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Glosario de abreviaturas

A

ADN: 4cido desoxirribonucleico
AdvSM: mastocitosis sistémica avanzada (abreviado del inglés: “advanced systemic mastocytosis”)

AHN: neoplasia hematoldgica asociada a mastocitosis (abreviado del inglés: “associated hematological
neoplasm”)

AHNMD: neoplasia hematoldgica a expensas de células hematopoyéticas, diferentes de mastocitos,
asociada a mastocitosis (abreviado del inglés “associated clonal hematological non-mast cell disease”)

AML: leucemia mieloblastica aguda (abreviado del inglés: “acute myeloid leukemia”)

ARCH: hematopoyesis clonal relacionada con la edad (abreviado del inglés: “age related clonal
hematopoiesis”)

ASM-t: mastocitosis sistémica agresiva (abreviado ASM, del inglés: “aggressive systemic
mastocytosis”) en trasformacién leucémica

B

B-findings: hallazgos de tipo benigno (abreviado del inglés: “Benign-findings”)
B2M: Beta-2-microglobulina

BMM: mastocitosis de médula ésea (abreviado del inglés: “bone marrow mastocytosis”)

C

2-CdA: cladribina

C-findings: hallazgos sugestivos de necesidad de tratamiento citorreductor o quimioterapico
(abreviado del inglés: “Citorreductive-findings”)

CCUS: citopenia clonal de significado incierto (abreviado del inglés: “clonal cytopenia of undetermined
significance”)

CH: hematopoyesis clonal (abreviado del inglés: “clonal hematopoiesis”)

CHIP: hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (abreviado del inglés: “clonal hematopoiesis
of indertemined potential”)

CHOP: hematopoyesis clonal con potencial oncogénico (abreviado del inglés: “clonal hematopoiesis of
oncogenic potential®)

CIMF: mielofibrosis crénica idiopatica (abreviado del inglés: “chronic idiopathic myelofibrosis*)



CLL: leucemia linfatica crénica (abreviado del inglés: “chronic lymphocytic leukemia”)
CM: mastocitosis cutdnea (abreviado del inglés: “cutaneous mastocytosis”)
CMML: leucemia mielomonocitica crdnica (abreviado del inglés: “chronic myelomonocytic leukemia”)

CRS: modelo pronéstico ajustado por la clinica (abreviado del inglés “clinical-adjusted risk score”)

D

DCM: mastocitosis cutanea difusa (abreviado del inglés: “diffuse cutaneous mastocytosis”)

E

ECNM: Red Europea de mastocitosis (abreviado del inglés: “European competence network on
mastocytosis”)

H

HLA: antigeno leucocitario humano (abreviado del inglés: “human leukocyte antigen”)

HUMARA: test del receptor de andrégenos humano (abreviado del inglés: “human androgen receptor
assay”)

HR: indice de riesgo (abreviado del inglés: “hazard ratio”)

HSC: células progenitoras hematopoyéticas (abreviado del inglés: “hematopoietic stem cells”)

ICUS: citopenia idiopatica de significado incierto (abreviado del inglés: “idiopathic cytopenia of
undetermined significance”)

IDUS: displasia idiopatica de significado incierto (abreviado del inglés: “idiopathic dysplasia of
undetermined significance”)

IFN-a: interferon-a

IPSM: modelo pronostico internacional para mastocytosis sistémica (abreviado del inglés
“international prognostic scoring system for mastocytosis”)

ISM: mastocitosis sistémica indolente (abreviado del inglés: “indolent systemic mastocytosis”)

JMML: leucemia mielomonocitica juvenil (abreviado del inglés: “juvenile myelomonocytic leukemia®)



K

KIT: receptor para el factor de crecimiento de células progenitoras (“stem cell factor”)

M

MAPS: modelo pronostico ajustado por mutaciones genéticas (abreviado del inglés “mutation-
adjusted prognostic score”)

MARS: modelo de estratificacién de riesgo ajustado por mutaciones genéticas (abreviado del inglés
“mutation-adjusted risk score”)

MC: mastocito

MCAS: sindrome de activacion mastocitaria (abreviado del inglés: “mast cell activation syndrome”)
MCL: leucemia de mastocitos (abreviado del inglés: “mast cell leukemia”)

