia de cariotipo complejo.(31,124,151)

Numero de mutaciones

Es bien conocido que los pacientes con cariotipo complejo presentan un pronéstico
muy adverso.(35) Esto se debe a que un alto nUmero de alteraciones refleja una
mayor complejidad genética, lo que se traduce en un aumento de la capacidad de
proliferacion, evasion del sistema inmune y resistencia farmacoldgica del clon
neoplasico. Los estudios llevados a cabo por R. Béjar y E. Papaemmanuil en 2011 y
2013, respectivamente, mostraron que un mayor numero de mutaciones somaticas se
asociaba a menor SG y mayor riesgo de transformacion a LMA." T. Haferlach, en
2014, encontrd que el nimero de mutaciones era mayor en los pacientes con AREB
frente a otros subtipos de la OMS de mejor pronéstico: hasta el 60% de los pacientes
con AREB-2 tenian 4 o mas mutaciones. Estudios posteriores han confirmado estos
hallazgos, afirmando, en general, que el riesgo aumenta significativamente a partir de
3 0 4 genes mutados.(118,119,122,123,146,156,166) Para M. Gerstung, el nUmero de
mutaciones, debido a su relacion con blastos, citogenética y citopenias, tendria, sin
embargo, un valor pronéstico limitado por si mismo.(168)

Carga alélica

La proporcién de células mutadas se expresa mediante la VAF o carga alélica. Ahora
bien, ¢ cudl es la utilidad prondstica de este parametro? 4 Existe relacion entre la VAF y
otras variables? ¢ Es igual de relevante una VAF del 5% que otra del 45%? C.A. Cargo
observd que la VAF media de las mutaciones de pacientes con SMD era superior al

" En el estudio de Papaemmanuil et al., que agrupaba mutaciones somaticas y alteraciones
citogenéticas, la supervivencia libre de LMA fue de 49 meses en los pacientes sin alteraciones,

frente a s6lo 4 meses en los pacientes con 6 0 mas.
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40%, frente a un 9-10% en sujetos sanos con mutaciones, lo que sugiere una relacion
directa entre la VAF y el desarrollo de displasia.(122) Sin embargo, en pacientes con
SMD establecido los trabajos que han intentado evaluar si la VAF influye en el
pronostico han arrojado resultados dispares. Asi, Y. Jiang encontré que los pacientes
con mutacion de TET2 y VAF 218% tenian peor prondstico que los mutados con VAF
<18%.(166) Autores como G. Montalban-Bravo, K. Al-lssa, M. Belichova o D.A.
Sallman coinciden en afirmar que el mal pronéstico de las mutaciones de TP53 se
correlaciona directamente con la VAF.(169-172) E. Bernard, asimismo, que el
pronostico de las mutaciones de TP53 depende de si éstas son bialélicas (prondstico
muy desfavorable), monoalélicas con VAF >23% (mejor prondstico) o monoalélicas
con VAF <23% (similar a pacientes no mutados).(173) Por el contrario, M.G. Della
Porta no encontré diferencias pronésticas en cuanto la VAF, con un punto de corte del
10%, en pacientes con mutaciones de ASXL1, RUNX1y TP53.(174) Igualmente, para
S. Goel el prondstico de las mutaciones de TP53 con VAF <20% no difiere de las que
presentan una VAF superior.(153)

1.6.2. Mutaciones somaticas y modelos prondsticos

En el futuro, el creciente conocimiento sobre el impacto de las mutaciones somaticas
en pacientes con SMD permitird desarrollar, en combinacién con las variables ya
conocidas, nuevos y mas robustos indices prondsticos. Hasta el momento, la
informacion es tan abundante como confusa, y hasta contradictoria, dada la enorme
cantidad de genes implicados y las multiples formas en que las distintas mutaciones
pueden interaccionar entre si. Algunos autores, no obstante, han intentado elaborar
modelos prondésticos basados en las mutaciones somaticas. Haferlach, a partir de una
de las mayores series de pacientes con SMD secuenciados, ide6 un modelo
pronéstico basado en 14 genes, que permitia diferenciar 4 grupos pronosticos: bajo,
intermedio, alto y muy alto riesgo, con supervivencias a 3 afos del 95.2%, 69.3%,
32.8% y 5.3%, respectivamente.(118) Otros autores también han disefiado sus propios
indices pronosticos: A. Nazha ha combinado el IPSS-R con las mutaciones de EZH2,
SF3B1y TP53, Jiang ha incorporado al IPSS las mutaciones de ASXL1, TP53, JAK2'y
TET2 con VAF 218% en pacientes de bajo riesgo, Bejar, también en pacientes de bajo
riesgo, ha integrado las mutaciones de EZHZ2 en el indice LR-PSS (que incluye
variables como la edad, la cifra de plaquetas y hemoglobina, la citogenética y el
porcentaje de blastos) y N. Gangat ha crado un modelo basado en la edad, el cariotipo
y algunas alteraciones de mal pronoéstico (RUNX1, ASXL1 y ausencia de
SF3B1).(133,137,166,175) En cuanto a la LMMC, C. Elena ha disenado un modelo
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que incorpora al CPSS (CMML Prognosis Scoring System) las mutaciones de RUNXT,
NRAS, SETBP1y ASXL1, con 4 grupos de riesgo, denominado CPSS-Mol.(164)

1.6.3. Hematopoyesis clonal y sindromes mielodisplasicos

Trastornos como la Linfocitosis B Monoclonal (LBM) o la Gammapatia Monoclonal de
Significado Incierto (GMSI) son bien conocidos. Se trata de patologias de origen
clonal, relacionadas con la edad, con una prevalencia elevada, de curso indolente y
que eventualmente pueden degenerar en leucemia linfatica crénica o mieloma
multiple, respectivamente, lo que ocurre con una probabilidad del 1% anual.(176)
Ahora sabemos que también hay sujetos que pueden presentar mutaciones soméaticas
relacionadas con neoplasias mieloides en células hematopoyéticas en ausencia de
enfermedad, lo que se denomina hematopoyesis clonal.

Las primeras evidencias de hematopoyesis clonal sana surgieron en los anos 90,
cuando se observé que un importante numero de mujeres de edad avanzada
presentaba un patrén de inactivacion del cromosoma X sesgado, o lo que es lo mismo,
clonal, empleando para ello la amplificacion del gen del Receptor de Andrégenos
Humano (HUMARA), técnica desarrollada en 1992'.(177) También se sabe que
existen sujetos sanos portadores de clones con la mutacion del gen PIGA,
caracteristica de la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN),(178) asi como de
alteraciones citogenéticas como la pérdida del cromosoma Y, presente en el 5-10% de
los varones ancianos, la trisomia 8 y la delecion 209-.(30,176) En 2014, se publicaron
2 importantes estudios que mostraban que un gran numero de personas sanas, a
partir de los 65 afnos, presentaba mutaciones en genes relacionados con neoplasias
mieloides.(179,180) Sin embargo, sélo 3 de estos genes se encontraban mutados con
una alta frecuencia: DNMT3A, TET2y ASXL1. Estas mutaciones son excepcionales en

menores de 50 afos (0.7%), pero su frecuencia aumenta exponencialmente a partir de

'3 Recordemos que en las mujeres (que poseen un cariotipo 46,XX), para compensar la dotacion genética
extra respecto de los varones (46,XY), uno de los cromosomas X se encuentra metilado, lo que produce
su “silenciamiento”. Mediante unas enzimas se degrada el DNA no metilado (activo), mientras que el DNA
metilado (inactivo) queda intacto; a continuacion, se realiza la amplificacion del gen HUMARA mediante
PCR y el producto resultante se traslada a un gel de electroforesis, en que se observan 2 bandas, una por
cada alelo. En condiciones normales, ambas bandas seran similares, ya que el porcentaje de inactivacion
de cada alelo es el mismo (en torno al 50%). Por el contrario, si uno de los alelos inactivados predomina
sobre otro (inactivacion sesgada) se observara una banda mas gruesa; esto indicara que existe una
proliferacién de células con el mismo patrén de activacion.
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los 65'*. En ambos estudios se observé un aumento de la mortalidad, del riesgo de
neoplasias hematolégicas (de 11 a 23 veces) y del riesgo de enfermedad
cardiovascular, diabetes y cancer no hematologico (el 42% de pacientes con cancer
tenian mutaciones 6 meses antes). Sin embargo, el riesgo absoluto de desarrollar una
neoplasia hematolégica resultdé del 0.5-1% anual, similar al que presentan los
pacientes con LBM y GMSI. Ademas, el riesgo de cancer hematol6gico se relacionaba
con la VAF, siendo casi 50 veces mayor si la VAF superaba el 10%. Entre quienes
desarrollaban cancer hematoldgico la VAF era del 25%, frente al 12% entre los que no
lo desarrollaban.

Estos y otros estudios posteriores(181) fueron la base sobre la cual se asent6 el
concepto de Hematopoyesis Clonal de Potencial Indeterminado (CHIP, del inglés
Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential), cuyos criterios diagndsticos son:
mutacion somatica de genes relacionados con neoplasias hematoldgicas con una VAF
superior al 1%, exclusién de neoplasia hematolédgica y ausencia de criterios de GMSI,
LBM o HPN.(176) La CHIP anade complejidad a la fisiopatologia de los SMD, muchos
de los cuales resultarian de la evolucion de un “clon CHIP”, probablemente con la
participacién de alguna mutaciéon adicional, ya que las mutaciones de genes CHIP
carecerian, en general, de potencial “leucemogeno” suficiente por si solas.(44,182)
Esta nueva definicion ha dado lugar a su vez a otra, la de Citopenia Clonal de
Significado Incierto (CCUS, del inglés Clonal Cytopenia of Undeterminate Prognosis),
que se refiere a aquellas citopenias idiopaticas que no cumplen criterios de SMD
(ICUS) pero presentan mutaciones somaticas tipicas.(182) Un 36% de los pacientes
con ICUS presentan, de hecho, al menos 1 mutacion somdtica. Los pacientes con
CCUS presentan un riesgo de desarrollar una neoplasia mieloide del 85% a los 5 afios
y del 95% a los 10 anos, frente al 9% de los pacientes con ICUS que no presentan
mutaciones somaticas. Precisamente, la ausencia de mutaciones en pacientes con
ICUS posee un alto Valor Predictivo Negativo (VPN) de hemopatia maligna. Ahora
bien, no todas las mutaciones somaticas predicen transformacién a SMD o LMA. Para
L. Malcovati la presencia de mutaciones aisladas en TET2, DNMT3A o ASXL1 posee
un bajo VPP de transformacién a SMD o LMA, pero éste aumenta si se asocian a otras
mutaciones; por el contrario, mutaciones en SF3B1, SRSF2, U2AF1, JAK2 o RUNX1
poseerian por si solas un alto VPP de hemopatia maligna, observando que la SG de
los pacientes con CCUS con un patréon mutacional “altamente especifico” es similar a
la de los pacientes con SMD establecido.(44) El estudio de Zheng et al. mostré que las

1 Segun el estudio de Jaiswal et al. la prevalencia de mutaciones somaticas fue del 5.6% entre los 60 y
los 70 afios, 9.5% entre los 70 y los 80, 11.7% entre los 80 y 90, y 18.4% por encima de los 90 afos.
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mutaciones cuya VAF excede el 20% o la presencia de 2 0 mas mutaciones con una
VAF 210% en pacientes con ICUS tiene un VPP de SMD de alrededor del 95.9%.(183)

El descubrimiento de la CHIP constituye un avance enormemente importante en la
compresion de la patogénesis de los SMD. Sin embargo, aunque las mutaciones
somaticas son necesarias, en general no son suficientes por si solas para hacer
emergen un clon displasico, por lo que parece necesaria la cooperacién de varias de
ellas entre si.

1.6.4.Evolucion clonal de los sindromes mielodisplasicos

Un clon es un conjunto de células que deriva de un ancestro comun, cuyo genoma
comparte.(107) En El origen de las especies (1985), Charles Darwin afirmaba que “las
variaciones, por ligeras que sean y cualquiera que sea la causa de la que procedan, si
son en algun grado provechosas a los individuos de una especie [...], tenderéan a la
conservacién de estos individuos y seran, en general, heredadas por la descendencia”.
Nowell, en The clonal evolution of tumor cell populations, articulo publicado en 1976,
aseveraba que “la mayoria de las neoplasias surgen de una sola célula, y la
progresion tumoral resulta de la variabilidad genética adquirida por el clon original,
permitiendo la seleccién secuencial de lineas mas agresivas”.(184) Por su parte,
Fisher ya apunté en 1973 que los SMD se originaban a partir de un precursor
hematopoyético multipotente que sufria algun tipo de alteracién genética, como ocurria
con el cromosoma Philadelphia en la LMC. Hoy sabemos que las neoplasias
evolucionan como cualquier organismo vivo, solo que los cambios que en los
organismos superiores acontecen a lo largo de miles o millones de afios a nivel celular
ocurren con mayor celeridad. Asi, la aparicion de una mutacién en el ADN da lugar a
una ventaja selectiva que permite al clon mutado, bajo unas determinadas
circunstancias, competir con otros clones, evitando los mecanismos de reparacion
celular, escapando a la accién neutralizadora del sistema inmune, auto-perpetuandose

proliferando y migrando a diferentes partes del organismo.

La aparicion de mutaciones somaticas es un proceso secuencial, de menor a mayor
complejidad genética: primero surge un clon portador de una mutacién iniciadora y, a
partir de éste, debido a que el genoma de la célula se vuelve cada vez mas inestable,
surgen subclones portadores de mutaciones cooperadoras. Estos subclones (clones
gue no estan en la totalidad del clon neoplasico) pueden evolucionar siguiendo una
linea continua, o separarse unos de otros, como si fueran ramas de un mismo tronco,

dando lugar a diferentes patrones evolutivos. Las razones por las que aparecen
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nuevas mutaciones son diversas: la existencia de mutaciones previas, que aceleran la
adquisicion de otras nuevas; el envejecimiento fisiolégico; la exposicion a agentes
cancerigenos, que ocasionan dafios en el ADN; los estados de inmunosupresién, ya
sean patégenos o iatrégenos'®; o la eliminacién de clones competidores mas “débiles”
por los tratamientos antineoplasicos. Se trata, pues, de un proceso de seleccion
natural en el que unos clones rivalizan con otros, siendo los mas agresivos y
resistentes los que acaban predominando y manifestandose en forma de SMD de alto
riesgo o LMA: tal es la evolucién natural que, con el tiempo, presentan la mayoria de
los pacientes con SMD.

Uno de los hechos mas evidentes de la evolucion de los SMD, es que algunas
mutaciones tienden a aparecer antes que otras. En general, y para modelos de
evolucion lineal, se da por hecho que toda mutacién que precede en el tiempo a otra
ha de tener siempre una VAF mayor. Cuando un paciente presenta varias mutaciones,
lo mas probable es que pertenezcan a un mismo clon, o que se trate de un clon con
varios subclones; en cualquiera de ambos casos habra siempre una mutacién
iniciadora (0 a veces varias), cuya VAF sera mayor que la del resto, ya que estara
presente en todos los subclones. A partir de aqui, el “arbol genealégico” puede
complicarse si la linea principal se ramifica por la aparicion de subclones que compiten
entre si. Para confirmar que dos mutaciones pertenecen al mismo clon, la suma de la
VAF de ambas ha de ser superior o igual al 55% (en teoria seria suficiente un 51%,
pero hay que tener en cuenta el margen de error de la técnica de deteccion). Por
ejemplo, si un paciente presenta una mutacién con una VAF del 40%, lo que quiere
decir que esta presente en el 80% de las células analizadas, y presenta otra con una
VAF del 20%, ésta nunca podria corresponder a un clon distinto, ya que la suma de

|16

ambas seria mayor que la celularidad total.”” De esta forma, se puede establecer una

secuencia mas o menos probable de adquisicion de mutaciones.(187) Hasta el

" La aplasia medular adquirida es una enfermedad donde los progenitores hematopoyéticos sufren el
“ataque” del propio sistema inmune, y un buen ejemplo de lo que significa la seleccién de clones
neoplasicos. Es bien sabido que en estos pacientes tanto las caracteristicas del microambiente de la
médula 6sea como el tratamiento inmunosupresor favorecen la aparicion de clones malignos que acaban
desembocando en LMA o SMD. El riesgo de que esto ocurra es, de hecho, del 15%. La prueba de esta
seleccién clonal es que los pacientes con aplasia medular adquirida presentan hasta un 35% de
mutaciones somaticas.(185,186)

'® Mossner considera que la mutacién A precede a B cuando tiene una VAF mayor en al menos un 10%;

la suma de ambas debe ser igual o superior al 55%, ya que en caso contrario podria tratarse de clones
distintos.
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momento no se ha observado que el prondstico de una mutaciéon sea distinto por ser
clonal o subclonal, tal vez porque el efecto acumulativo de las mutaciones sea mas

importante que el orden en que éstas se suceden.(188)

Se estima que se requiere una media de entre 5 y 8 mutaciones para desarrollar
cancer, aunque esta cifra es menor en el caso de las neoplasias hematoldgicas.(108)
Segun Haferlach, las mutaciones en genes del espliceosoma y relacionados con la
metilacion del ADN suelen tener una VAF mayor, lo que indicaria que son de aparicion
mas temprana; luego surgirian las mutaciones en genes implicados en la modificacion
de las histonas y en la transcripcion del ADN, y finalmente las que afectan a genes de
las vias de sefalizacién intracelular.(118) La mayoria de autores esta de acuerdo en
lineas generales con este modelo, si bien algunos sitian también las mutaciones de
TP53 entre las de inicio.(119,133,176,182,187) Para explicar por qué este proceso
sigue un orden determinado y no otro, Pappaemanuil plantea la hipétesis de la
predestinacion: segun el gen mutado inicialmente, la célula evolucionard en una
direccidon distinta; cada mutacion se produciria, por tanto, en un contexto genético
especifico.(119) En este sentido, Ortmann encontré que los pacientes con SMD y
mutaciones de TET2 o JAKZ2 aisladas se mantenian estables, mientras que la
adquisicion de mutaciones de TET2 en pacientes con mutaciones de JAKZ2 previas
favorecia la mieloproliferacion... pero no al revés.(189) Expresado de otro modo, no es
lo mismo sumar o restar antes de multiplicar o dividir que hacerlo a la inversa: el
resultado final cambia. Las mutaciones de TP53 podrian ser una excepcion a lo dicho
hasta ahora, ya que parecen tener potencial “leucemogeno” suficiente para no requerir
el concurso de mutaciones cooperadoras, de ahi que con frecuencia se presenten
aisladas.(187,190)

Las mutaciones en genes reguladores de la transcripcion y de las vias de sefalizacion
surgen casi siempre tardiamente y suelen ir asociadas a transformacion leucémica; las
alteraciones citogenéticas parecen ser también eventos tardios, por lo que el cariotipo
soOlo permitiria detectar alteraciones en fases avanzadas de la enfermedad.(187) En la
progresion, las mutaciones del diagndstico suelen presentar un incremento de la VAF,
y con frecuencia surgen mutaciones nuevas, mas tipicas de LMA, como FLT3, RUNX1
0 RAS.(148,191) La progresion a LMA suele producirse con ganancia de al menos una
mutacion, que afecta casi siempre a genes de las vias de sefalizacién.(192) H.
Mikishima observé que el aumento de la VAF en mutaciones que suelen estar
presentes en SMD predice progresién a alto grado, mientras que la transformacion a
LMA se ve precedida por la aparicion de mutaciones nuevas (FLT3, PTPN11, WTT1,
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IDH, NPM1, NRAS).(193) Dado que la aparicién de mutaciones subclonales parece
asociarse claramente con progresion a LMA, su deteccién en el transcurso de la

enfermedad puede ser Util para tomar decisiones antes de la progresion clinica.(192)

1.6.5.Mutaciones somadticas y respuesta al tratamiento en los sindromes
mielodisplasicos

Janssen, en 1989, citaba el caso de un paciente con AREB en el que la mutacion de
RAS desaparecié tras el tratamiento con citarabina a dosis bajas.(194) Cabe preguntar
no solo si las mutaciones, ademas de influir en la erradicacion o seleccion de los
clones mutados, pueden también influir también en la mejor o peor respuesta al
tratamiento administrado. Conocer el impacto de las mutaciones en la SG y en la
incidencia de recaida podria ayudarnos a saber cémo de sensibles son estas

mutaciones al tratamiento administrado.
Lenalidomida

Lenalidomida fue el primer farmaco en demostrar un impacto beneficioso en un
subgrupo de pacientes con SMD portadores de una alteracion genética especifica: la
delecién 5q. Se vio, sin embargo, que no todos los pacientes respondian, o bien
perdian la respuesta muy precozmente. No tard6 en descubrirse que esto era debido a
la presencia de mutaciones en el gen TP53, presentes en el 18-19% de estos
pacientes. Aunque los pacientes con sindrome 5g- son considerados en general como
de bajo riesgo, los portadores de mutaciones de TP53 presentan resistencia a
lenalidomida y un prondéstico adverso.(167,195) En pacientes sin 5g- tratados con
lenalidomida, se ha observado que la VAF de las mutaciones detectadas al
diagnostico (SF3B1, TET2, DNMT3A y ASXL1, principalmente) disminuye en
presencia de lenalidomida y que esta disminucion es directamente proporcional a la
respuesta alcanzada; ademas, los pacientes con mutacion de DNMT3A son més
sensibles al tratamiento.(196) A pesar de lo anterior, parece que en pacientes tratados
con lenalidomida los genes de hematopoyesis clonal persisten, incluso aunque
desaparezca el clon 5g-, que parece ser un evento tardia.(187)

Hipometilantes

Los primeros estudios realizados en pacientes tratados con azacitidina mostraban que
los pacientes con alteraciones del cromosoma 7 (-7/7g-) presentaban una mayor SG,
en tanto los que presentaban un cariotipo complejo tenian menor SG y respuestas
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mas cortas.(55,87) Montalban-Bravo observé que los pacientes tratados con
azacitidina con =3 mutaciones presentaban menor SG y SLP.(124) Varios trabajos
sugieren, que las mutaciones de TET2, DNMT3A y SF3B1, y la ausencia de
mutaciones de ASXL1, TP53, RUNX1, SETBP1 y NPM1, se asocian a una mejor
respuesta a los agentes hipometilantes, en ocasiones sin claro beneficio en la
supervivencia.(147,197-201) Por el contrario, J.S. Welch descubrié que los pacientes
con SMD y LMA y mutacién de TP53 respondian adecuadamente y “aclaraban” la
mutacion tras 10 ciclos, si bien en ninguno de los pacientes analizados se logré un
“aclaramiento” de todas las mutaciones que presentaban al diagnéstico.(202) Otros
estudios no han identificado mutaciones que predigan respuesta o supervivencia en
este grupo de pacientes.(203) No parece, asimismo, que el grado de metilacion se
relacione con la respuesta a los hipometilantes.(197)

Luspatercept

Luspatercept ha sido sido el primer farmaco aprobado para el tratamiento de pacientes
con un fenotipo, el SMD-SA, asociado a la mutacién de un gen especifico: SF3B1. Las
recientes investigaciones llevadas a cabo en estos pacientes han mostrado que la
respuesta esta directamente relacionada con el numero de mutaciones: la tasa de
independencia transfusional 28 semanas fue de 36%, 35%, 42% y 33% en pacientes

con una, dos, tres o cuatro 0 mas mutaciones, respectivamente.(81)
Trasplante alogénico

En 2014, Bejar observo que las mutaciones de TP53, TET2, DNMT3A y el cariotipo
complejo se asociaban con una menor SG en pacientes sometidos a TPH alogénico, y
que los pacientes con cariotipo complejo y mutacion de TP53 tenian un prondstico
especialmente desfavorable en compararacién con los que presentaban solo cariotipo
complejo o mutaciones de TP53, lo que ha sido confirmado por T. Yoshizato.(151,204)
En este estudio, TP53 fue el Unico gen cuyas mutaciones se relacionaron con una
mayor incidencia acumulada de recaida. Numerosos estudios muestran que los
pacientes con mutaciones de TP53, TET2, IDH1, IDH2, ASXL1, RUNX, JAK2, U2AFT1,
EZH2 y genes de la via RAS presentan una menor supervivencia global y/o un mayor
riesgo de recaida en el contexto del trasplante.(152,174,205-208) Della Porta ha
demostrado que el nimero de mutaciones se relaciona directamente con la incidenci
de recaida e inversamente con la supervivencia global.(174) Los estudios de M. Kim y
R.C. Lindsley no lograron demostrar que desarrollar EICRc modifique el mal pronéstico
de los pacientes con mutaciones de TP53.(206,208) En general, en los trabajos
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mencionados el porcentaje de pacientes con mutaciones previas al trasplante fue
inferior al observado en los SMD al diagnéstico, debido sin duda a la accién del
tratamiento citorreductor previo, ya fueran agentes hipometilantes o quimioterapia

intensiva.

Algunos trabajos han analizado también la importancia de la deteccion de mutaciones
somaticas tras el trasplante para predecir el riesgo de futuras recaidas. En un grupo de
pacientes con SMD/NMP, Y. Fu observé que en aquellos que presentaban mutaciones
por NGS a los 6 meses del trasplante el riesgo de recaida era mayor.(209) Asimismo,
el estudio de Duncavage et al. confirmé que los pacientes con mutaciones con una
VAF de al menos el 0.5% en el dia +30 presentaban un alto riesgo de recidiva (HR
4.48).(210) Resultados similares han sido reportados por otros autores.(211,212)

La EICRc, como ya se ha sefialado, desempefia un importante papel en el control de
la enfermedad post trasplante, evitando la recaida. En teoria, los clones supervivientes
podrian llegar a desaparecer gracias al EICL, si bien las evidencias al respecto son

escasas.
Quimioterapia intensiva

Son pocos los estudios que han evaluado el impacto de las mutaciones en la
respuesta a la quimioterapia intensiva en pacientes con SMD, pero parece que ésta
podria contribuir a reducir la carga alélica de los clones mutados en el momento del
diagnéstico. El hecho de que los pacientes con SMD recaigan sistematicamente tras
haber recibido quimioterapia indica la pervivencia del clon mutado, pero si la ausencia
de mutaciones previa al trasplante se traduce, como parece, en una mayor
supervivencia, parece razonable suponer que el “aclaramiento” de dichas mutaciones
(entendido no como eliminacién, sino como reduccion de su carga alélica hasta
valores indetectables) redundaria en un mejor prondstico, especialmente en aquellos
pacientes con una carga tumoral alta. Al mismo tiempo, parece que las mutaciones
somaticas confieren resistencia frente a la quimioterapia intensiva. Por ejemplo, la
presencia de mutaciones de RUNX1 en pacientes con LMA se asocia con una tasa de
respuestas completas inferior en pacientes con LMA tratados con quimioterapia
intensiva, especialmente aquellos con LMA-s, en particular cuando se asocian con
otras mutaciones, como ASXL1, SRSF2y PHPF6.(213)
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Agentes estimulantes de la eritropoyesis

Como se mencion6 en el apartado correspondiente, algunos estudios ya han
demostrado que tener un cariotipo adverso o un IPSS o IPSS-R de alto riesgo afecta
negativamente a la respuesta a los AEE. El estudio llevado a cabo por Kosmider et al.
parece indicar que un numero elevado de mutaciones somaticas (>2) se asocia a una
menor probabilidad de respuesta eritroide (46% vs. 74% en los pacientes con <2
mutaciones), aunque estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica en el
andlisis multivariante. Tampoco se encontr6 asociacion entre el numero de mutaciones
y la duracién de la respuesta eritroide, pero si entre el numero de mutaciones y la
SG.(156)
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2.1. HIPOTESIS

Los SMD representan un conjunto de trastornos de diagnéstico complejo, prondstico
generalmente desfavorable para los que no disponemos de tratamientos
verdaderamente eficaces en la mayoria de los casos. Tan s6lo una minoria de
pacientes puede beneficiarse del TPH alogénico, el Unico tratamiento que ha
demostrado capacidad curativa, aunque presenta una importante toxicidad y no logra
evitar un alto numero de recaidas. Los pacientes con SMD de alto riesgo en general
tienen un prondstico muy adverso y los tratamientos disponibles Unicamente logran
retrasar unos meses la progresion de la enfermedad, mientras que los de bajo riesgo
que presentan anemia con dependencia transfusional no siempre responden a los
AEE, y cuando lo hacen las respuestas no siempre son duraderas, con el consiguiente
deterioro de su calidad de vida y las complicaciones propias de la transfusion
periddica. Las futuras investigaciones en SMD deberan ir encaminadas, en ultima
instancia, a mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes. Si bien en
los dltimos afnos no han surgido novedades terapéuticas importantes, con la sola
excepcion de luspatercept para pacientes con SMD de bajo riesgo con sideroblastos
en anillo, hemos asistido, en el campo del diagnéstico, a la irrupcion de la NGS, cuya
aplicacién podria resultar de gran utilidad en varios campos.

A lo largo de los ultimos afos el conocimiento sobre el papel de las mutaciones
somaticas en los SMD ha ido incrementandose exponencialmente. Sin embargo, nos
encontramos en una fase incipiente en lo que a su aplicacion clinica y estandarizacion
se refiere. Los paneles de genes mieloides proporcionan gran cantidad de informacion,

y aunque su uso esta cada vez mas extendido, existen aun aspectos por dilucidar.

Resulta evidente que la aplicacion de las mutaciones somaticas en el futuro se llevara
a cabo en tres areas: el diagndstico, el prondstico y el tratamiento. Respecto al
diagnéstico, la deteccion de mutaciones en genes mieloides contribuira a apoyar el
diagnostico de SMD en casos con morfologia dudosa y ausencia de alteraciones
citogenéticas, o a identificar a pacientes con CCUS y realizar un correcto seguimiento
de los mismos. También, se podran identificaran subtipos de SMD con caracteristicas
propias en base a la presencia de mutaciones concretas, como de hecho ya sucede
con las mutaciones de SF3B71y el SMD-SA. En cuanto al pronéstico, a pesar de que
disponemos de una amplia y creciente evidencia acerca del papel desempafado por
algunas mutaciones, aun no se ha logrado unificar e integrar dicha informacion junto
con otras variables en indices pronosticos potentes y de facil manejo en la préactica
clinica habitual que, una vez desarrollados, deberan ser debidamente validados con
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series amplias de pacientes. Ademas, todavia es poco lo que sabemos acerca de
como interaccionan entre si las distintas mutaciones. Por ultimo, el conocimiento de
las mutaciones somaticas sera fundamental en el futuro para explorar nuevos
tratamientos u optimizar los ya existentes. En el primer caso, mediante NGS podemos
identificar mutaciones que afectan a vias cuyo normal funcionamiento podria ser, al
menos parcialmente, restaurado con nuevos farmacos. En cuanto a la optimizacién de
los tratamientos ya existentes, la NGS nos puede ayudar a determinar si un paciente
presenta un perfil mutacional que prediga una mayor o menor sensibilidad a farmacos
ya disponibles, lo que ayudaria a reducir costes innecesarios, evitaria toxicidades,
optimizaria las tasas y la calidad de las respuestas y facilitaria la toma de decisiones.
Ademas, la identificacion de mutaciones por NGS nos permitira realizar el seguimiento
de las mismas durante la evolucién de la enfermedad, con lo que podremos evaluar
con mayor precision la respuesta terapéutica, asi como adelantarnos a la progresion

clinica y llevar a cabo intervenciones precoces, en especial en pacientes jovenes.

Profundizar en el conocimiento de las mutaciones somaticas a lo largo de la evolucién
de la enfermedad sin duda nos permitird manejar mejor a los pacientes con SMD,
sabiendo qué tratamientos son mas o menos eficaces en determinados “contextos
mutacionales”, si la presencia o ausencia de mutaciones somaticas predice una peor o
mejor respuesta, si el mal pronéstico de algunas mutaciones puede ser vencido con
determinadas estrategias terapéuticas o si la deteccién de mutaciones resulta Gtil para
predecir recaida o transformacién a SMD de alto grado o LMA.
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2.2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el impacto de las mutaciones soméaticas en el pronéstico y la respuesta de
pacientes con SMD tratados con diferentes modalidades terapéuticas: agentes
estimulantes de la eritropoyesis y trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos.

Objetivos especificos:

Evaluar la eficacia y la seguridad del tratamiento con AEE en pacientes del registro
espafnol de SMD (RESMD) y confirmar la prevalencia y el impacto de las mutaciones
somaticas en estos pacientes en la respuesta eritroide, la supervivencia y la
transformaciéon a LMA.

Determinar la prevalencia de mutaciones somaticas en pacientes con SMD sometidos
a trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos y si influyen en la
supervivencia global y en la incidencia de recaida.

Determinar si la EICRc puede modificar el pronéstico de las mutaciones somaticas en
pacientes trasplantados.

Determinar si el trasplante alogénico es capaz de eliminar los clones mutados en

pacientes con SMD sometidos a dicho tratamiento.

Definir el perfil mutacional de los pacientes con SMD trasplantados en el momento de
la recaida.

Definir el estado mutacional de los pacientes con SMD trasplantados que no recaen en
el dia +100 y determinar el impacto en la recaida posterior.

61



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nota aclaratoria

Los apartados MATERIAL Y METODOS, RESULTADOS y DISCUSION han sido
organizados en 3 capitulos, cada uno de los cuales consta del correspondiente
apartado.
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de bajo riesgo tratados con agentes
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CAPITULO 1
3.1. MATERIAL Y METODOS
Estudio SPRESAS

Entre 2013 y 2014, 959 pacientes con SMD del Registro Esparnol de SMD (RESMD)
fueron incluidos en el estudio SPRESAS (SPanish Registry of Erythropoietic
Stimulating Agents Study). Se incluyeron en dicho estudio pacientes con SMD de novo
con anemia (hemoglobina <11 g/dL), bajo riesgo segun el IPSS (bajo e intermedio-1) y
que no hubieran recibido tratamiento modificador alguno. Los pacientes debian haber
sido diagnosticados antes de diciembre de 2011 y presentar suficientes datos relativos
a la enfermedad, la respuesta y la supervivencia. Los siguientes 237 casos se
excluyeron: 23 tratados con potenciales agentes modificadores, 38 con SMD
secundario, 21 con IPSS > intermedio-1, 97 pacientes con hemoglobina >11 g/dl, 31
diagnosticados después del 31 de diciembre de 2011, 3 en progresién a SMD de alto
riesgo y 24 con datos incompletos. Los restantes 722 pacientes con SMD de novo,
IPSS bajo/intermedio-1 e informacion suficiente fueron analizados. El objetivo primario
del analisis fue evaluar la eficacia y la seguridad de los AEE en pacientes con SMD de
bajo riesgo del RESMD, mientras que los objetivos secundarios fueron determinar la
duraciéon de la Respuesta Eritroide (RE), la SG y la Incidencia Acumulada (IA) de
transformacién a LMA.

La RE fue definida de acuerdo a los criterios IWG 2006: aumento de hemoglobina 21.5
g/dl y reduccién relevante del nimero de concentrados de hematies en al menos 4
concentrados cada 8 semanas en comparacion con el nimero de transfusiones en las
8 semanas previas. La SG fue calculada desde la fecha del diagnéstico hasta la
muerte por cualquier causa o la fecha de ultimo seguimiento. La transformacion a LMA
fue definida como la presencia de 220% de blastos en médula 6sea o sangre
periférica.

Estudio de mutaciones

Analizamos retrospectivamente los datos de 65 pacientes de bajo riesgo tratados con
AEE procedentes del registro SPRESAS de 5 centros esparfioles (Hospital
Universitario de Salamanca, Hospital Universitario de Ledn, Hospital Universitario
Central de Asturias, Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, Hospital
Clinico Universitario de Valencia) diagnosticados entre 1997 y 2011. El seguimiento de
los pacientes se actualizé en agosto de 2019. De los pacientes incluidos en el registro
SPRESAS en cada uno de los centros seleccionados, se escogieron muestras de los
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respondedores con al menos 12 meses de duracién de la respuesta y de los no
respondedores, basandonos en un estudio previo que evidencia que el pronéstico de
los pacientes con SMD de bajo riesgo tratados con AEE es similar entre los no
respondedores y los que presentan respuestas de corta duracién (<6 meses).(71)

Se seleccion6 ADN gendomico de células mononucleadas de médula dsea del
diagnéstico; s6lo en un caso se empled sangre periférica, al no disponer de médula
Osea. La extraccion del ADN se llevé a cabo con QlAgen (Qiagen®©) y la cuantificaciéon
por fluorometria con Qubit 2.0 (Life Technologies®). La deteccion de variantes se llevo
a cabo mediante NGS, empleando una estrategia de secuenciacién por captura con
una plataforma MiSeq (lllumina®) y un panel de 117 genes mieloides disefiado con el
programa DesignStudio (lllumina®), empleando 3259 sondas dirigidas a 1740
regiones, incluyendo exones, regiones de splicing y regiones UTR 3’/5’. (Tabla 1.1) El
disefo del panel se realiz6 en dos pasos: primero, captura y generacién de la libreria
mediante la metodologia Nextera Rapid Capture Enrichment Custom, partiendo de 50
ng de ADN de cada muestra; y segundo, generacién de clusters y secuenciaciéon con
la plataforma MiSeq de lllumina®, utilizando el kit de reactivos de 300 ciclos
(obteniéndose una cobertura media de 500-600 lecturas).

Panel de 117 genes mieloides disefiando con DesignStudio (lllumina)

ABL1, AEBP2, ARID2, ASXL1, ATRX, BCAS1, BCOR, BCORL1, BCR, BMI1, BRAF,
CALR, CBFB, CBL, CBLB, CBLC, CD177, CDH13, CDH23, CDH3, CDK2, CDKNZ2A,
CEBPA, CREBBP, CSF3R, CSNK1A1, CTCF, CTNNA1, CUX1, DNMT3A, UBRS5,
EGFR, EIF2AK2, ENG, EP300, ETV6, EZH2, FBXW7, FLT3, G3BP1, GATA1,
GATA2, GCAT, GNAS, GNB1, HRAS, IDH1, IDH2, IKZF1, IL3, IRF1, JAK1, JAKZ2,
JAKS3, JARID2, JKAMP, KDM6A, KIT, KRAS, LUC7L2, MECOM, KMT2A, KMTZ2D,
MPL, MTOR, NF1, NOTCH1, NPM1, NRAS, NR2F6, NTRK1, NUP98, PBRM1,
PDGFRA, PDGFRB, PHF19, PHF6, PHLPP1, PTEN, PTPN1, PTPN11, RAD21,
RARA, RET, RPS14, RUNX1, SALL4, SBDS, SETBP1, SETD2, SF1, SF3A1, SF3B1,
SFPQ, SH2B3, SMC1A, SMC3, SPARC, SRSF2, STAG1, STAG2, SUZ12, TCL1B,
TERC, TERT, TET2, TGM2, TIMM50, TNFAIP3, TP53, TYK2, U2AF1, UMODLI1,
USB1, WASF3, WT1, ZRSR2

Tabla 1.1: Panel de genes empleado en el estudio

66




CAPITULO 1

Sélo se consideraron aquellas variantes localizadas en regiones exoénicas o de splicing
gue causan cambios en la secuencia proteica. La mediana de cobertura minima de las
secuencias exonicas fue de 50-100 lecturas, con més de 10-20 lecturas mutadas. Las
variantes fueron analizadas con el programa I/GV (Broad Institute©). Todas las
secuencias fueron evaluadas con FastQC y NGSQCToolkit v2.3.3 y alineadas con el
genoma de referencia (GRCh37/hg19) con BWA v0.7.12 y GATK v.3.5. El Q score
requerido para asegurar la calidad de los resultados fue de 30 (Q30). El llamado y la
anotacién de las variantes se llevaron a cabo con VarScan (v2.4), SAMTools v1.3.1 y
ANNOVAR. Se utilizaron las bases de datos COSMIC y ClinVar y los predictores SIFT,
PolyPhen-2 y Mutation Taster para evaluar el potencial oncogénico de las variantes.
Los polimorfismos fueron excluidos del andlisis. Las variantes con una VAF <5%
fueron validadas mediante re-secuenciacion de amplicones con el sistema GS-Junior
(454-Roche), y las que tenian una VAF superior mediante Sanger.

Andlisis estadistico

Las comparaciones de proporciones y rangos entre diferentes variables fueron
efectuadas con el test Chi-cuadrado y el test exacto de Fisher. Las curvas de
supervivencia fueron elaboradas empleando el método de Kaplan-Meier y comparadas
con el test log-rank. EI modelo de Cox fue usado para realizar el ajuste por
caracteristicas clinicas. Para el estudio SPRESAS, se realiz6 un analisis landmark y
los pacientes en el brazo de soporte fueron censurados si habian muerto antes del dia
100 desde el diagnéstico, ya que esta era la mediana de tiempo hasta el inicio de
tratamiento con AEE. La IA de LMA se calculé6 empleando riesgos competitivos y las
curvas se compararon con el test de Grey. El p valor se consideré significativo al nivel
de 0.05. Los célculos se realizaron con los programas R (v3.1.1), IBM SPSS v20.0 y
v25.0 y Xlstat v2018.6 para la IA de LMA.
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3.2. RESULTADOS

Estudio SPRESAS

De una cohorte de 722 pacientes del registro SPRESAS, 530 fueron tratados con AEE
y 192 fueron manejados solo con tratamiento de soporte. La mediana de seguimiento
fue de 2.9 anos (p10-p90 0.696-7.662): 3.12 anos en el grupo de AEE y 2.37 afos en
el grupo de soporte (p=0.002). La mediana de edad fue de 76 afos (p10-p90 60.3-86).
Las caracteristicas de los pacientes incluidos en el registro SPRESAS se resumen en

la Tabla 1.2.

AEE Soporte p-
n=530 n=192 valor
Edad (mediana) 77 anos 76 anos 0.042
Sexo 530 192 0.398
Hombre 280 (54%) 111 (58%)
Mujer 240 (46%) 81 (42%)
Diagndstico OMS 2008 530 192 0.000
CRDU 48 (9.1%) 13 (6.8%)
CRDM 182 (34.5%) 42 (21.9%)
ARSA 101 (19.1%) 14 (7.3%)
AREB-1 18 (3.4%) 19 (9.9%)
AREB-2 2 (0.4%) 11 (5.7%)
SMD inclasificable 3 (0.6%) 0 (0%)
Sindrome 5g- 17 (3.2%) 10 (5.2%)
LMMC 33 (6.3%) 10 (5.2%)
SMD/NMP 7 (1.3%) 2 (1%)
No disponible 117 (22.2%) 71 (37%)
IPSS 484 185 0.000
Bajo 305 (63%) 74 (40%)
Intermedio-1 179 (37%) 111 (60%)
No disponible 46 7
IPSS-R 484 185 0.000
Muy bajo 130 (26.9%) 18 (9.7%)
Bajo 285 (58.9%) 94 (50.8%)
Intermedio 63 (13%) 57 (30.8%)
Alto 6 (1.2%) 16 (8.6%)
No disponible 46 7
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Hemoglobina (mediana) 10 g/dl 9 g/dl 0.000
Neutréfilos (mediana) 2.74 x10%1 2.58 x10%/1 0.742
Plaquetas (mediana) 214 x10%/ 198.5 x10%/I 0.384
Blastos SP (mediana) 0% 0% 0.001
Blastos MO (mediana) 1% 3% 0.000
Eritropoyetina (mediana) 59.5 U/l 142.5 U/l 0.003
Ferritina (mediana) 315 ng/ml 376 ng/ml 0.009
Dependencia transfusional 329 192 0.000

Si 185 (56.2%) 184 (95.8%)

No 144 (43.8%) 8 (4.2%)

No disponible 201 0
Cariotipo IPSS-R 484 185 0.227

Muy bueno 28 (5.8%) 5 (2.7%)

Bueno 418 (86.5%) 163 (88.1%)

Intermedio 37 (7.2%) 14 (7.6%)

Pobre 3 (0.6%) 2 (1.1%)

Muy pobre 0 (0%) 1 (0.5%)

No disponible 46 7

Tabla 1.2: Caracteristicas de los pacientes del estudio SPRESAS

Respuesta eritroide

Los datos sobre RE se encontraban disponibles en 478 pacientes, de los que 310
(64.8%) respondieron de acuerdo a los criterios IWG 2006, con una mediana de
duracion de la RE de 1.78 anos (p10-p90 0.507-5.492). No se observaron diferencias
entre el tipo de AEE (darbopoetina, epoetina a, epoetina 3, otros) o la dosis (baja vs.
alta). De los 284 pacientes con duracién de la RE conocida, 265 (93.3%) y 213 (75%)
mantenian la respuesta a los 6 y a los 12 meses, respectivamente.

Las variables con impacto en la RE en el andlisis univariante fueron el porcentaje de
blastos, la hemoglobina, los niveles de EPO, la ferritina, la dependencia transfusional,
el IPSS y la citogenética. En el andlisis multivariante, sélo los niveles de EPO <200 U/I
se relacionaron significativamente con una mayor RE (OR 2.446 I1C 95% 1.061-5.639,
p=0.036). (Tabla 1.3)
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Univariante Multivariante
i PRI | O varl)or 9I5(ZA ng’/o
Edad (=77 vs.<77 [ref]) 0.780 0.196 | 1.629 | 0.157 | 0.828 | 3.204
Sexo (hombre vs. mujer [ref]) 1.088 0.663 | 1.296 | 0.450 | 0.661 | 2.540
ﬁ:fr]J)endencia transfusional (si vs. no 1655 0.033 1.898 | 0.087 | 0.911 | 3.953
IPSS (intermedio-1 vs. bajo [ref]) 1.779 0.005 | 1.348 | 0.438 | 0.634 | 2.867
Hemoglobina (continua) 0.785 0.003 | 1.104 | 0.502 | 0.827 | 1.473
Hemoglobina (<10 vs. 210 g/dL [ref]) 1.511 0.032
Neutrdfilos (<800 vs. 2800 g/dL [ref]) 1.160 0.767
Blastos SP (>0 vs. 0 [ref]) 2.929 0.045 | 1.332 | 0.740 | 0.240 | 7.244
Blastos MO (continua) 1.588 0.022 | 1.104 | 0.398 | 0.895 | 1.322
EPO (=200 vs. <200 U/L [ref]) 3.969 0.000 | 2.446 | 0.036 | 1.061 | 5.639
Ferritina (continua) 1.001 0.001 1.000 | 0.429 | 0.999 | 1.000
Cariotipo (Intermedio vs. favorable [ref] 1.876 0.056
E,r\ga? 2008 (ARSA vs. CRDU + CRDM 0.859 0574
AREB 2.323 0.106
SMD 50- 2.613 0.059
Otros SMD 2.821 0.008

Tabla 1.3. Andlisis de la respuesta eritroide: univariante y multivariante (estudio SPRESAS)

Seguridad

10 pacientes presentaron efectos adversos, ninguno de los cuales se relacion6 con el
tratamiento. En total, se reportaron 17 efectos adversos: crisis epiléptica, hemorragia
postquirdrgica, sindrome anémico importante, fiebre, sindrome constitucional,
hemorragia muco-cutanea, trombopenia, anorexia, diarrea, lumbalgia, astenia, vértigo,
colecistitis, caida con traumatismo, erupcion cutdnea, insuficiencia cardiaca,
hemorragia pre-retiniana y ACV. De ellos, s6lo 3 se consideraron efectos adversos
graves: fiebre, sindrome constitucional y caida con traumatismo. No se observd una
mayor incidencia de LMA entre los pacientes tratados con AEE: 73 pacientes (13.7%)
frente a 28 (15.8%) en el grupo de soporte.

Supervivencia global

La mediana de SG desde el diagnéstico fue de 6.7 afios (IC 95% 5.5-7.2) en el grupo
de AEE y 3.1 afos (IC 95% 2.6-4.4) en el de soporte (p<0.001). A 5 afos, la SG fue
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del 59% y el 37% en cada grupo, respectivamente. Entre los pacientes tratados con
AEE, la mediana de SG fue de 9.0 anos (Cl 95% 7.3-NR) y del 70% a 5 anos en los
respondedores vs. 4.5 afnos (IC 95% 3.4-5.8) y 44% a 5 aros en los no respondedores
(p<0.001). (Figura 1.1)

100 % —|

0.001
AEE p<

Mediana SG 6.7 afios
75 % —

S50 % —

Soporte
Mediana SG 3.1
afios

25 % —

Supervivencia acumulada

0% —

Tiempo (afios)

Figura 1.1. Supervivencia global segin el manejo: AEE vs. soporte (estudio SPRESAS)

Las variables con impacto en la SG en el analisis univariante fueron la edad, el sexo,
el IPSS, el porcentaje de blastos en médula 6sea, la cifra de hemoglobina, la cifra de
leucocitos y el tratamiento. En el analisis multivariante, las variables que retuvieron la
significacion estadistica para una mayor SG fueron una menor edad (HR 1.05 IC 95%
1.008-1.039, p<0.001), el sexo femenino (HR 0.671 IC 95% 0.533-0.846), hemoglobina
mas alta (HR 0.874 I1C 95% 0.804-0.951, p=0.001), leucocitos mas bajos (HR 1.024 IC
95% 1.008-1.039, p=0.003), IPSS bajo vs. intermedio-1 (HR 1.91 IC 95% 1.514-2.411,
p<0.001) y el tratamiento con AEE (HR 0.648 IC 95% 0.505-0.832, p<0.001). (Tabla
1.4)

Univariante Multivariante

p valor HR p valor glg,/o glg,/o
Edad (continua) <0.001 1.050 | <0.001 | 1.037 | 1.063
Sexo (mujer vs. hombre [ref]) <0.001 0.671 <0.001 0.533 | 0.846
Tratamiento (AEE vs. soporte [ref]) <0.001 0.648 | <0.001 0.505 | 0.832
Hemoglobina (continua) <0.001 0.874 0.001 0.804 | 0.951
Leucocitos (continua) <0.001 1.024 0.003 1.008 | 1.039
Blastos en MO (continua) <0.001 no sig.
IPSS (intermedio-1 vs. bajo [ref]) <0.001 1.910 | <0.001 1.514 | 2.411

Tabla 1.4. Analisis de la supervivencia global: univariante y multivariante (estudio SPRESAS)
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Los pacientes que no respondieron a los AEE tuvieron una supervivencia similar a
aquellos con una duracion de la respuesta inferior a 6 meses: mediana de SG desde el
inicio del tratamiento de 3.093 afios (IC 95% 2.418-3.769) y de 2.370 anos (IC 95%
0.528-4.212, p=0.238), respectivamente. Por el contrario, los que tuvieron respuestas
26 meses presentaron una SG, calculada a partir de los 6 meses desde el inicio del
tratamiento, de 6.541 afos (95% CIl 5.265-7.817, p<0.001). Se observo, asimismo, que
los respondedores con una duracién de la respuesta <12 meses tenian también un SG
similar a los no respondedores: mediana de 2.5 afos vs. 6.2 afios en pacientes con
>12 meses de duracién de la respuesta, calculada a partir de los 12 meses desde el
inicio del tratamiento (p<0.001). Considerando solo a los pacientes que perdieron la
RE, la mediana de supervivencia a partir de la fecha de pérdida de la respuesta fue de
2.027 anos y 30.9% a 5 anos en RE <6 meses y de 4.34 anos y 45.3% a 5 afios en RE
>6 meses (p=0.029), y de 3.332 anos y 29.5% a 5 afnos en RE <12 meses y de 4.34
anos y 49.4% a 5 anos en RE >12 meses (p=0.042). (Figura 1.2)

Respondedores a AEE

% RE >12 meses
SG 5 aifios 49.4%

0,44
RE <12 meses
SG 5 ailos 29.5%

Supervivencia acumulada

0,2

p=0.042

0,0

Tiempo (afios)

Figura 1.2: Supervivencia global desde la pérdida de respuesta eritroide en respondedores <12

meses y respondedores de >12 meses

La IA de LMA a 5 anos desde el diagnéstico fue del 18% en el grupo de AEE y del
20% en el grupo de soporte (p=0.350). Entre los pacientes que recibieron AEE la IA de
LMA fue del 13% en los respondedores y del 28% en los no respondedores (p<0.001).
Las variables relacionadas con una mayor incidencia de IA de LMA en el analisis
multivariante fueron el sexo masculino (HR 0.609 IC 95% 0.402-0.924, p=0.02), un alto
porcentaje de blastos (HR 1.229 IC 95% 1.131-1.334, p<0.001) y el IPSS intermedio-1
(HR 1.995 IC 95% 1.205-3.303, p=0.007). La IA de LMA a 5 afos desde el inicio de
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tratamiento con AEE fue del 20% en los respondedores vs. 37% en los no
respondedores (p<0.001).

Estudio de mutaciones

Entre los 65 pacientes con muestra analizada al diagnéstico por NGS, 23 (35.4%) eran
respondedores (>365 dias) y 42 (64.6%) no respondedores. Entre los respondedores,
13 (56.6%) mantuvieron la RE hasta la fecha de ultimo seguimiento, mientras que 10
(43.5%) perdieron la respuesta. La mediana de duracion de la RE fue de 4.6 afos
(p10-p90 1.254-11.41), con un rango de 1.01 a 11.9 anos. La mediana de inicio de
EPO desde el diagnéstico fue de 140 dias (p10-p90 21.6-1210.6). 15 pacientes
(23.1%) recibieron G-CSF concomitante con AEE.

La alteracion citogenética fue la del(5)(q13g31), presente en 5 pacientes (7.7%), todos
ellos categorizados como sindrome 5qg-. Otras alteraciones citogenéticas fueron: -Y y
+8 en 3 pacientes, del(11qg) en 2 pacientes y del(20q), +17 e inv(9) en 1 paciente cada
una. En solo 1 caso se detecté la del(7q) por FISH, pero no por cariotipo.

Las caracteristicas clinicas de respondedores y no respondedores a AEE se resumen
en la Tabla 1.5. Comparando los pacientes de la cohorte tratada con AEE del estudio
SPRESAS con los pacientes del estudio de mutaciones, encontramos que ambos
grupos fueron similares en cuanto a la distribucion de la mayoria de variables.

Respondedores No respondedores
n=23 n=42 P
(35.4%) (64.6%)
Edad (mediana) 76 anos 76 anos 0.422
Sexo 23 42 0.200
Hombre 9 (39.1%) 24 (57.1%)
Mujer 14 (60.9%) 18 (42.9%)
Diagndstico OMS 2008 21 41 0.042
<5% blastos 20 (95.2%) 30 (73.2%)
CRDU
ARSA
CRDM
SMD-I
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>5% blastos y LMMC 1(4.8%) 6 (14.5%)
AREB-1
AREB-2
LMMC
Otros SMD/NMP
Sindrome 5g- 0 (0%) 5 (12.2%)
No disponible 2 1
IPSS 23 40 0.781
Bajo 17 (73.9%) 28 (70%)
Intermedio-1 6 (26.1%) 12 (30%)
No disponible 0 2
IPSS-R 23 37 0.157
Muy bajo 9 (89.1%) 8 (20.5%)
Bajo 13 (56.5%) 25 (64.1%)
Intermedio 1 (4.3%) 6 (15.3%)
No disponible 0 5
Hemoglobina (mediana) 9.8 g/di 9.2 g/di 0.033
Hemoglobina 23 42 0.188
>8 g/dl 21 (91.3%) 32 (76.2%)
<8 g/di 2 (8.7%) 10 (23.8%)
Plaquetas (mediana) 270 x10% 230 x10% 0.244
Leucocitos (mediana) 5.76 x10%/! 4.62 x10%/! 0.144
Eritropoyetina (mediana) 47.9 U/l 110.5 U/l 0.027
Eritropoyetina 18 26 0.124
<100 U/l 13 (72.2%) 12 (46.2%)
>100 U/I 5 (21.7%) 14 (33.3%)
No disponible 5 16
Ferritina (mediana) 449 ng/ml 368 ng/ml 0.652
Ferritina 18 35 1.000
<500 ng/ml 12 (66.7%) 24 (68.6%)
>500 ng/ml 6 (33.3%) 11 (31.4%)
No disponible 5 7
Dependencia transfusional 23 42 0.000
Si 11 (47.8%) 39 (92.9%)
No 12 (52.5%) 3(7.1%)
Citogenética 23 39 0.034
Normal 21 (91.3%) 26 (66.7%)
Anormal 2 (8.7%) 13 (383.3%)
No disponible 0 3
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Genes mutados 23 42 0.248
<3 19 (82.6%) 28 (66.7%)
>3 4 (17.4%) 14 (33.3%)

Tabla 1.5: Caracteristicas de los pacientes del estudio de mutaciones

El numero de genes mutados fue: 0 genes mutados en 8 pacientes (12.3%), 1 gen
mutado en 20 (30.8%), 2 genes mutados en 19 (29.2%), 3 genes mutados en 6 (9.2%),
4 genes mutados en 7 (10.8%) y 5 genes mutados en 5 pacientes (7.7%). La mediana
de genes mutados por paciente fue 2. 57 pacientes (87.7%) presentaban al menos 1
mutacion. Solo 3 pacientes tenian 2 mutaciones en un mismo gen: 2 en SF3B71y 1 en
TP53. La VAF media fue de 32.5%, con una mediana de 34.6% (p10-p90 7.7-47.6).
Para el analisis estadistico, se crearon 2 grupos de pacientes: <3 genes mutados y =3
genes mutados.

Los genes mas frecuentemente mutados fueron: SF3B71 35 (54.8%), DNMT3A 11
(16.9%), TET29 (13.8%), SRSF27 (10.8%), ZRSR2 6 (9.2%), ASXL1 5 (7.7%), IDH2
5(7.7%), EZH2 4 (6.2%), STAG2 4 (6.2%) y TP53 4 (6.2%). El resto de mutaciones se
detectaron en menos del 5% de pacientes. Hubo 47 pacientes (72.3%) con mutaciones
en genes de splicing, siendo éste el grupo de genes mas frecuentemente mutados. De
estos pacientes, casi todos ellos tenian una Unica mutacion de splicing; solo 3 tenian 2
genes de splicing mutados simultaneamente: 2 con SF3B1y SRSF2y 1 con SF3B1y
ZRSR2. Las mutaciones de TET2 y DNMT3A, genes normalmente asociados con
hematopoyesis clonal, se encontraron raramente aisladas: 8 de 9 pacientes con
mutacion de TET2 y 9 de 11 pacientes con mutacion de DNMT3A presentaban
mutaciones en genes de splicing, principalmente SF3B71 (6/9 y 9/11, respectivamente).
(Figura 1.3)

Respuesta eritroide y mutaciones

Observamos una correlacion entre el niumero de mutaciones y la respuesta a los AEE,
aunque sin alcanzar la significacion estadistica, siendo la RE del 40.4% entre
pacientes con <3 genes mutados y del 22.2% en pacientes con =3 genes mutados
(p=0.170). (Figura 1.4) Asimismo, la proporciéon de pacientes con <3 genes mutados
fue del 82.6% entre respondedores y del 66.7% entre no respondedores. Ninguna
mutacion se relaciond con la RE; sin embargo, observamos una tendencia a una
mayor probabilidad de respuesta en los pacientes con mutaciones de TETZ2 vs.
pacientes con TET2 no mutado: 66.7% (6/9 pacientes) vs. 30.4% (p=0.057),
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respectivamente. Las variables relacionadas con ausencia de respuesta eritroide en el
analisis univariante fueron la dependencia transfusional (p<0.001), la presencia de
alteraciones citogenéticas (p=0.034), EPO alta (p=0.025), hemoglobina baja (p=0.032)
y un mayor porcentaje de blastos en médula ésea (p=0.015), ninguna de las cuales
retuvo la significacion estadistica en el analisis multivariante. Entre los respondedores,
solo 2 variables demostraron tener un impacto desfavorable en la RE en el andlisis
univariante, aunque no en el multivariante: dependencia transfusional (p=0.043) y

numero de genes mutados (=3) (p=0.047).
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ZrRSR2
UAZF1
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Figura 1.3: Pacientes con SMD tratados con AEE: mutaciones sométicas y citogenética
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Figura 1.4. Respuesta eritroide segin el nimero de genes mutados

Supervivencia global

Tras una mediana de seguimiento en los vivos de 9.47 afnos (p10-p90 2.780-15.416),
50 pacientes (76.9%) habian muerto (14 respondedores y 36 no respondedores),
siendo la mediana de SG desde el diagnoéstico de 5.8 anos (IC 95% 4.131-7.661): 7.9
anos (IC 95% 6.981-8.975) en los respondedores y 4.4 anos (IC 95% 2.177-6.686) en
los no respondedores. (Figure 1.5A) En el andlisis multivariante, las variables que se
asociaron de forma significativa con una menor SG fueron la edad avanzada (HR
1.102 IC 95% 1.053-1.153, p<0.001), el sexo masculino (HR 2.410 IC 95% 1.148-
5.096, p=0.02), =3 genes mutados (HR 2.804 IC 95% 1.223-6.425, p=0.015), la
dependencia transfusional (HR 3.490 IC 95% 1.417-8.599, p=0.007) y el IPSS
intermedio-1 (HR 2.827 IC 95% 1.279-6.251, p=0.01). Las variables con intervalos de
confianza desproporcionadamente altos en el univariante (diagnéstico WHO 2008,
mutaciones de STAG2 y mutaciones de GNAS) fueron excluidas del analisis
multivariante. (Tabla 1.6)
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Univariante Multivariante
HR pvalor | HR | pvalor IC IC

95% | 95%
Edad (continua) 1.077 | <0.001 | 1.102 | <0.001 | 1.053 | 1.153
Sexo (hombre vs. mujer [ref]) 1.869 0.036 | 2.419 | 0.020 | 1.148 | 5.096
E.Z?]t)andencia transfusional (si vs. no 2791 0.012 3.490 | 0.007 | 1.417 | 8.599
IPSS (int-1 vs. bajo [ref]) 2.297 0.010 | 2.827 | 0.010 | 1.279 | 6.251
Hemoglobina (continua) 0.786 0.055
Hemoglobina (<8 vs. 28 g/dl [ref]) 1.523 0.259
Leucocitos (continua) 1.023 0.225
Plaguetas (continua) 0.999 0.273
Blastos MO (continua) 1.257 0.004 | 1.028 | 0.778 | 0.848 | 1.247
EPO (continua) 0.999 0.552
EPO (=100 vs. <100 U/l [ref]) 0.846 0.631
Ferritina (=500 vs. <500 ng/ml [ref]) 0.917 0.797
ﬁ:a;genétiea (anormal vs. nhormal 1.969 0.045 1.371 0.421 0.635 | 2.956
WHO 2008 (<5% blastos vs. 5g- [ref]) 0.552 0.276
bla:tSO‘Zo[trJ:]stos y LMMC vs. <5% 5 632 0012
Genes mutados (23 vs. <3 [ref]) 1.247 0.028 | 2.803 | 0.015 | 1.223 | 6.425
SRSF2 (mutado vs. wild type [ref]) 3.914 0.001 | 2.285 | 0.157 | 0.727 | 7.182
STAG2 (mutado vs. wild type [ref])* 11.665 | <0.001
GNAS (mutado vs. wild type [ref])* 6.550 0.003

*STAG2y GNAS no fueron incluidos en el multivariante por presentar intervalos desproporcionadamente

altos.

Tabla 1.6. Analisis de la supervivencia global: univariante y multivariante (estudio de
mutaciones)

Los pacientes con <3 genes mutados presentaban una mayor SG frente a los que
tenian 23 genes mutados: SG a 5 afios de 60.3% (mediana de 6.805 afos IC 95%
4.987-8.624) vs. 44.4% (mediana de 2.677 afos IC 95% 0.000-6.675, p=0.014),
respectivamente. (Figure 1.5B) Entre los respondedores a los AEE, el numero de

genes mutados conservd su mal pronéstico: SG a 5 anos 83.9% para <3 genes
mutados (mediana de 10.05 afios IC 95% 7.211-12.893) vs. 75% para 23 genes
mutados (mediana de 5.833 afos IC 95% 2.882-8.781, p=0.012). Ademas, se observd

una tendencia a una mejor SG, aunque no result6 significativa, entre <3 vs. 23 genes

mutados en el grupo de no respondedores: SG a 5 afnos de 43.9% (mediana de 4.584
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anos IC 95% 3.692-5.475) vs. 35.7% (mediana de 1.460 IC 95% 2.177-6.684,
p=0.175), respectivamente.
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Figura 1.5. Supervivencia global: serie global (A), segun el nimero de genes mutados <3 y >3

(B), segun el estado mutacional de SRSF2 (C) y segun el estado mutacional de STAG2 (D)

Incidencia acumulada de LMA

18 pacientes (27.7%) presentaron transformacién a LMA, 3 respondedores y 15 no
respondedores. La IA de LMA, a 17.6 anos de seguimiento, fue del 33.6% (IC 95%
21.7-51.9), con un 17% a 5 afos (IC 95% 9.9-29.2). En pacientes con <3 genes
mutados, la |IA de LMA fue del 18.2% (IC 95% 9.7-34.4), con un 10.7% a 5 afos (IC
95% 4.7-24.5) frente al 55.6% (IC 95% 37.3-82.7) y el 33.3% a 5 afios (IC 95% 17.5-
63.4, Gray test p=0.006) en pacientes con =3 genes mutados. (Figure 1.6) No se
observaron diferencias en la IA de LMA de los pacientes con mutaciones de GNAS y
SRSF2. Sin embargo, entre los pacientes con mutaciones de STAGZ la |IA de LMA fue
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del 75% (IC 95% 42.6-1.32) a 5 anos en los respondedores y del 13.2% en los no
respondedores (IC 95% 6.9-25.2, Gray test p<0.001).
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Figura 1.6. Incidencia acumulada de recaida: serie global (A) y segiin el nimero de genes

mutados <3 y >3 (B)
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3.3. DISCUSION
Estudio SPRESAS

Presentamos por primera vez los resultados del mayor estudio sobre el uso de AEE en
pacientes con SMD de bajo riesgo llevado a cabo a partir del registro del GESMD. La
proporcién de pacientes que respondieron a AEE fue del 64.8%, superior en general a
lo reportado por otros autores, que la sittan en torno al 40-60%,(54,65-69,76)
independientemente del uso de G-CSF adyuvante (118 pacientes en nuestro estudio,
16.3%). La mediana de duracién de la RE fue de 1.78 afos, similar a lo observado en
estudios anteriores (17-24 meses). La Unica variable asociada de forma significativa
con una mejor RE en el analisis multivariante fue la EPO <200 U/I, validando asi los
resultados de estudios previos, si bien existen diferencias entre éstos en cuanto al
punto de corte que determina la mejor o peor respuesta: 500 U/l en el estudio de
Hellstrém-Lindberg, 200 U/l en los de Park y Santini, y 100 U/l en los de Buckstein y
Houston). Este mismo punto de corte ha sido seleccionado por la EMA para la
aprobaciéon de los AEE en SMD de bajo riesgo, en base a los resultados del ensayo
clinico con epoteina-a llevado a cabo por Fenaux et al.,(214) habiéndose observado
también que los pacientes con EPO <200 U/l responden mejor a luspatercept.(81)
También confirmamos que los AEE son seguros (solo 3 pacientes desarrollaron algun
efecto adverso grave, ninguno relacionado con el tratamiento), y que no se relacionan
con progresion a LMA. Tanto el IPSS como el IPSS-R se han asociado
sistematicamente con la RE,(66,69,73,74) junto a los niveles de EPO y la dependencia
transfusional; sin embargo, en nuestro estudio esta variable solo resulté significativa
en el analisis univariante.

Observamos una mayor SG entre los respondedores a AEE que entre los no
respondedores. Estas diferencias han sido resefiadas también por otros autores, si
bien en nuestro estudio la SG result6é superior.(65,67,68,72) Esto podria explicarse por
la menor proporcién de pacientes con AREB tratados con AEE en nuestro estudio
(3.8%) en comparacién con otros (19-38%) y porque solo se incluyeron pacientes con
IPSS bajo e intermedio-1, mientras que los otros estudios incluyeron también
pacientes con IPSS intermedio-2 y alto (11-24%), lo que pudo limitar la supervivencia.

Entre los respondedores a los AEE, la SG fue inferior en los pacientes con respuestas
mas cortas (<6 meses y <12 meses), frente a aquellos con respuestas mas
prolongadas (>6 meses y >12 meses), incluso tras la pérdida de la RE, en
consonancia con lo reportado por Kelaidi et al. (ver introduccion).(71)
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La transformacién a LMA no fue més frecuente entre los pacientes tratados con AEE;
sin embargo, observamos que los no respondedores tuvieron una mayor IA de LMA,
incluso en comparacién con los pacientes manejados con tratamiento de soporte. La
menor incidencia de LMA entre los respondedores, mas que deberse a un efecto
favorecedor directo de los AEE, podria estar relacionada con las caracteristicas
basales de los pacientes, como el perfil mutacional, lo que podria explicar también la
refractariedad a los AEE.

Estudio de mutaciones

El porcentaje de pacientes con mutaciones somaticas fue similar al observado por
Kosmider et al. (87%) en su estudio sobre el impacto de las mutaciones sométicas en
pacientes con SMD de bajo riesgo.(156) En nuestro estudio, las mutaciones de
SF3B1, el gen mas frecuentemente mutado en SMD de bajo riesgo, fueron mas
frecuentes (54.8% vs. 40.5%), mientras que las mutaciones de otros genes se
encontraron en una proporcion menor. Esto podria ser debido a que nuestro estudio
incluyd mas pacientes con IPSS bajo que intermedio-1 (69% y 45%, respectivamente,
en el estudio de Kosmider).

La mayoria de los pacientes tenian 2 0 mas mutaciones, lo que sugiere que la
cooperacion entre mutaciones podria ser, al menos parcialmente, necesaria para el
desarrollo manifiesto de la enfermedad. Encontramos algunas asociaciones ya
observadas por otros autores, como la de SF3B1 y DNMT3A; también encontramos
una asociacién entre las mutaciones de TET2 y las de SF3B71 y otros genes de
splicing. Las mutaciones en genes de vias de senalizacion y de factores de
transcripcién, descritos habitualmente en la literatura como asociados a progresion,
fueron infrecuentes en comparacion con otras “familias” de genes (16.9% y 26.2%,
respectivamente) y en la mayoria de los casos coexistian con mutaciones en otros
genes (9/11 pacientes con genes de transcripcion mutados y 17/17 pacientes con
genes de senalizacibn mutados). En concreto, de los pacientes con mutaciones en
genes de las vias de sefalizacion, solo el 17.6% presentaba <3 genes mutados, frente
a, por ejemplo, los pacientes con mutaciones en genes de splicing, de los que solo el
35.4% presentaba >3 genes mutados.

Varios estudios han relacionado la presencia, el tipo y el nimero de mutaciones
somaticas en pacientes con SMD con la respuesta al
tratamiento.(81,124,133,147,167,196,198-200) Nuestro trabajo evidencia que la
presencia de un alto nimero de genes mutados (=3) en pacientes con SMD de bajo
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riesgo tiende a asociarse con una menor tasa de RE, aunque dicha asociacion no
resulté estadisticamente significativa, probablemente debido al tamafno de la muestra.
La duracion de la RE también perece relacionarse inversamente con el nUmero de
genes mutados, aunque, de nuevo, no se alcanzé la significacion estadistica. Estos
hechos sostienen la idea de que una mayor complejidad genética se asocia con
refractariedad al tratamiento y podria ser un factor predictivo de respuesta a los AEE,
como los niveles de EPO, la dependencia transfusional o el IPSS. En este sentido, se
necesitan estudios que incluyan a un mayor numero de pacientes para confirmar estos

resultados.

Los pacientes con =3 genes mutados presentaban una menor SG, incluso en el grupo
de mejor pronéstico, el de los respondedores a AEE (entre no respondedores no se
observaron diferencias, probablemente debido al niUmero limitado de casos con =3
genes mutados en este grupo). Asi, independientemente de la RE, cuyo impacto en la
supervivencia fue confirmado por el estudio SPRESAS, el nimero de genes mutados
retuvo su prondstico desfavorable. Las mutaciones de 3 genes se asociaron también a
una menor SG en el analisis univariante: STAG2, GNAS y SRSF2 (Figuras 12C and
12D), todas ellas descritas previamente como asociadas a prondstico adverso y
caracteristicas de alto riesgo,(139,140,162,215,216) a pesar de los cual ninguna de
ellas retuvo la significacion en el multivariante. Ademas, no encontramos diferencias
significativas en la SG respecto al estado mutacional de SF3B1, el Unico gen cuyas
mutaciones han sido consideradas de forma unanime como de buen prondstico en

pacientes con SMD.

Los pacientes con =3 genes mutados presentaban también una mayor incidencia de
transformacién a LMA, al igual que los pacientes con mutaciones en el gen STAG2.
Solo 4 pacientes presentaban mutaciones en dicho gen, pero todos ellos tenian
mutaciones en al menos otros 3 genes; en todos los casos las mutaciones de STAG2
eran subclonales. Estos hallazgos sostienen la idea de que la transformacién a LMA
esta comunmente causada por mutaciones secundarias o cooperativas, que emergen
durante la evolucion de la enfermedad sobre un clon previo no necesariamente
“leucemébgeno”, y confirman los resultados de un articulo publicado recientemente en
este sentido sobre el papel de las mutaciones de la via RAS y del complejo de las
cohesinas en la evolucién a LMA en pacientes con SMD de bajo riesgo.(216)

En resumen, los AEE en pacientes con SMD de bajo riesgo constituyen el tratamiento
actual mas eficiente y seguro en primera linea para el tratamiento de la anemia

sintomatica, mejorando no solo la cifra de hemoglobina, y con ello la calidad de vida,
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sino probablemente también el prondstico en los pacientes respondedores. Incluso en
SMD de bajo riesgo, las mutaciones soméaticas de alto riesgo o un numero elevado de
genes mutados (=3) tienen un impacto desfavorable en la supervivencia y la
transformacién a LMA. También hemos observado una tendencia a una menor
probabilidad de RE en estos pacientes, que futuros estudios deberan confirmar. La
ausencia de respuesta a los AEE, en probable relacion con un perfil mutacional
desfavorable, deberia alertarnos sobre el aumento del riesgo de progresién a LMA en
estos pacientes.
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Impacto de las mutaciones somaticas en
pacientes con sindromes mielodisplasicos
sometidos a trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos y papel de la
enfermedad injerto contra receptor






El presente trabajo ha sido publicado en forma de articulo en la revista Annals of
Hematology con el titulo: Chronic graft-versus-host disease could ameliorate the
impact of adverse somatic mutations in patients with myelodysplastic syndromes and
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CAPITULO 2
4.1. MATERIAL Y METODOS
Pacientes y muestras

Analizamos retrospectivamente los resultados del TPH de 115 pacientes con SMD,
incluyendo 6 pacientes con LMMC, procedentes de 5 centros espanoles (Hospital
Universitario de Salamanca, Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia,
Hospital Universitario Morales Meseguer de Murcia, Hospital Universitario Virgen del
Rocio de Sevilla y Hospital Universitario Vall d’Hebron de Barcelona), trasplantados
entre los anos 1998 y 2015. Se seleccionaron muestras de médula 6sea obtenidas
antes del TPH con una mediana de 27 dias y un rango de 1 a 1075 dias; en 7 casos
se empled sangre periférica al no disponer de muestra de médula ésea.

Estudio molecular

Se extrajo ADN genomico de células mononucleadas de médula ésea, que se
secuencié mediante NGS por amplicones empleando un panel de 54 genes TruSight
Myeloid Sequencing con una plataforma NextSeq (lllumina®©) en 99 pacientes, y un
panel Ampliseq de 39 genes con una plataforma lon Torrent (Thermo Fisher
Scientific®) en 16 pacientes, que incluian la mayoria de los genes mutados en
neoplasias mieloides (Tabla 2.1). La secuenciacion se llevd a cabo en los laboratorios
del Hospital Universitario de Salamanca/Centro de Investigacién del Céncer y el
Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia.

Panel TruSight Myeloid Sequencing (lllumina): 54 genes

ABL1, ASXL1, ATRX, BCOR, BCORL1, BRAF, CALR, CBL, CBLB, CBLC, CDKN2A,
CEBPA, CSF3R, CUX1, DNMT3A, ETV6, EZH2, FBXW7, FLT3, GATA1, GATAZ2, GNAS,
HRAS, IDH1, IDH2, IKZF1, JAK2, JAK3, KDM6A, KIT, KRAS, MLL, MPL, MYDS8S,
NOTCH1, NPM1, NRAS, PDGFRA, PHF6, PTEN, PTPN11, RAD21, RUNX1, SETBP1,
SF3B1, SMC1A, SMC3, SRSF2, STAG2, TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2

Panel AmpliSeq (Thermo Fisher Scientific): 39 genes

ASXL1, BCOR, BRAF, CBL, CDKN2A, CEBPA, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3, GNAS,
IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, LUC7L2, MPL, NPM1, NF1, NRAS, PHF6, PTPN11,
RAD21, RPS14, RUNX1, SETBP1, SF3B1, SF1, SF3A1, SMC3, SPARC, SRSF2, STAG2,
TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2

Los genes comunes a ambos paneles estan resaltados en negrita.

Tabla 2.1: Paneles de genes empleados en el estudio
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La preparacion de bibliotecas para cada muestra fue realizada siguiendo las
instrucciones del fabricante. El alineamiento con el genoma de referencia (hg19) y la
deteccién de variables se realizaron con los programas Variant Studio Data Analysis e
lon Reporter, respectivamente. Sé6lo se consideraron aquellas variantes localizadas en
regiones de splicing o exodnicas que ocasionan cambios en la secuencia de
aminoacidos. Los polimorfismos fueron excluidos. Se excluyeron del panel las
regiones diana con una cobertura minima mediana de 100 lecturas en al menos el
20% de los pacientes. La cobertura media por paciente fue de 10662 lecturas, con un
rango de 19522 a 5109, y el limite inferior para la frecuencia alélica se fij6 en el 3%.

Andlisis de resultados

La SG se calcul6 desde la fecha del TPH (fecha de infusién de los progenitores
hematopoyéticos) hasta la fecha de la muerte por cualquier causa o del ultimo
seguimiento en los pacientes vivos. La recaida se defini6 como persistencia o
recurrencia morfologica de SMD (25% de blastos medulares, displasia significativa) o
presencia de Enfermedad Minima Residual (EMR) por citometria de flujo tras el TPH.
La Supervivencia Libre de Recaida (SLR) se calculé desde la fecha del trasplante
hasta la fecha de recaida, muerte o Ultimo seguimiento en los vivos. La EICRc fue
evaluada solo en los pacientes vivos en el dia +100 del TPH.

Las curvas de SG y SLR se crearon con el método de Kaplan-Meier y las
comparaciones se hicieron con el test log-rank. Se emple6 el modelo de Cox para
ajustar por caracteristicas clinicas o del trasplante. En la regresién de Cox se introdujo
la variable EICRc como variable dependiente de tiempo para estimar el efecto de dicha
variable en la supervivencia. Los modelos multivariantes se construyeron a partir de
las variables con significacion estadisticas del 95% (p<0.05) en el andlisis univariante
y de otras variables relevantes, como la edad y el sexo. La Incidencia Acumulada de
Recaida (IAR) con o sin muerte se calculd usando riesgos competitivos y las
comparaciones se llevaron a cabo con el test de Gray. Todos los calculos estadisticos
se realizaron con el programa SPSS 23.0, excepto la IAR, que fue calculada con Xlstat
versién 2014.5.08.
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La mediana de edad de los pacientes fue de 53 anos (p25—p75 44.13-61.07). Las

caracteristicas relacionadas con la enfermedad y el trasplante se resumen en la Tabla

2.2.
<2 genes mutados >2 genes mutados p
n = 86 (74.78%) n =29 (25.22%) valor
Edad (continua) 51.64 anos 56.57 anos 0.115
Sexo 86 29 0.198
Hombre 47 (54.70) 20 (69.00)
Mujer 39 (35.30) 9 (31.00)
Clasificacion WHO 2008 84 29 0.338
CRDU 3 (3.60) 1 (3.40)
ARSA 2 (2.40) 0 (0.00)
CRDM 12 (14.30) 10 (34.50)
AREB-1 22 (26.20) 6 (20.70)
AREB-2 26 (31.00) 6 (20.70)
SMD inclasificable 9 (10.70) 3 (10.30)
LMMC 6 (7.10) 3 (10.30)
LMA (AREB-T) 4 (4.80) 0 (0.00)
No disponible 2 0
Cariotipo complejo 77 24 0.669
Si 5 (6.50) 2(8.30)
No 72 (93.50) 22 (91.70)
No disponible 9 5
SMD primario vs. secundario 86 29 0.428
Primario 66 (76.70) 25 (86.20)
Secundario 20 (23.30) 4 (13.80)
Riesgo citogenético (IPSS-R) 77 24 0.54
Muy bueno 1(1.30) 0 (0.00)
Bueno 37 (48.10) 16 (66.70)
Intermedio 20 (26.00) 5 (20.80)
Pobre 15 (19.50) 2 (8.30)
Muy pobre 4 (5.20) 1 (4.20)
No disponible 9 5
IPSS 71 23 0.323
Bajo 6 (8.50) 3 (13.00)
Intermedio 1 20 (28.20) 10 (43.50)
Intermedio 2 33 (46.50) 5(21.70)
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Alto 6 (8.50) 2 (8.70)
LMMC* 6 (8.50) 3 (13.00)
No disponible 15 6
IPSS revisado (IPSS-R) 66 19 0.180
Muy bajo-Bajo-Intermedio 27 (40.90) 11 (57.9)
Alto-Muy alto 33 (50.00) 5 (26.30)
LMMC* 6 (9.10) 3 (15.80)
No disponible 20 10
Tratamiento 86 29 0.151
Azacitidina 32 (37.20) 16 (55.20)
Quimioterapia 31 (36.00) 5(17.20)
Otros 3 (3.50) 0 (0.00)
Sin tratamiento 20 (23.30) 8 (27.60)
Estado previo al trasplante 84 29 0.352
Sin tratamiento 7 (20.20) 7 (24.10)
Respuesta completa 9 (34.50) 6 (20.70)
Respuesta parcial 4 (16.70) 5(17.20)
Enfermedad estable 3 (15.50) 7 (24.10)
Progresion 0 (11.90) 2 (6.90)
Aplasiado sin blastos 1(1.20) 2 (6.90)
No disponible 2 0
Fuente de progenitores 86 29 0.161
Médula ésea 4 (4.70) 0 (0.00)
Sangre periférica 71 (82.60) 28 (96.60)
Cordén umbilical 11 (12.80) 1 (3.40)
Tipo de donante 86 29 0.164
Emparentado 9 (45.30) 17 (58.60)
No emparentado 4 (39.50) 8 (27.60)
Cordén umbilical 10 (11.60) 1 (3.40)
Haploidéntico 3 (3.50) 3 (10.30)
Tipaje HLA 86 29 0.346
Idéntico 59 (68.60) 23 (79.30)
No idéntico 27 (31.40) 6 (20.70)
Régimen de acondicionamiento 86 29 0.574
Mieloablativo 33 (38.40) 11 (37.90)
Intensidad reducida 53 (61.60) 18 (62.10)
EICR aguda 86 29 0.378
Si 54 (62.80) 21 (72.40)
No 32 (37.20) 8 (27.60)
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EICR cronica’ 83 29 0.074
Si 44 (53.01) 10 (34.50)
No 26 (31.33) 16 (55.20)
No evaluable (muerte <+100) 13 (15.66) 3 (10.30)
No disponible 2 0

*EI IPSS y el IPSS-R no se aplicaron a los pacientes con LMMC.

'Se consider¢ indistintamente EICRc limitada y extensa.

Tabla 2.2: Caracteristicas clinicas de los pacients y datos del trasplante

Perfil mutacional

De 115 pacientes, 44 (38.3%) no tenian ninguna mutacién somatica. En los restantes
71 pacientes, observamos 1 gen mutado en 27 pacientes (23.5%), 2 genes mutados
en 15 pacientes (13%), 3 genes mutados en 19 pacientes (16.5%), 4 genes mutados
en 6 pacientes (5.2%), 5 genes mutados en 3 pacientes (2.6%) y 6 genes mutados en
solo 1 paciente (0.9%). Los genes mas frecuentemente mutados fueron TP53 (15,
13%), SRSF2 (14, 12.2%), TET2 (13, 11.3%), DNMT3A (9, 7.8%), RUNX1 (9, 7.8%),
SF3B1 (9, 7.8%) y ASXL1 (8, 7%). La mediana de genes mutados por paciente fue de
1 (media de 1.38), con una VAF media del 35%. En la Figura 2.1 se representan los
genes mutados y el perfil citogenético de cada paciente.

Encontramos una asociacién significativa entre las mutaciones de TET2 y el IPSS,
siendo éstas mas frecuentes en pacientes con IPSS bajo e intermedio-1 (18.4% vs.
0% en pacientes con IPSS intermedio-2 y alto, p=0.004), y entre mutaciones de
SRSF2 y AREB (15.6% en AREB vs. 2.5% en pacientes con otros diagnésticos,
p=0.048). La LMMC se asoci6 a mutaciones de TETZ2 (44.4% de pacientes con LMMC,
p=0.005), SRSF2 (33.3%, p=0.02), KRAS (22.2%, p=0.007) y EZH2 (22.2%, p=0.026).
También se observd una mayor proporcién de pacientes con mutaciones de TP53
entre los que tenian un cariotipo complejo (57.1%) en contraste con aquellos con
cariotipo no complejo (de los que solo el 8.5% tenia mutaciones de TP53, p=0.003).
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Figura 2.1: Pacientes con SMD sometidos a trasplante alogénico: mutaciones somaticas y
citogenética.

Supervivencia global y supervivencia libre de recaida

A fecha de ultimo seguimiento, el 48% de los pacientes estaban vivos. 19 pacientes
recayeron (16.5%). Tras una mediana de seguimiento de 2.02 afos en los vivos, la SG
fue del 48.1% (63.4% al afio, mediana de 5.96 anos) (Figura 2.2A) y la SLR fue del
46.2% (59.7% al afo, mediana de 5.92 anos).

El analisis univariante para la SG incluyd las siguientes variables: todos los genes
mutados, el nUmero de mutaciones (2 genes mutados vs. >2), la edad, el sexo, el
diagnostico WHO 2008, el IPSS, el IPSS-R, la categoria de riesgo citogenético, el
cariotipo complejo, el tratamiento modificador, la respuesta terapéutica, el estado de la
enfermedad al trasplante, el régimen de acondicionamiento, la fuente de progenitores
hematopoyéticos, el tipo de donante, la compatibilidad HLA, la EICR aguda y la EICRc
como variable tiempo-dependiente (solo en los pacientes vivos tras el dia +100 del
trasplante).
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Observamos que los pacientes con <2 genes mutados (86/115, 74.5%) tenian mejor
pronéstico que aquellos con >2 genes mutados (29/115, 25.2%): SG a 2 afnos 64.5%
(IC 95% 53.72-75.28, mediana no alcanzada) vs. 38.9% (IC 95% 20.48-57.32,
mediana de 0.926 arios, HR 1.875, p=0.035), respectivamente (Figura 2.2B). La
ausencia de EICRc (HR 0.101, p<0.001), el cariotipo complejo (HR 2.914, p=0.028) y
las mutaciones de TET2 (HR 2.824, p=0.005) se asociaron también a una peor SG. En
el analisis multivariante de la SG solo la EICRc (HR 0.046 IC 95% 0.016-0.138,
p<0.001) y las mutaciones de TET2 (HR 2.562 IC 95% 1.018-6.447, p=0.046)
retuvieron la significacién estadistica (Tabla 2.3).

1,0 A 1,0 B
. [14]
T 08 E 0.8
S8 =
g = { < 2 genes mutados
1) =
3 s SG 48.1% S o6l | 54.8%
s o
g =
o 04 L 04y !
2 3 ]
> el
s ]
2 o §- 6 >2 genes mutados
v 31.1%
0,0 0,0 p=0.035
,G]lu 5,:)0 1.0:00 15:00 ZOEDO ,IZ:D 5,2]0 10.'00 15.'00 ZU,IIJD
Tiempo (afios) Tiempo (afios)

Figura 2.2: Supervivencia global (A) y supervivencia global segin el nimero de genes

mutados, agrupados en pacientes con < 2 y >2 genes mutados (B)

Los pacientes con <2 genes mutados tuvieron una SLR a 2 afos del 60.5% (IC 95%
49.32-71.67, mediana no alcanzada) frente al 35.8% de los pacientes con >2 genes
mutados (IC 95% 17.77-53.83, mediana de 0.921 afos, HR 2.04, p=0.014).

Incidencia acumulada de recaida

La IAR fue del 15% a 2 afos (95% IC 9.5-23.6) (Figura 2.3A). Entre los pacientes con
<2 genes mutados la IAR fue inferior (13.6% a 2 afos, 95% IC 7.6-24.6) a la de
aquellos con aquellos con >2 (25.3% a 2 anos, 95% IC 13.6-47.1, p=0.007) (Figura
2.3B). Entre los genes mutados solo TP53 se relacion6 estadisticamente con una
mayor IAR (p=0.006). (Figura 2.3C)
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Univariante Multivariante
IC IC
HR p HR p
valor valor | 95% | 95%

Edad (continua) 1.023 | 0.094 | 1.004 | 0.808 | 0.975 | 1.033
Sexo (hombre vs.mujer [ref]) 1.625 | 0.112 | 1.196 | 0.608 | 0.603 | 2.375
OMS 2008 (AREB vs. no AREB [ref]) 0.953 | 0.880

LMMC vs. no AREB [ref] 2.195 | 0.100
IPSS (int-2/alto vs. bajo/int-1 [ref]) 1.108 | 0.781
IPSS-R (alto/muy alto vs. muy
bajo/bajo/intermedio [ref]) 0.917')0.833
Cariotipo (complejo vs. no complejo [ref]) | 2.914 | 0.028 | 1.000 | 0.989 | 0.364 | 2.742
SMD secundario vs. primario [ref] 2.123 | 0.085
Tratamiento (si vs. no [ref]) 1.166 | 0.647
Respugsta (cualquier respuesta vs. no 1651 | 0213
tratamiento [ref])

No lrespuesta/progresién VS. N0 1182 | 0664
tratamiento [ref]
Estado previo al TPH (cualquier respuesta
vs. enfermedad activa sin tratamiento [ref]) Dl | bess

No rc_aspuesta(progresién vs. enfermedad 1312 | 0.502
activa sin tratamiento [ref]
Fuente de progenitores (SP vs. MO [ref]) 0.683 | 0.603

Cordoén umbilical vs. médula 6sea [ref] 2.331 | 0.280
Donante (emparentado vs. haploidéntico 1.488 | 0.698
[ref])

No emparentado vs. haploidéntico [ref] 1.789 | 0.572

Cordén umbilical vs. haploidéntico [ref] 5.084 | 0.123
HLA (no idéntico vs. idéntico [ref]) 1.219 | 0.532
Régimen de aqondicion_amiento (intensidad 1234 | 0.486
reducida vs. mieloablativo [ref])
EICR aguda (si vs. no [ref]) 1.048 | 0.877
EICRc (si vs. no [ref]) 0.275 | 0.000
Frﬁ]?c tiempo-dependiente (si vs. no 0.101 | 0.000 | 0.000 | 0.046 | 0.016 | 0.138
Genes mutados (>2 vs. <2 [ref]) 1.875 | 0.035 | 1.436 | 0.381 | 0.645 | 3.196
TP53 (mutado vs. wild-type [ref]) 1.49 | 0.305
TET2 (mutado vs. wild-type [ref]) 2.824 | 0.005 | 2.562 | 0.046 | 1.018 | 6.447

Tabla 2.3: Supervivencia global: andlisis univariante y multivariante
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Mutaciones de TP53

Los pacientes con mutaciones de TP53 presentaban una SG a 2 afos del 45%
(mediana de 0.6 anos) frente a un 59% (mediana de 5.9 anos) en los pacientes no
mutados (HR 1.49 IC 95% 0.695-3.191, p=0.3). La SLR a 2 afos fue del 46.7% en los
pacientes con mutaciones de TP53 (mediana de 0.5 afos), mientras que en los no
mutados fue del 54.6% (mediana de 5.9 anos) (HR 1.389 IC 95% 0.652-2.961, p=0.4).
Ademés, la presencia de mutaciones de TP53 se correlacioné significativamente con
una mayor IAR: IAR a 2 anos del 41.7% (95% IC 22.5-77.1) vs. 12.9% a 2 afos en los
pacientes no mutados (95% IC 7.4-22.6, p=0.006) (Figura 2.3C).

Observamos que la VAF de las mutaciones de TP53 parecia asociarse con un peor
pronéstico. Considerando la VAF como variable continua, observamos que se
asociaba significativamente a una peor SG (HR 1.039, p=0.033) y SLR (HR 1.036,
p=0.044). Los pacientes con una VAF <10% tuvieron una peor SG: 58.3% al afio con
VAF <10% vs. 28.6% con =210% (p=0.068), aunque el limitado numero de individuos
con mutaciones de TP53 fue, probablemente, la causa de que no se encontraran
diferencias significativas. De 6 pacientes con VAF <10%, 3 desarrollaron EICRc y
seguian vivos, mientras que los que no desarrollaron EICRc murieron; de 9 pacientes
con VAF >10%, 3 desarrollaron EICRc, de los que 2 continuaban vivos, mientras que
los 6 restantes no desarrollaron EICRc y solo 2 de ellos sobrevivieron.

De 15 pacientes con mutaciones de TP53y 7 con cariotipo complejo, 4 presentaban
ambas alteraciones simultdneamente. Cuando comparamos la SG en pacientes con
cariotipo complejo en funcion de la presencia de mutaciones de TP53, observamos
que la presencia de ambas alteraciones se asocia de forma significativa con un
pronostico ominoso: SG al afno del 0% (p<0.001). Por el contrario la SG fue del 62.5%
entre los pacientes sin cariotipo complejo y TP53 mutado, 66.7% entre los pacientes
con cariotipo complejo y TP53 wild-type y 68.1% entre los pacientes sin cariotipo
complejo y TP53 wild-type (Figura 2.4). Asi pues, el impacto sobre la SG de las
mutaciones de TP53 parece explicarse en el contexto de su estrecha relacién con el
cariotipo complejo.
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Figura 2.4. TP53y cariotipo complejo. Supervivencia global en pacientes con mutaciones de
TP53 segun el cariotipo (A) y en la muestra global segun el estado mutacional de TP53y la

presencia o ausencia de cariotipo complejo (B)

Enfermedad injerto contra receptor cronica

La EICRc fue la variable que mas claramente influy6 en el pronéstico: la mediana de la
SG en los pacientes que desarrollaron EICRc no se alcanz6, mientras que fue de
1.268 anos en aquellos que no desarrollaron EICRc (p<0.001).

Entre los pacientes con >2 genes mutados, la SG fue del 77.8% a 2 afos entre los que
desarrollaron EICRc, frente al 25% entre los que no lo desarrollaron (p=0.02) (Figura
2.5A). De forma parecida, en el grupo de pacientes con <2 genes mutados, la SG fue
del 82.6% a 2 anos entre los que desarrollaron EICRc, y del 54% entre los que no lo
desarrollaron (p=0.013) (Figura 2.5B).

La IAR a 2 anos fue del 43.8% en pacientes con >2 genes mutados sin EICRc vs. 0%
en pacientes con EICRc (p=0.064). Entre aquellos con <2 genes mutados, la IAR a 2
anos fue del 6.7% cuando desarrollaron EICRc y del 10.3% cuando no lo desarrollaron
(p=0.9).

En cuanto a los 15 pacientes con mutaciones de TP53, 6 de ellos desarrollaron EICRc
y 2 no se consideraron evaluables porque murieron antes del dia +100 del TPH (Tabla
2.3).
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La EICRc mejoré el prondstico de los pacientes con mutaciones de TP53, asociandose

a una mejor SG, aunque no significativa (80% a 1 afo vs. 28.6%; p=0.175). Similares

resultados se obtuvieron para la IAR, que fue inferior en pacientes con EICRc (20% vs.

42.9%, p=0.6) (Figura 2.6). Los pacientes con mutaciones de TP53 que desarrollaron

EICRc tuvieron una IAR similar a los no mutados (17.3%).
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4.3. DISCUSION

Nuestros resultados sugieren que la EICRc en pacientes con SMD mejora la SG y la
IAR, especialmente en aquellos que presentan un perfil mutacional de alto riesgo
(mutaciones de TP53, >2 genes mutados). Ademas, en consonancia con lo que
estudios anteriores han venido senalando, confirmamos el impacto del estado
mutacional en la evolucién de los pacientes trasplantados.

El 38.4% de nuestros pacientes no presentaba ninguna mutacién previa al trasplante,
lo que contrasta con otros estudios que evalian el impacto de las mutaciones
somaticas en pacientes con SMD trasplantados, en los que este porcentaje es
claramente inferior: 8% en Bejar et al., 21% en Della Porta et al. y 21% en Lindsley et
al.(151,174,206) Ademas, mientras que algunos genes, como TETZ2, se encontraban
mutados en una proporcién similar a la reportada por estos autores (11% de pacientes
con mutaciones de TETZ2 en nuestra serie y 13%, 10% y 15% en las series de Bejar,
Della Porta y Lindsley, respectivamente), la proporcion de pacientes con mutacion de
genes normalmente asociados a pronéstico adverso como TP53, ASXL1 o RUNX1
fue, por el contrario, considerablemente inferior. Asi, encontramos un 13% de
pacientes con mutaciones de TP53, que coincide con lo observado por Della Porta,
mientras que Bejar y Lindsey dan cifras del 21% y el 19%, respectivamente. Estas
diferencias podrian explicarse debido a los distintos tipos de SMD incluidos en cada
estudio (el estudio de Della Porta, por ejemplo, incluyé pacientes con LMA-s) y al
tratamiento de induccion: agentes hipometilantes, quimioterapia intensiva o nada.
Aunque el 60% de los pacientes de nuestra serie eran de alto riesgo al diagnéstico,
tres de cada cuatro recibieron quimioterapia intensiva o agentes hipometilantes, lo que
sin duda pudo haber disminuido la carga mutacional previa al trasplante, e incluso
haber inducido respuestas moleculares completas, de ahi que el nimero de pacientes
que no presentaba ninguna mutacion en el momento del trasplante parezca
inusitadamente alto en comparaciéon con lo que cabria esperar en pacientes con SMD
de alto riesgo. El 36% de nuestros pacientes recibieron quimioterapia intensiva
(proporcién similar a la de los que fueron tratados con azacitidina), pero solo el 17.2%
de los pacientes con 22 genes mutados pre trasplante la habian recibido, lo que
sugiere que la quimioterapia podria ser eficaz para reducir la carga alélica previa al
trasplante. No encontramos diferencias en la SG en cuanto al manejo terapéutico, por
lo que lo verdaderamente importante no seria tanto el tipo de tratamiento, como la
existencia o no de mutaciones detectables en el momento del TPH.
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La presencia de cariotipo complejo, la ausencia de EICRc y el perfil mutacional
adverso se asociaron a una menor supervivencia en el andlisis univariante. En
concreto, la presencia de >2 genes mutados y las mutaciones en TET2 y TP53
demostraron un pronéstico desfavorable, en consonancia con lo observado hasta
ahora.(151,152,174,204-208) La asociacion de mutaciones de TP53 y cariotipo
complejo se relaciond con mortalidad precoz post TPH: todos los pacientes con esta
doble alteracion fallecieron en el transcurso del primer afno tras el trasplante, mientras
que aquellos con una unica alteracién tuvieron una SG comparable a la de los
pacientes que no tenian ninguna de ellas. Estos resultados confirman los hallazgos
reportados por otros autores(151,169,204,217) y reflejan la necesidad de nuevas
estrategias para este subgrupo de pacientes, con el fin de mejorar los resultados del
TPH. TET2 fue el Unico gen mutado que retuvo su pronostico adverso en el andlisis
multivariante de la SG. A pesar de que en los SMD en general no parecen asociarse a
prondstico adverso, varios estudios apuntan a las mutaciones de TET2 como factor de
mal prondstico en pacientes trasplantados.(151-153) Esto podria ser debido a la
frecuente asociacion de las mutaciones de TET2 con mutaciones de otros genes,
especialmente en pacientes de alto riesgo, que son la mayoria de los que se someten
a trasplante. Algunas mutaciones consideradas por otros autores como de mal
pronostico, como las de ASXL1, RUNX y DNMT3A, no alcanzaron la significacion
estadistica en el presente estudio, tal vez debido a su escasa representacion en la

serie.

En nuestro estudio el desarrollo de EICRc mejoré notablemente la SG (HR 0.046,
p<0.001). Nuestros resultados muestran que la EICRc puede, al menos parcialmente,
revertir el efecto deletéreo de las mutaciones somaticas. Asi, los pacientes con >2
genes mutados presentaban una mejor SG en presencia de EICRc. Asimismo, la
EICRc parece vencer el mal pronéstico de las mutaciones de TP53: casi todos los
pacientes con mutaciones de TP53 que desarrollaron EICRc sobrevivieron y no
recayeron, que podria ser la razén por la que no observamos un impacto de las
mutaciones de TP53 en la SG entre pacientes mutados y no mutados, pero si en la
IAR (parece, por tanto, que mientras los pacientes con TP53 que no desarrollan EICRc
tienen un pronéstico muy desfavorable, pero los que si la desarrollan consiguen
eliminar el clon leucémico y evolucionan satisfactoriamente). De los 4 pacientes con
mutaciones de TP53 y cariotipo complejo 3 murieron precozmente (entre el dia +28 y
el +185) sin desarrollar EICRc, y el tnico que desarroll6 EICRc muri6 en el dia +157.
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El pronéstico favorable que, segun varios estudios, se atribuye a la EICRc, se ha
relacionado con el EICL. Esto se puede intuir en nuestro estudio, ya que la IAR
disminuyd en pacientes con caracteristicas de alto riesgo que desarrollaron EICRc.
Los pacientes con >2 genes mutados que desarrollaron EICRc tuvieron una IAR
menor, similar a la de aquellos con <2 genes mutados. De igual modo, los pacientes
con mutaciones de TP53 tuvieron una menor IAR en presencia de EICRc, siendo ésta
similar a la de los pacientes no mutados.

Observamos también que la VAF >10% en pacientes con mutaciones de TP53 parece
asociarse a peor pronostico, tanto en SG como en SLR. Aunque los resultados son
dispares, varios estudios parecen mostrar que la VAF de las mutaciones de TP53
influye en el prondstico, incluidos pacientes sometidos a TPH alogénico (ver
introduccioén). En nuestro estudio, todos los pacientes con cariotipo complejo se
encontraban en el grupo con VAF >10%. Varios estudios han evidenciado que la carga
tumoral previa al TPH (medida por técnicas de EMR por citometria de flujo, PCR o
NGS) se relaciona con una mayor probabilidad de recaida,(218—222) por lo que
tratamientos que disminuyan significativamente la VAF de las mutaciones pre TPH
podrian ser efectivos para lograr un mejor control de la enfermedad.

En resumen, el presente estudio confirma el impacto desfavorable de las mutaciones
somaticas en el momento del trasplante, al tiempo que muestra que la EICRc puede
amortiguar dicho impacto, especialmente en pacientes de alto riesgo (>2 genes
mutados o mutaciones de TP53). Este beneficio en la SG y la IAR abre la puerta a la
posibilidad de estrategias post TPH que estimulen el EICL, e incluso al uso de
tratamientos preventivos (hipometilantes) en aquellos pacientes de mas alto riesgo, a
fin de reducir la carga tumoral. La supervivencia de los pacientes con mutaciones de
TP53 y cariotipo complejo resulta extremadamente limitada debido a la alta
probabilidad de recaida precoz, por lo que deberian desarrollarse nuevas estrategias
para este subgrupo de pacientes.
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CAPITULO 3
5.1. MATERIAL Y METODOS
Pacientes y muestras

De una muestra inicial de 89 pacientes con SMD trasplantados en el Hospital
Universitario de Salamanca entre 1998 y 2018, seleccionamos 71 pacientes,
incluyendo 3 con LMMC y 4 con LMA/AREB-T de la FAB. Se descartaron 14 pacientes
por ausencia de muestra en el pre trasplante, la recaida o el dia +100; 1 paciente por
presentar una LLC simultaneamente con el diagndstico de SMD y 3 pacientes por
haber muerto antes del dia +100 sin evidencia de recaida. Se empleé ADN de células
mononucleadas de médula ésea, y cuando no fue posible se utilizé sangre periférica.
La extraccién del ADN se llevé a cabo con el kit QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen®©) y la
cuantificacién por fluorometria con Qubit 2.0 (Life Technologies®©).

Analisis de mutaciones

Se secuenciaron mediante NGS muestras obtenidas en 3 momentos: pre-trasplante,
en la recaida y en el dia +100 en los pacientes que no habian recaido. Ademas, 16
pacientes fueron secuenciados en el momento del diagnéstico, todos los cuales
habian recibido quimioterapia intensiva, excepto uno, que recibi6 azacitidina.

Pre trasplante 45 pacientes se secuenciaron empleando el panel comercial de
amplicones de 54 genes descrito en el capitulo 2 (mutaciones en pacientes con SMD
sometidos a TPH alogénico). Otros 23 pacientes se secuenciaron empleando el panel
de captura de 117 genes propio descrito en el capitulo 1 (mutaciones en pacientes con
SMD tratados con AEE) y en 3 pacientes se realizé secuenciacion mediante
amplicones de los genes mutados al diagnéstico. Al diagnostico fueron secuenciados
16 pacientes con el panel de 117 genes.

De los pacientes que recayeron tras el trasplante (22) se secuenci6 la muestra de la
recaida empleando el panel de captura de 117 genes mencionado y se realizd también
secuenciacion mediante amplicones de los genes mutados pre trasplante. En los
pacientes que no presentaban mutaciones pre trasplante y no recayeron (28) no se
realizd NGS en el dia +100. En los pacientes que no recayeron, pero presentaban
mutaciones pre trasplante (21), se realizé secuenciacion mediante amplicones de
dichas mutaciones en el dia +100.

La secuenciacion con el panel de amplicones de 54 genes y con el panel de 117
genes, asi como el andlisis de las variantes, ya han sido descritos en los capitulos
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precedentes. En cuanto a la secuenciacion mediante amplicones, todas las variantes
detectadas en el pre-trasplante fueron resecuenciadas mediante amplicones con una
cobertura mayor (5000-8000X). Las regiones genomicas de interés (500-800 pb)
fueron amplificadas mediante PCR empleando cebadores de secuencias especificas
purificados con AMPure Beads. Las bibliotecas fueron preparadas segun el protocolo
Nextera XT de lllumina y secuenciadas con un secuenciador MiSeq (lllumina).

Andlisis de resultados

La recaida se defini6 como persistencia o recurrencia morfolégica de SMD (=5% de
blastos medulares, displasia significativa) o presencia de EMR por citometria de flujo
tras el TPH. La SG se calcul6 desde la fecha del TPH (fecha de infusién de los
progenitores hematopoyéticos) hasta la fecha de la muerte por cualquier causa o del
ultimo seguimiento en los pacientes vivos. La SLR se calculé desde la fecha del
trasplante hasta la fecha de recaida, muerte o ultimo seguimiento en los vivos. El
seguimiento fue actualizado el 30 de junio de 2020.

Las comparaciones de proporciones y rangos entre diferentes variables fueron
efectuadas con el test Chi-cuadrado y el test exacto de Fisher. Las curvas de
supervivencia se crearon con el método de Kaplan-Meier y las comparaciones se
hicieron con el test log-rank. Todos los calculos estadisticos se realizaron con el
programa SPPS v23.0.
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En la Tabla 3.1 se resumen las caracteristicas de los pacientes.

La mediana de edad al trasplante fue de 53.78 afnos (p10-p90 39.96-67.25). De 71
pacientes, 22 recayeron tras el trasplante (31%), siendo la mediana de tiempo hasta la

recaida de 108 dias. Solo 7 pacientes recayeron después del dia +150.

Recaidas

No recaidas

n =22 (31%) n = 49 (69%) valior
Edad (mediana) 58.94 anos 50.2 anos 0.049
Sexo 22 49 0.801
Hombre 13 (59.1) 27 (55.1)
Muijer 9 (40.9) 22 (44.9)
Clasificacion OMS 2008 22 49 0.152
CRDU 0 (0.0) 4(8.2)
CRDM 6 (27.3) 9 (18.4)
AREB-1 8 (36.4) 12 (24.5)
AREB-2 6 (27.3) 13 (26.5)
SMD inclasificable 0 (0.0) 6 (12.2)
LMA/AREB-T 0 (0.0) 4 (8.2)
LMMC 2(9.1) 1(2.0)
Cariotipo (IPSS-R) 17 39 0.082
Bueno 8 (47.1) 21 (53.8)
Intermedio 3(17.6) 12 (30.8)
Pobre 2(11.8) 5 (12.8)
Muy pobre 4 (23.5) 1(2.6)
No disponible 5 10
IPSS-R 18 32 0.452
Muy bajo 0 (0.0) 1(3.1)
Bajo 3(16.7) 5(15.6)
Intermedio 3 (16.7) 10 (31.3)
Alto 4 (22.2) 10 (31.3)
Muy alto 6 (33.3) 5(15.6)
No aplica (LMMC) 2(11.1) 1(3.1)
Desconocido 4 17
IPSS 17 37 0.643
Bajo 1(5.9) 4(10.8)
Intermedio-1 6 (35.3) 1(29.7)
Intermedio-2 7 (41.2) 17 (45.9)
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Alto 1(5.9) 4(10.8)
No aplica (LMMC) 2(11.8) 1(2.7)
Desconocido 5 12
Tratamiento 22 49 0.287
Azacitidina 12 (54.5) 19 (38.8)
Quimioterapia 7 (31.8) 13 (26.5)
Otros 0 (0.0) 3(6.1)
No tratamiento 3 (13.6) 14 (28.6)
Situacion al trasplante 22 49 0.609
Respuesta completa 6 (27.3) 12 (24.5)
Respuesta parcial 4 (18.2) 6 (12.2)
Enfermedad estable 6 (27.3) 9(18.4)
Progresién 2(9.1) 7 (14.3)
trgtr:renrig]rft(cj)ad activa sin 3(13.6) 13 (26.5)
Aplasiado sin blastos 1(0.0) 2(4.1)
Acondicionamiento 22 49 0.434
Mieloablativo 7 (31.8) 22 (44.9)
Intensidad reducida 15 (68.2) 27 (55.1)

Tabla 3.1: Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio

Mutaciones

Por grupos de genes, el numero de pacientes mutados pre trasplante fue el siguiente:
genes de splicing 17 (23.9%), modificacion de histonas 13 (18.3%), transcripcion 15
(21.1%), senalizacién 14 (19.7%), metilacion 11 (15.5%) y, finalmente, reparacién del
ADN 6 (8.5%) y genes del complejo de las cohesinas 5 (7%).

Los genes mas frecuentemente mutados al trasplante fueron: ASXL1 9 pacientes
(12.7%), RUNX17 (9.9%), SETBP17 (9.9%), UA2F1 6 (8.5%), SRSF25 (7%), TET25
(7%), TP53 6 (8.5%), ZRSR2 4 (5.6%), EZHZ2 4 (5.6%), BCOR 4 (5.6%) y JAK2 4
(5.6%). El resto de genes (SF3B1, DNMT3A, IDH1, IDH2, ETV6, PHF6, STAG2,
GATA2, NRAS, PTPN11, KMT2D, EP300, SH3B3, FLT3, RAD21, SMC1A1) se

encontraban mutados con una frecuencia inferior al 5%.

En 30 pacientes (42.3%) no se detectaron mutaciones por NGS al trasplante; 13
pacientes (18.3%) tenian 1 gen mutado, 11 (15.5%) tenian 2 genes mutados, 12
(16.9%) tenian 3 genes mutados, 4 (5.6%) tenian 4 genes mutados, 1 (1.4%) tenia 5
genes mutados y 1 (1.4%) tenia 6 genes mutados. La mediana de genes mutados al
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trasplante fue de 1 (media de 1.41), siendo de 2.5 (media de 2.59) entre los pacientes
qgue recayeron y de 0 (media 1.06) entre los que no recayeron. La mediana de la VAF
de las mutaciones al trasplante fue del 30.16% (media 30.23%), mientras que en la
recaida fue del 14.03% (media 24.49%).

De los pacientes que recayeron solo 2 no presentaban mutaciones al trasplante y
ambos habian recibido quimioterapia previamente. En 11 casos se produjo ganancia
de alguna mutacién que no se encontraba antes del trasplante: U2AF1 (2 mutaciones
nuevas), KMT2A (2), NRAS (2), RUNX1 (2), TP53 (1), SBDS (1), CTCF (1), GATA1
(1), CUX1 (1), PDGFRB (1), CEBPA (1), SF3B1 (1), STAG2 (1) y KRAS (1). 8
pacientes presentaban en la recaida las mismas mutaciones que al trasplante. 6
pacientes perdieron alguna de las mutaciones previas, de los que 4 adquirieron alguna
mutacién nueva y 2 no adquirieron ninguna. Solo en 1 caso no se detectaron

mutaciones en el momento de la recaida y si en el pre trasplante.

En el momento de la recaida los genes mas frecuentemente mutados fueron: U2AF1 6
pacientes (27.3%), SETBP1 4 (18.2%), TET2 3 (13.6%), EZH2 3 (13.6%), KMT2D 3
(18.6%), RUNX1 3 (13.6%), TP53 3 (13.6%), NRAS 3 (13.6%), KRAS 3 (13.6%),
ASXL1 2 (9.1%), PTPN11 2 (9.1%), JAK2 2 (9.1%), SF3B1 2 (9.1%) y ZRSR2 2
(9.1%). El grupo de genes mas frecuentemente mutado fue el de las vias de
sefalizacién (12 pacientes, 54.5%). En la tabla 3.2 se resume el perfil mutacional de
los 22 pacientes que recayeron tras el TPH.

De los 49 pacientes que no recayeron, 21 (42.9%) presentaban alguna mutacién
previa al trasplante. En el dia +100 la mayoria de ellos no presentaban ninguna
mutacion por NGS, excepto 2, que presentaban sendas mutaciones en PHF6 vy
ZRSR2.

De los 15 pacientes que habian recibido quimioterapia intensiva (3+7 o FLAGIDA)
secuenciados al diagnéstico, 11 presentaban alguna mutacion. 6 pacientes “aclararon”
las mutaciones tras el tratamiento y ninguno de ellos recayd, mientras que los 5
restantes mantuvieron alguna de las mutaciones del diagnéstico. De éstos, 2 se
encontraban aplasiados sin blastos al trasplante (1 adquiri6 una nueva mutacion bajo
tratamiento y recayd tras el trasplante), 2 en progresién (1 adquiri6 una nueva
mutacion bajo tratamiento y recayd tras el trasplante) y 1 en RC con EMR negativa por
citometria de flujo (no adquirié ninguna mutacién bajo tratamiento y no recayd). Todas
las mutaciones persistentes tras la quimioterapia eran mutaciones tipicamente

relacionadas con SMD (splicing, metilacién, modificacién de histonas), mientras que
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las mutaciones de la via RAS, como NRAS (3), PTPN11 (1), NF1 (1) o CBL (1), o las
asociadas a LMA de novo, como WT1 (2), NPM1 (2) o CEBPA (1), se “aclararon” con

el tratamiento quimioterépico.

p’fc Gen Cromosoma Mutacion E?Eé ° r'g:’;%z \FI:: ::sFt
1 ASXL1 Cr 20 NM_015338:p.R725fs RC [+122 |7.43% |7.22%
NRAS Cr1 NM_002524:p.G13D 0% 3.24%
2 TET2 Cr4 NM_001127208:p.S1286F EA | +65 27.44% | 40.63%
TET2 Cr4 NM_001127208:p.R122fs 26.47% | 45.65%
KRAS Cr12 NM_004985:p.G13R 6.01% |1.61%
UA2F1 Cr21 NM_001025203:p.S34F 31.2% |43.35%
PHF6 CrX NM_001015877:p.R129X 9.43% | 11.44%
3 CUX1 Cr7 NM_001202543:p.R1462G EE |+42 0% 34.51%
KMT2D Cr 11 NM_003482:p.V658E 0% 18.49%
4 NRAS Cr1 NM_002524:p.Q61K RC |+363 |0% 22.39%
EGFR Cr7 NM_005228:p.S1070R 0% 18.89%
CTCF Cr16 NM_006565:p.Y197C 0% 45.31%
GATAT1 CrX NM_002049:p.E67X 0% 27.32%
5 SRSF2 Cr17 NM_001195427:p.95_103del EE | +47 14.69% | 3.56%
ETV6 Cr12 NM_001987:p.R433H 51.21% | 0.6%
6 SH2B3 Cr12 NM_001291424:p.W96X RC |+334 |10.66% |4.64%
SETBP1 Cr18 NM_015559:p.D868N 26.25% | 4.85%
SETBP1 Cr18 NM_015559:p.G872R 9.68% | 0%
ASXL1 Cr20 NM_015338:p.H630fs 12.73% | 0%
U2AF1 Cr21 NM_001012478:p.190_195del 0% 8.08%
7 IDH2 Cr15 NM_001290114:p.R10Q RC |[+108 |43.46% |15.8%
KRAS Cr12 NM_004985:p.G12V 34.03% | 18.1%
PTPN11 Cr12 NM_002834:p.T73I 6.13% | 0%
8 TET2 Cr4 NM_001127208:p.11873T RC |+84 1.52% | 0%
U2AF1 Cr21 NM_001025203:p.S34F 0% 4.35%
9 SF3B1 Cr2 NM_012433:p.K700E ASB | +82 41.33% | 8.91%
DNMT3A Cr2 NM_153759:p.F662fs 44.14% | 8.63%
DNMT3A Cr2 NM_153759:p.542_543del 36.84% | 7.48%
IDH2 Cr15 NM_001290114:p.R10Q 45.95% | 9.08%
10 U2AF1 Cr21 NM_001025203:p.R156H EE |+24 45.46% | 44.48%
KRAS Cr12 NM_004985.pD33E 0% 5.78%
11 JAKZ2 Cr9 NM_004972:p.V617F RP | +137 |11.69% | 4.0%
12 RUNX1 Cr21 NM_001001890:p.R139X EE |+99 11.97% | 0%
RUNX1 Cr21 NM_001001890:p.S114P 30.27% | 0%
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BCOR CrX NM_001123384:p.R1323W 60.43% | 0%
ASXL1 Cr 20 NM_015338:p.L823X 6.93% | 0%
SMC3 Cr10 NM_005445:p.G70S 0% 42.52%
13 TP53 Cr17 NM_001126115:p.R43H EA | +59 34.98% | 68.66%
JAKZ2 Cr9 NM_004972:p.V617F 2.08% |25.88%
14 UA2F1 Cr21 NM_001025203:p.S34F PR |+584 |29.06% |15.05%
RUNX1 Cr21 NM_001001890:p.R142fs 14.46% | 21.95%
15 | SETBP1 Cr18 NM_015559:p.D868A PR |+163 |18.96% |39.41%
KRAS Cr12 NM_004985:p.G12R 3.47% | 0%
PTPN11 Cr12 NM_002834:p.A72T 3.17% |40.45%
JAK2 Cr9 NM_004972:p.V617F 2.44% | 0%
U2AF1 Cr21 NM_001012478:p.190_195del 0% 19.16%
16 TP53 Cr17 NM_001126118:p.Q13fs RC |+151 [9.92% |10.41%
EP300 Cr22 NM_001429:p.2336_2337del 33.09% | 13.54%
TP53 Cr17 NM_001126115:p.P20fs 0% 10.91%
KMT2A Cr 11 NM_001197104:p.M2216T 0% 18.8%
17 TET2 Cr4 NM_001127208:p.C1193Y RP | +112 |22.47% | 0%
SRSF2 Cr17 NM_001195427:p.P95_R103del 44.04% | 0%
RUNX1 Cr21 NM_001001890:p.D133E 22.49% | 0%
18 TET2 Cr4 NM_001127208:p.E1318D EE |+60 32.24% | 6.92%
TET2 Cr4 NM_001127208:p.Q1466fs 39.69% | 6.91%
ZRSR2 CrX NM_005089:p.R295X 65.93% | 8.31%
EZH2 Cr7 NM_001203249:p.Q514X 71.36% | 13.21%
SMC1A CrX NM_006306:p.R586Q 61.11% [ 5.11%
19 | SETBP1 Cr18 NM_015559:p.G870S EE |+154 |4.32% |1%
SETBP1 Cr18 NM_015559:p.D868N 4.04% | 0%
SETBP1 Cr18 NM_015559:p.1871T 211% | 0%
RUNX1 Cr21 NM_001001890:p.L29S 44.86% | 8.64%
ASXL1 Cr20 NM_015338:p.G642fs 20.83% | 0%
20 TP53 Cr17 NM_001126115:p.S109C EA |+104 |51% 61.97%
KMT2D Cr 11 NM_003482:p.V4985fs 20.33% | 21.89%
SBDS Cr7 NM_016038:p.K148N 0% 15.94%
21 EzH2 Cr7 NM_152998:p.P218fs RP | +533 |21.43% |32.69%
SETBP1 Cr18 NM_015559:p.K459E 52.76% | 50.07%
ASXL1 Cr20 NM_015338:p.Y591X 16.44% | 18.45%
ZRSR2 CrX NM_005089:p.K132fs 18.08% | 26.6%
PDGFRB Cr5 NM_002609:p.G39E 0% 29.21%
CEBPA Cr19 NM_001285829:p.P78delinsHPP 0% 12.00%
RUNX1 Cr 21 NM_001001890:p.H377fs 0% 7.93%
RUNX1 Cr21 NM_001001890:p.R139_S140delinsX 0% 7.58%
SF3B1 Cr2 NM_012433:p.K700E 0% 2.87%
STAG2 CrX NM_006603:p.R259X 0% 21.72%
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22

TET2 Cr4 NM_001127208:p.R1216Ter RP | +125 |43.4% |23.34%
TET2 Cr4 NM_001127208:p.F1901LfsTer4 40.24% | 20.62%
EZH2 Cr7 NM_004456:p.R690H 89.12% | 49.47%
NRAS Cr1 NM_002524:p.G60E 15.27% | 14.03%

RC: Respuesta Completa. RP: Respuesta Parcial. EA: Enfermedad Activa (sin tratamiento). EE:
Enfermedad Estable (con tratamiento). ASB: Aplasiado sin blastos. PR: Progresion.

Tabla 3.2: Perfil mutacional de los pacientes que recaen, antes del trasplante y en el momento

de la recaida

Evolucion clonal

Podemos distinguir 3 modelos (posibles) de evolucién clonal en nuestros pacientes:

a)

Modelo de evolucion lineal. Se trata del modelo mas simple. A partir de un clon
inicial, portador de una o varias mutaciones, van surgiendo subclones, cada
uno de los cuales afade una mutacién nueva al subclon anterior, de forma que
cada nuevo subclon es portador de todas las mutaciones precedentes. Las
mutaciones subclonales presentan una VAF decreciente, desde el clon inicial al
subclon més “joven”. La recaida puede producirse a partir del clon principal o
de alguno de los subclones; en este Ultimo caso las mutaciones que
encontremos presentaran una VAF similar entre si, debido a la expansion del
subclon. La mutacion del clon principal ha de estar siempre presente, ya que
todos los subclones la portan.

Modelo de evolucion ramificada. En este modela, a partir de un mismo clon o
subclén pueden surgir subclones independientes que sigan lineas evolutivas
separadas. Cada subclon sera portador de, al menos, todas las mutaciones
precedente, incluida la inicial; sin embargo, los subclones independientes
portaran mutaciones adicionales distintas entre si. Si uno de los subclones
presenta una ventaja selectiva sobre el resto tendera a expandirse a su costa,
por lo que su VAF se incrementard progresivamente y los subclones menos
competitivos tenderan a desaparecer (“barrido clonal”). Cuando la VAF es
pequena no resulta facil determinar si distintas mutaciones subclonales forman
parte de la misma rama evolutiva o pertenecen a ramas separadas; por ello
resulta de gran interés realizar la NGS en distintos momentos de la evolucion

de la enfermedad.
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c) Modelo de evolucion en paralelo. Este es el modelo mas complejo y raro, e
implica la existencia de clones independientes. Debido a la administracién de
tratamientos inmunosupresores, a la eliminaciéon del clon principal y a los
mecanismos de seleccion clonal, pequefos clones presentes pero no
detectables al diagnostico podrian emerger dando lugar a una progresion
leucémica. Para poder demostrar la evolucién en paralelo es necesario realizar

secuenciacion single cell, esto es, en colonias celulares separadas.

A continuacion, realizamos una descripcion de la evolucion de las mutaciones en cada
uno de los pacientes que recaen tras el trasplante. Se trata, no obstante, de hipotesis
de evolucion razonables, ya que no se ha hecho secuenciacion single cell ni
disponemos de informacion en muchos momentos de la evolucién de la enfermedad,

por lo que en algunos casos puede haber mas de una explicacion posible.

1. Este caso presenta una evolucion lineal tipica. Partiendo de un clon portador
de una mutacion de ASXL1 al trasplante, en situacion de RC con azacitidina,
se produjo la recaida (+122) con ganancia de una mutacion en NRAS. Dicha
mutacion podria ser de nueva adquisicién, o estar ya presente con una carga

alélica indetectable al trasplante.

[] []

TPH Recaida

ASXL1

ASXL1

g

Figura 3.1: Modelo de evolucién lineal (paciente 1) con emergencia de un subclén portador de

una mutacién que no se habia detectado al trasplante

2. Al trasplante existia un clon dominante con tres mutaciones (U2AF1, TET2 y
TETZ2 con VAF similar) y dos subclones, portadores de sendas mutaciones en
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PHF6 (9.43%) y KRAS (6.01%), aunque no podemos determinar si ambas se
encuentran en la misma célula (evolucion lineal) o se trata de subclones
independientes (evolucion ramificada). El paciente se encontraba en situacion
de Enfermedad Activa (EA) al trasplante, pues no habia recibido tratamiento
previo. En la recaida (+65) la expansion clonal se produjo a partir del clon
principal, aunque sobrevivié una poblacién minoritaria portadora de mutaciones
en KRASy PHF6.

ﬂ

Figura 3.2. Modelo de evolucién lineal (paciente 2), con persistencia del clon principal y los

subclones previos al trasplante

3. El paciente no presentaba mutaciones en el pre trasplante. Diagnosticado de
AREB-1 (6% de blastos), recibidé quimioterapia, sin respuesta. Recay6 en el dia
+42 con un 7% de blastos por morfologia y un quimerismo en médula ésea del
4% (receptor), detectandose mutaciones en CUXT (34.51%) y KMT2D
(18.49%). La primera es una variante benigna y la segunda de significado
incierto, por lo que podrian provenir del donante y no estar relacionadas con la
recaida, ya que la VAF de ambas mutaciones es desproporcionadamente alta
respecto del porcentaje de blastos y el quimerismo del receptor.

4. Paciente diagnosticado de AREB-2, tratado con quimioterapia intensiva,
alcanzando RC. No presentaba mutaciones en la recaida y recay6 como LMA
en el dia +363 con mutaciones en los genes KRAS, EGFR, CTCFy GATA1. Se
trata de una recaida tardia en la que resulta imposible establecer la secuencia
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de adquisicion de las mutaciones, al no disponer de determinaciones
intermedias o al diagnéstico.

Se detectaron 2 mutaciones al trasplante, en situacion de Enfermedad Estable
(EE) tras azacitidina: en ETV6 (probable mutacion germinal) y en SRSF2. En la
recaida ambas mutaciones fueron detectadas mediante amplicones con una
VAF minima. El paciente presentd EMR positiva por citometria de flujo en el dia
+56 y en el +100, realizdndose descenso del tratamiento inmunosupresor, sin

llegar a presentar recaida franca.

En el pre trasplante (RC tras azacitidina) encontramos un clon principal
portador de una mutacién de SETBP1 y tres subclones, de los que dos
(SETBP1y ASXLT) desaparecieron en la recaida (+334), encontrando solo un
subclon portador de SH2B3 (VAF 4%) y SETBP1 (VAF 4%). También
detectamos una mutacién en U2AF71 con una VAF del 8%, que podria
corresponder a un clon anterior no detectado en el pre trasplante (evolucion en
paralelo), a un nuevo clon con ventaja proliferativa independiente del clon
principal (evolucion en paralelo) o a una variante presente en la médula del
donante. La diferencia observada en la VAF hace poco probable que la
mutacion de U2AF1 corresponda a un subclén derivado de los anteriores. En el
momento de la recaida el paciente presentaba un quimerismo mixto (22% del
receptor en linfocitos y 4% en granulocitos), que habia sido completo hasta el
dia +180. Tras suspender el tratamiento inmunosupresor y realizar ILD, alcanza

RC con EMR negativa y quimerismo completo.

Este es un modelo de evolucion ramificada con dos subclones independientes.
Al diagnostico, como AREB-2, presentaba tres mutaciones: /DH2 (clon
principal, VAF 47.3%), PTPN11 (subclon, VAF 10.6%) y KRAS (subclon, VAF
1.26%). Tras recibir 1 ciclo de azacitidina, progres6 a LMA, observandose una
expansion del subclon portador de KRAS (VAF 40.4%), a costa del subclon
PTPN11 (VAF 5.34%). Tras el trasplante desaparecié el subclén PTPN11, pero
la persistencia del subcléon KRAS dio lugar a la recaida de la LMA (+108).
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Figura 3.3. Modelo de evoluciéon ramificada (paciente 7). A partir del clon inicial, se produce
una expansion del subclén KRAS (rojo), a costa del subclon PTPN11 (verde), que desaparece

tras el trasplante. La recaida se produce a partir del subclén KRAS.

8. EIl paciente presentaba una mutacién de TET2 (1.52%) en el momento del
trasplante; previamente habia recibido 5 ciclos de azacitidina, alcanzando RC.
Recay6 en el dia +84 con un 15% de blastos, detectandose una mutacion de
U2AF1 (4.35%),
independiente cuya VAF, por efecto del tratamiento, se habria hecho

que probablemente corresponde a un clon previo
indetectable en el pre trasplante y se habria expandido después. Podria

tratarse de un caso de evolucién en paralelo (es menos probable que se trate
de un nuevo clon, dado el escaso tiempo transcurrido hasta la recaida).
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Figura 3.4. Modelo (posible) de evolucién en paralelo (paciente 8).

9. Al diagnéstico el paciente presentaba un clon dominante con tres mutaciones
(DNMT3A, SF3B1 e IDH2) y un subclén portador de GATA2 (15%), que
desaparecio con la administracion de quimioterapia intensiva. Sin embargo, en
el pre trasplante (aplasiado sin blastos), emergié un nuevo subclon portador de
una segunda mutacion de DNMT3A, que se volvid a detectar en la recaida.

[ ] [ []

QT TPH Recaida
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Figura 3.5. Modelo de evolucién ramificada (paciente 9). Con la administracion del tratamiento,

el subclon GATAZ (rojo) desaparece, pero surge un subclén DNMT3A (morado), que emerge

10.

11.

12.

en la recaida.

Caso similar a p1, con ganancia de mutacion de KRAS en la recaida (+24). El
paciente se habia diagnosticad de AREB-1 y habia recibido azacitidina,
permaneciendo con EE. Al no disponer de NGS al diagnéstico no podemos
determinar si el subclon KRAS existia previamente.

Modelo lineal con mutacion de JAKZ2 al trasplante (RC con EMR positiva y
mielofibrosis), presente también en la recaida (+137, EMR positiva). Al
diagnostico el paciente presentaba un cariotipo complejo y mutacion de TP53.
En la recaida, el panel no identific6 mutaciones, aunque se detectdé la
presencia de una mutacién de JAK2 con una VAF del 4% mediante
amplicones. Tras la recaida recibié 6 ciclos de decitabina e ILD, alcanzando
RC, hasta que, varios afnos después, present6 una progresion franca a LMA.

CRDM al diagnostico, recibié quimioterapia se trasplanté en situacion de EE.
“Aclard” las mutaciones que presentaba al trasplante (RUNX1, RUNX1, BCOR,
ASXLT1), pero se detectdé una nueva mutacion en SMC3 (VAF 43%) en la
recaida (+99), que en realidad fue un fallo de injerto, y que probablemente
corresponde a una mutacién del donante, ya que presentaba un quimerismo
mixto del 8% (del receptor). Cabe pensar que el clon neoplasico fue

completamente eliminado por el tratamiento.
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Al trasplante (EA) se detectaron 2 mutaciones, en TP53 (clon principal) y JAK2
(subclén), con aumento de la VAF en la recaida (+59). La VAF de TP53 >55%
sugiere la pérdida del alelo contrario.

En el momento del diagnéstico presentaba una mutacion en U2AF1 (23.85%);
posteriormente recibié tratamiento con quimioterapia intensiva, sin respuesta.
En el pre trasplante se objetivd un aumento de la VAF (29.06%) y se detecto
una mutacién en RUNX1. Se realizd un control post trasplante en el dia +100,
en que no presentaba ninguna de las mutaciones del pre trasplante. Sin
embargo, recayo en el dia +584, detectandose ambas mutaciones. En este
momento la VAF de la mutacion de RUNX1 era casi un 7% mayor que la de
U2AF1, por lo que nos inclinamos a pensar que la mutacién de RUNXT
corresponde a un clon independiente, y no a un subclén.

El paciente presentaba al trasplante (progresion) un clon principal con mutacion
de SETBP1 y tres subclones minoritarios: KRAS, JAK2 y PTPN11. En el
momento de la recaida (+584) presentaba una expansion del subclon portador
de la mutacién de PTPN11 (aumento de la VAF del 3.17% al 40.45%), portador
a su vez, de un nuevo subclén con mutacién de U2AF1.

El paciente presentaba un clon EP300 y un subclén TP53 al trasplante (RC).
En la recaida (+151), con transformacion a LMA, emergi6 el subclon TP53
(portador también de la mutacién de EP300), junto con un nuevo subclon
portador de una mutacion de TP53 distinta (VAF 10.9%). Se detecté también
una mutacion de KTM2A con una VAF del 18%, que estd descrita como
benigna y que podria provenir del donante, ya que la recaida se produjo con
>40% de blastos.

El paciente presentaba un clon SRSF2 (VAF 44%) y un subclon con
mutaciones en TET2 (VAF 22%) y RUNX1 (VAF 22%), o menos
probablemente, dos subclones independientes. Extrafiamente, en este caso no
se detectd ninguna mutacion en la recaida, que se produjo en el dia +112 con
EMR de 1.67% por CMF y quimerismo completo. Es probable que la VAF fuera
<1%, lo que habria dificultado la deteccidn de las variantes.

121



CAPITULO 3

18. Caso similar a p2, con reduccién de la VAF de todas las mutaciones, y
conservacién de la relacion entre ellas, lo que indica que no se produjo

expansion clonal.

19. Este paciente presentaba un clon portador de RUNXT1, tres subclones SETBP1
y un subclon ASXL1. La recaida se produjo a expensas del clon principal, con
desaparicion de todos los subclones, excepto un SETBP1 que emergié con una
VAF muy baja.

20. Caso similar a p1. Al trasplante presentaba un clon TP53 (con probable pérdida
del alelo contrario) y un subclon KMT2D. En la recaida, se observé una
expansién del clon TP53y aparicion de un subclon SBDS (la mutacion de este
gen se ha asociado a la presencia de mutaciones de TP53 y progresion a
LMA).

21. Modelo lineal/ramificado de gran complejidad con emergencia de numerosos
subclones en la recaida (+533). Debido al tiempo transcurrido hasta la recaida
y la ausencia de controles intermedios resulta imposible establecer el arbol
genealdgico de las mutaciones.

22. Caso similar a p2. Recibi6 azacitidina, alcanzando RP. Al trasplante presentaba
un clon principal con mutacion de TET2 (2) y EZH (con probable pérdida del
alelo contrario) y un subclon NRAS. En la recaida (+120) la VAF de las
mutaciones del clon principal se habia reducido a la mitad, pero la de NRAS se
mantuvo estable, lo que refleja una mayor resistencia de dicha mutacion al

tratamiento.

A continuacioén, describimos la evolucion de los 2 pacientes que no recayeron y tenian
mutaciones en el dia +100:

a) CRDM al diagndstico, recibié azacitidina, alcanzando RP. Mutacion de PHF6 al
trasplante con VAF del 16.7%, que en el dia +100 era del 3.57%, presentando
quimerismo completo con hematopoyesis del receptor del 4.7%. Desarrolld
EICRc.

b) AREB-2 al diagnéstico, no recibié tratamiento. Presentaba al trasplante
mutacion de SF3B1 con VAF 89% y de ZRSR2 con VAF del 39.2%. En el dia
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+100 se detectd6 mutacion de ZRSR2 con VAF 3% y quimerismo completo.
Desarroll6é EICRc.

Mutaciones y recaida

Descartando a 3 pacientes que se encontraban aplasiados sin blastos al trasplante, 11
pacientes (15.5%) se encontraban en RC morfoldgica y no presentaban mutaciones, 7
pacientes (9.9%) se encontraban en RC y presentaban mutaciones, 18 pacientes
(25.4%) no se encontraban en RC y no presentaban mutaciones y 32 pacientes
(45.1%) no se encontraban en RC y presentaban mutaciones. Segun el tratamiento
recibido, la proporcion de pacientes mutados fue superior entre los que recibieron
azacitidina (20, 66.7%) e inferior entre los que recibieron quimioterapia (42.9%)
(p=0.266). El numero de recaidas fue significativamente mayor (p<0.001) entre los
pacientes mutados (20 recaidas, 90.9%) que entre los no mutados al trasplante (2
recaidas, 9.1%), con independencia de la respuesta. El porcentaje de recaidas segun
el estado previo al trasplante fue el siguiente:

- RC no mutados: 9.1%

- RC mutados: 71.4%

- No RC no mutados: 5.6%
- No RC mutados: 43.8%

La mediana de seguimiento desde el trasplante en los vivos fue de 4.51 anos (p10-p90
0.86-15.97). La SG fue del 54.5% a los 5 afios (mediana no alcanzada) y la SLR del
48.9% a los 5 anos (mediana 3.416 afnos). Se observé una diferencia en la mediana de
SLR segun el estado previo al trasplante: mediana de 0.41 anos (IC 95% 0.210-0.618
anos) y 0.93 anos (IC 95% 0.000-2.218) entre los pacientes mutados en RC y no RC,
respectivamente vs. mediana no alcanzada en los pacientes no mutados, tanto en RC
como no RC (p=0.004) (Figura 3.6). No se observaron diferencias en la SLR entre
pacientes en RC (mediana 3.42 anos) y no RC (3.08, p=0.999).
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Figura 3.6: Supervivencia libre de recaida en funcién del estado previo al trasplante.
Los pacientes con genes mutados al trasplante, independiente de la respuesta

morfoldgica, presentaron un peor pronéstico
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5.3. DISCUSION

En el presente estudio describimos el perfil mutacional de un grupo de pacientes con
SMD sometidos a TPH alogénico y su evolucién en el tiempo, analizamos el efecto del
tratamiento en el “aclaramiento” de las mutaciones y evaluamos el papel de la NGS
antes y después del trasplante.

Alrededor del 40% de nuestros pacientes no presentaba ninguna mutacién al
trasplante, lo que probablemente guarda relacion con el hecho de que >2/3 recibieron
algun tipo de tratamiento modificador (azacitidina o quimioterapia intensiva). Diferentes
autores han demostrado que la VAF de las mutaciones somaticas disminuye en
presencia de lenalidomida, hipometilantes o quimioterapia, pudiendo llegar incluso a
hacerse indetectable, y que existe una relacion directa entre la disminucion de la VAF
y la calidad de la respuesta.(196,223-226) Nuestros resultados parecen apuntar en
esta direccién, ya que la proporcion de pacientes mutados fue superior entre los que
no alcanzaron RC o no recibieron tratamiento modificador respecto a los que si
alcanzaron RC (64% vs. 38.9%). Entre los pacientes tratados con quimioterapia de los
que conociamos el perfil mutacional al diagnéstico, la mayoria de ellos “aclar6” las
mutaciones, si no total, al menos parcialmente, o experimenté una reduccion de la
VAF, y solo en 2 casos se constaté aumento de la VAF y ganancia de mutaciones
nuevas. Este hecho pone de manifiesto el papel del tratamiento de induccién en la
reduccion de la carga tumoral, si bien se ha demostrado que éste puede propiciar la
seleccion de subclones que eventualmente den lugar a una recaida posterior, tal y
como observamos en los pacientes p7, p9 y p14.(212,223,224,226) La quimioterapia
intensiva podria ser mas eficaz que azacitidina a la hora de “aclarar” las mutaciones
somaticas, pues la proporcion de pacientes mutados entre los tratados con azacitidina
fue superior en mas de un 20% mayor respecto a los tratados con quimioterapia,
aunque es probable que influya més en la seleccion de subclones resistentes,
especialmente en aquellos pacientes que no alcanzan RC.(100) El tratamiento podria
también favorecer la expansién de clones no relacionados, como sucede en la aplasia
medular, o causar mutaciones nuevas.(212) Observamos también que mutaciones que
suelen asociarse a progresién a LMA o que son tipicas de LMA de novo (via RAS,
NPM1, WT1) parecen mas sensibles al efecto de la quimioterapia que las mutaciones
relacionadas con SMD o LMA-s. El perfil mutacional podria, asi, ayudarnos a

seleccionar el tratamiento de induccion éptimo para nuestros pacientes.

En la recaida observamos que la mayoria de los pacientes tenia las mismas
mutaciones que al trasplante y en alrededor del 50% se detect6 alguna mutacion
nueva. U2AF1 fue el gen mas frecuentemente mutado en la recaida, si bien
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predominaban las mutaciones que afectaban a genes de las vias de senalizacion,
cuya incidencia pasé del 36.4% pre trasplante al 54.5% post trasplante entre los
pacientes en recaida, siendo su frecuencia en la serie global de un 19.7%, lo que esta
en consonancia con lo que se conoce sobre el papel desempenado por este tipo de
mutaciones en la transformacién leucémica.(187,191,192) En general, las recaidas se
produjeron a expensas de clones y subclones ya presentes en el momento del
trasplante. Tan solo en un caso no se detectdé ninguna mutacion, probablemente
debido a la baja carga tumoral en ese momento (p17), y en otros 2 casos las
mutaciones detectadas probablemente provenian del donante (p3, pi12). Las
mutaciones vieron reducida su VAF en unos casos y aumentada en otros, si bien fue
en los pacientes en los que la VAF aumenté o permanecié estable en los que,
normalmente, se observé ganancia de mutaciones no detectadas previamente (p1,
p10, p15, p20, p21). Las mutaciones adquiridas en la recaida, en general,
correspondian a mutaciones previamente relacionadas con prondstico adverso y
riesgo de evolucion a LMA (NRAS, KRAS, U2AF1, RUNX1, TP53, SBDS, STAG2). La
recaida se produjo en unos casos a expensas del clon principal (p2, p19) y en otros a
partir de alguno de los subclones previos al trasplante (p7, p15, p16); cabe pensar
también que algunas mutaciones presentes al diagnostico pudieron haberse “aclarado”
con el tratamiento de induccion, razon por la cual no se detectaron en el pre trasplante,
y haber emergido en la recaida (p1, p10). Resulta, pues, fundamental garantizar que la
sensibilidad de la técnica sea lo suficientemente elevada, ya que un alto porcentaje de
las mutaciones causantes de la recaida en pacientes con SMD trasplantados no se
detectan previamente.(212) En nuestro estudio observamos que algunas mutaciones
con una VAF muy baja que no fueron detectadas con el panel de captura en el pre

trasplante si lo fueron por amplicones.

En consonancia con los hallazgos expuestos en el capitulo 2, encontramos que la
mediana del numero de genes mutados es superior entre los pacientes que recaen
gue entre los que no recaen, lo que apunta a que una mayor diversidad clonal implica
mayor riesgo de recaida. Descubrimos, sin embargo, que algunos pacientes que
alcanzaron RC presentaban mutaciones al trasplante que, en ocasiones, fueron
responsables de la recaida posterior. J.A. Martignoles afirma que la presencia de al
menos una mutacion en RC tras la induccion aumenta el riesgo de recaida post
trasplante, especialmente cuando se descartan mutaciones en TET2, DNMT3A vy
ASXL1, que parecen relacionarse con hematopoyesis clonal, y cuyo prondéstico, por
tanto, es menos claro.(227) E. Onecha también sefala que pueden detectarse
mutaciones en pacientes en RC tras la induccién con quimioterapia, especialmente
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TET2, DNMT3A y ASXL1, aunque éstas no necesariamente se correlacionan con un
peor prondstico.(226) En nuestro estudio, de hecho, de 7 pacientes en RC mutados al
trasplante, 5 recayeron y en 4 se detectd alguna mutacién nueva (p1, p8, p16 y p6,
aunque en este ultimo caso el origen de la mutacion es dudoso), lo que bien pudo
deberse al efecto de seleccion de subclones por el tratamiento recibido. Al analizar el
impacto sobre la SLR, hallamos que la presencia de mutaciones constituye un factor
de mal pronéstico, independientemente de la situacion previa al trasplante. Asi, los
pacientes que no habian recibido tratamiento o no habian alcanzado RC y no tenian
mutaciones tenian una SLR similar a la de los pacientes no mutados en RC. Por el
contrario, como hemos visto, los pacientes en RC mutados presentan una alta
probabilidad de recaida, superior incluso a la de los mutados no tratados o que no
alcanzaron RC. Numerosos estudios han demostrado el valor pronéstico de las
técnicas de EMR en el pre trasplante, ya sea por citometria de flujo, PCR o, méas
recientemente, NGS.(228-231) En los SMD, la citometria y la PCR no resultan
siempre Utiles, por lo que la NGS podria desempenar un papel importante en el futuro.
Nuestros resultados avalan el uso de la NGS como técnica de EMR previa al
trasplante en pacientes mutados, especialmente aquellos que reciben tratamiento de

induccion.

De los pacientes en recaida, solo en 2 no se detectaron mutaciones al trasplante;
ambos habian recibido quimioterapia intensiva, lo que pudo haber contribuido al
“aclaramiento” de las mutaciones presentes al diagnéstico. Alrededor del 50% de los
pacientes mutados al trasplante no recayd; en casi todos ellos no detectamos
mutaciones en el dia +100. Tan solo 2 pacientes que no recayeron presentaban
enfermedad residual por NGS, lo que pone de manifiesto la capacidad del trasplante
para controlar la enfermedad a través del EICL (de hecho, ambos pacientes
desarrollaron EICRc). Si bien el TPH parece capaz de eliminar el clon primario, con lo
qgue se logra curar la enfermedad, parece que no todas las mutaciones se “aclaran”
con la misma facilidad. Asi, segun J.M. Kico, mientras que las mutaciones de FLTS3,
NRAS y KRAS, tienden a desaparecer en el dia +30, las mutaciones de TET2 y
DNMTS3A suelen persistir. Los estudios de M.A. Jacoby, J.M. Kico y E.J. Duncavage
han demostrado que la presencia de mutaciones en el dia +30 (VAF >2.5% en el
estudio de Klco y >0.5% en el de Duncavage) conlleva un alto riesgo de recaida.
Duncavage determin6, ademas, que la presencia de mutaciones en el dia +100 se
correlaciona con una probabilidad de recaida al afo del 67%.(210-212) En nuestro
estudio, la mayoria de las recaidas se produjeron precozmente, por lo que
consideramos que evaluar el estado mutacional antes de este momento puede
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proporcionarnos informacién adicional sobre la evolucion de la enfermedad,
especialmente en casos con EMR negativa por otras técnicas o quimerismo completo.
En tales casos, se podrian llevar a cabo intervenciones precoces a fin de evitar una
recaida franca. La VAF de las mutaciones puede también ayudar en la toma de
decisiones: si es baja, reducir la inmunosupresién puede ser suficiente, pero si es
mayor, se requeririan medidas mas contundentes, como iniciar tratamiento precoz con

hipometilantes.

El modelo de evolucion clonal que con mayor frecuencia observamos en nuestra serie
es el lineal, aunque también encontramos casos que presentan una evolucion
ramificada. Ambos modelos han sido avalados por NnUMerosos
investigadores.(120,187,223,227) Ahora bien, en ocasiones pueden coexistir varios
clones independientes al diagnostico, en lugar de uno solo, como demuestran los
estudios de secuenciacion single-cell.(187,223) En estos casos, la supresion del clon
dominante por efecto del tratamiento daria lugar a la expansién del clon silente,
probablemente un clon de hematopoyesis clonal. En al menos uno de los casos
analizados, la mutacién detectada en la recaida podria corresponder a un clon anterior
independiente (p8), lo que seria un ejemplo de evolucion en paralelo, aunque, como
hemos dicho, no estamos en condiciones de poder demostrarlo con los datos de que
disponemos. Estudios recientes han demostrado que existe una gran heterogeneidad
clonal a nivel de la célula stem, de la que derivan subclones independientes de SMD y
LMA con distinto perfil mutacional, de tal forma que la progresion leucémica no
siempre se produce necesariamente por evolucion a partir de un clon SMD, como
sugiere el modelo tradicional, sino que puede ocurrir a partir de subclones
independientes portadores de mutaciones de tipo LMA.(232)

Como hemos visto, la interpretacién de los resultados de la NGS resulta compleja.
Debemos tener en cuenta la existencia de variantes benignas, tanto del receptor como
del donante (las primeras serian detectables antes del trasplante, pero las segundas
no, pudiendo presentar una VAF <50% en casos con quimerismo mixto, lo que puede
ser motivo de confusiébn con variantes patdgenas), asi como la existencia de
alteraciones citogenéticas que pueden afectar a la VAF de un determinado gen, por
aumento o diminucion del nimero de copias del mismo. En general, el valor de la VAF
se correlaciona aceptablemente bien con el tamano del clon (la carga tumoral) y nos
ayuda a deducir la secuencia de adquisicién de las mutaciones, aunque para ello es
importante disponer de informaciéon en varios momentos de la evolucion de la
enfermedad. En ocasiones, la VAF es tan baja, especialmente después de haber
recibido tratamiento, que puede llegar a ser indetectable, de ahi la importancia de
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emplear una técnica con la suficiente sensibilidad pare realizar el seguimiento de
mutaciones ya conocidas. También debe tenerse en cuenta que existen genes que

pueden no estar incluidos en los paneles empleados en la deteccién de variantes.

El presente estudio cuenta con algunas limitaciones. En primer lugar, en la mayoria de
los casos no disponemos del estado mutacional de los pacientes en el momento del
diagnostico. Salvo en un caso, en los pacientes en recaida no se realiz6 NGS en el dia
+100 o antes, de tal forma que no podemos determinar el impacto sobre la incidencia
de recaida de la presencia o ausencia de mutaciones en el post trasplante inmediato.
Otra limitacién es que al no haber realizado NGS single-cell, no podemos afirmar con
seguridad si existen casos de evolucién en paralelo. Todos los ejemplos de evolucién
clonal que mostramos son, como hemos dicho, hip6tesis probables; en cada caso
hemos optado por la opcion mas razonables deducible a partir de los datos de que
disponiamos, sin que por ello excluyamos otras alternativas posibles.

En resumen, podemos extraer algunas conclusiones relevantes del presente estudio.
En primer lugar, que la evolucion clonal de los SMD sometidos a TPH alogénico es un
proceso complejo y dindmico. Que tanto el tratamiento de induccion como el propio
trasplante influyen en el curso natural de la enfermedad, haciendo que desaparezcan
unos subclones y emerjan otros; probablemente no todas las mutaciones exhiben la
misma sensibilidad a los distintos tipos de tratamiento. Que la respuesta morfologica
previa al trasplante no se correlaciona necesariamente con la respuesta molecular por
NGS, y que ésta ultima parece tener un valor predictivo de recaida superior. Que las
recaidas suelen producirse a partir de clones y subclones con mutaciones ya
conocidas, pero a menudo aparecen mutaciones nuevas, que podian existir
previamente con una VAF indetectable o haberse originado tras el trasplante. Que
pueden detectarse mutaciones en el dia +100 en pacientes con EMR negativa y
quimerismo completo, lo que posee un innegable valor prondstico. Por ultimo, y como
resumen de lo anterior, concluimos que la NGS es una técnica que deberia ser
empleada en todos los pacientes que vayan a ser sometidos a un trasplante alogénico
al menos al diagnostico, al trasplante si tienen mutaciones y han recibido tratamiento
modificador, y en el post trasplante inmediato si tienen mutaciones al diagnéstico y/o
pre trasplante, probablemente antes del dia +100, con el objetivo de prevenir una
recaida franca de la enfermedad favoreciendo el EICL o administrando un tratamiento
citorreductor. El panel de NGS empleado al diagnéstico deberia ser lo suficientemente
amplio y contener al menos los genes mas frecuentemente mutados, y en estadios

posteriores probablemente deberian secuenciarse las mutaciones conocidas con
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estrategias que permitan una profundidad de cobertura mayor, y asi poder evitar que
pasen inadvertidas variantes con una VAF muy baja.
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Los agentes estimulantes de la eritropoyesis son farmacos eficaces y seguros y
mejoran el pronostico de los pacientes con sindromes mielodisplasicos de bajo

riesgo y anemia sintomatica.

Las mutaciones somaticas en pacientes con sindromes mielodisplasicos de
bajo riesgo tratados con agentes estimulantes de la eritropoyesis se asocian a
menor supervivencia global y a mayor incidencia de transformacién leucémica

y podrian también ayudar a predecir la respuesta a dicho tratamiento.

Las mutaciones somaticas en pacientes con sindromes mielodisplasicos
sometidos a trasplante alogénico se asocian a menor supervivencia global y a
mayor incidencia de recaida. La enfermedad injerto contra receptor cronica
puede atenuar el mal pronéstico de las mutaciones somaticas, por lo que en
aquellos pacientes con un perfil mutacional desfavorable deberian maximizarse
las medidas encaminadas a favorecer el efecto injerto-contra-leucemia y a

prevenir la recaida.

El perfil mutacional de los pacientes con sindromes mielodisplasicos sometidos
a trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos es dindamico y cambia
con los tratamientos recibidos. Una parte significativa de los pacientes “aclara”
las mutaciones tras el trasplante y no recae; los que recaen lo hacen
normalmente con las mutaciones que tenian previamente, aunque muchos
presentan mutaciones nuevas. Aun en pacientes que no recaen pueden
detectarse mutaciones en el dia +100, por lo que la NGS podria ser util como
técnica de enfermedad minima residual tras el trasplante.

La respuesta morfoldégica previa al trasplante no se correlaciona
necesariamente con la presencia o ausencia de mutaciones somaticas. Los
pacientes mutados al trasplante, independientemente de la respuesta
morfologica, recaen con mas frecuencia que los no mutados. La NGS podria
aportar informacion de gran valor en la evaluacién de la situacién de la

enfermedad previa al trasplante.

Dadas las implicaciones diagnédsticas, prondsticas y terapéuticas de las
mutaciones somaticas en los pacientes con sindromes mielodisplasicos
sometidos a distintas modalidades de tratamiento, consideramos que debe
seguir profundizdndose en su conocimiento y que la NGS deberia emplearse al
menos en aquellos pacientes que sean candidatos a recibir un trasplante
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alogénico, tanto al diagnostico, como en el pre trasplante y el post trasplante

inmediato, con el fin de optimizar el manejo terapéutico y evitar la recaida.
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ADN
AEBP2
AEE
EP300
AR
AREB

AREB-T

ARNmM
ARSA
ASXL1
BCOR
BCORL
CALR
CBL
CCuUs
CDH23
CFU
CPSS

CRDM
CSFR3
CSNK1A1
CuX1
DNMT
DNMT3A
EA

EE

EED

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico

AE Binding Protein 2

Agentes estimulantes de la eritropoyesis
E1A binding protein p300

Anemia refractaria

Anemia refractaria con exceso de blastos

Anemia refractaria con exceso de blastos en
transformacioén

Acido ribonucleico mensajero

Anemia refractaria con sideroblastos en anillo
ASXL transcriptional regulator 1

BCL6 corepressor

BCL6 corepressor like 1

Calreticulin

CBL proto-oncogene

Citopenia Clonal de Significado Incierto
Cadherin related 23

Colonias formadoras de granulocitos

Sistema de puntuacion prondstica para la leucemia
mieloide cronica

Citopenia refractaria con displasia multilinea
Colony stimulating factor 3 receptor

Casein Kinase 1 Alpha 1

Cut like homeobox 1

DNA metiltransferasa

DNA Methyltransferase 3 Alpha
Enfermedad activa sin tratamiento
Enfermedad estable

Embryonic ectoderm development
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EICL
EICR
EICRc
EMA
EMR
EPO
ETV6
EZH2

FAB:
FISH:

FLT3:

GATAT1:

GATA2:
GNAS
GNB1
G-CSF
GESMD
GMSI
HPN

IAR
ICUS
IDH
ILD
IPSS
IPSS-R
IWG
JAK2

ABREVIATURAS

Enfermedad injerto contra leucemia
Enfermedad injerto contra receptor
Enfermedad injerto contra receptor crénica
Agencia europea del medicamento
Enfermedad minima residual
Eritropoyetina

ETS variant 6

Enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2
subunit

Grupo cooperativo Franco-Américo-Britanico
Hibridacion in situ fluorescente

Fms related tyrosine kinase 3

GATA binding protein 1

GATA binding protein 2

GNAS complex locus

G protein subunit beta 1

Factor estimulante de colonias granulociticas
Grupo esparol de sindromes mielodisplasicos
Gammapatia monoclonal de significado incierto
Hemoglobinuria paroxistica nocturna

Incidencia acumulada

Incidencia acumulada de recaida

Citopenia idiopatica de pronéstico indeterminado
Isocitrato deshidrogenasa

Infusion de linfocitos del donante

Sistema de puntuacion prondstica internacional
Sistema de puntuacion prondstica internacional revisado
International working group

Janus kinase 2
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KIT
KMT2A
LBM
LMA

LMA-s

LMC
LMMC
LNC
MECOM
MTOR
NGS

NOTCH1
NPM1
NUP98
OMS
PIGA
PHF6
PTPN11
RAD21
RE
RESMD
RUNX1
SETBP1
SF3B1
SG
SH2B3
SLP

ABREVIATURAS

KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase
Lysine Methyltransferase 2A

Linfocitosis B monoclonal

Leucemia aguda mieloblastica

Leucemia aguda mieloblastica secundaria a sindrome
mielodisplasico

Leucemia mieloide crénica

Leucemia mielomonocitica cronica
Leucemia neutrofilica cronica

MDS1 and EVI1 complex locus
Mechanistic target of rapamycin kinase

Secuenciacion de ultima generacion o secuenciacion
masiva

Notch homolog 1

Nucleophosmin 1

Nucleoporin 98 and 96 precursor

Organizacién mundial de la salud
Phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class A
PHD finger protein 6

Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
RAD21 cohesin complex component

Respuesta eritroide

Reqistro esparfiol de sindromes mielodisplasicos
RUNX familiy transcription factor 1

SET binding protein 1

Splicing Factor 3b Subunit 1

Supervivencia global

SH2B adapter protein 3

Supervivencia libre de progresién
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SMC3
SMD
SMD-DU
SMD-DM
SMD-EB
SMD-SA
SNP
snRNP
SPRESAS
SRSF2
STAG2
suzi12
TET2
TGF-beta
TP53
TPH
U2AF1
VAF
VPN
VPP
WPSS

ZRSR2

ABREVIATURAS

Structural maintenance of chromosomes 3

Sindrome mielodisplasico

Sindrome mielodisplasico con displasia unilinea
Sindrome mielodisplasico con displasia multilinea
Sindrome mielodisplasico con exceso de blastos
Sindrome mielodisplasico con sideroblastos en anillo
Polimorfismo de nucleétido Unico
Ribonucleoproteinas nuclares pequenas

Spanish registry of erythropoietic stimulating agents study
Serine/Arginine-Rich Splicing Factor 2

Stromal antigen 2

SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit
Tet Methylcytosine Dioxygenase 2

Transforming grow factor-beta

Tumor protein p53

Trasplante de progenitores hematopoyéticos

U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1

Frecuencia de variante alélica

Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

Sistema de puntuacion prondstica basado en la
clasificacién OMS

Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif And
Serine/Arginine Rich 2
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