MDS: sindrome mielodispldsico (abreviado del inglés: “myelodysplastic syndrome”)

MIS: mastocitosis en la piel (abreviado del inglés: “mastocytosis in the skin”)

MM: afectacion multilineal de lineas celulares mieloides por la mutacién D816V de KIT

MMCAS: sindrome de activacién mastocitaria monoclonal (abreviado del inglés: “monoclonal mast cell
activation syndrome”)

MML: afectacion multilineal de lineas celulares mieloides y linfoides por la mutacion D816V de KIT
MO: médula ésea
MPN: neoplasia mieloproliferativa (abreviado del inglés: “myeloproliferative neoplasm”)

MPCM: mastocitosis cutdanea maculopapular (abreviado del inglés: “maculopapular cutaneous
mastocytosis”)

MSQ: célula mesenquimal

N

NGS: secuenciacidon masiva de Ultima generacidn (abreviado del inglés: “next generation sequencing”)
NK: asesina natural (abreviado del inglés: “natural killer”)

NonAdvSM: mastocitosis sistémica no avanzada (abreviado del inglés: “non-advanced systemic
mastocytosis”)

o)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

0S: supervivencia global (abreviado del inglés: “overall survival”)



P

PV: policitemia vera

R

RARS: anemia refractaria con sideroblastos en anillo (abreviado del inglés: “refractory anemia with
ringed sideroblasts”)

RARS-T: anemia refractaria con sideroblastos en anillo y trombocitosis (abreviado del inglés:
“refractory anemia with ringed sideroblasts and thrombocytosis”)

S

SAP: fosfatasa alcalina sérica (abreviado del inglés: “serum alkaline phosphatase”)

S/A/R: panel de genes SRSF2, ASXL1y RUNX1

sBT: nivel basal de triptasa sérica (abreviado del inglés: “serum baseline tryptase”)

SCF: factor de crecimiento de células progenitoras (abreviado del inglés: “stem cell factor”)
SM: mastocitosis sistémica (abreviado del inglés: “systemic mastocytosis”)

SP: sangre periférica

SSM: mastocitosis sistémica quiescente (abreviado del inglés: “smouldering systemic mastocytosis”)

T

TE: trombocitemia esencial

TK: tirosina quinasa

U

UP: urticaria pigmentosa

w

WDSM: mastocitosis sistémica bien diferenciada (abreviado del inglés: “well differentiated systemic
mastocytosis”)
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Introduccion| Utilidad diagndstica y prondstica de las alteraciones genéticas en mastocitosis sistémica

1. Mastocitosis

La mastocitosis engloba un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por una
expansion y acumulacién de mastocitos (abreviado MC, del inglés “mast cells”) patoldgicos portadores
de la mutacién D816V de KIT (~-90% de los casos) en la piel, médula ésea (MO), y con menos frecuencia,
en otros tejidos incluidos los ganglios linfaticos y la mucosa del tracto gastrointestinal®®. En la
actualidad, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) distingue 3 grandes subgrupos de
mastocitosis®®: i) mastocitosis cutdnea (abreviado CM, del inglés “cutaneous mastocytosis”)
caracterizada por la presencia de lesiones (por acimulo de MC) en la piel en ausencia de infiltracién
de otros tejidos, y significativamente mas prevalente en nifios; ii) mastocitosis sistémica (abreviado
SM, del inglés “systemic mastocytosis”) caracterizada por la presencia de MC patolégicos en la piel,
MO y/o en otros érganos y tejidos, y que constituyen la forma mas habitual de mastocitosis entre
pacientes adultos; vy iii) el sarcoma de MC (Tabla 1). A su vez, la clasificacion de la OMS de 2016
subdivide las CM en CM maculopapular (MPCM), MC difusa (DCM) y mastocitoma cutaneo, mientras
gue dentro de la SM separa las formas indolentes de la enfermedad -ISM y mastocitosis de médula
O6sea (o BMM, abreviada del inglés “bone marrow mastocytosis”)- de las formas intermedias -SM
quiescente o “smouldering” (SSM)- y avanzadas de mastocitosis -AdvSM- como la SM agresiva (ASM),

la SM asociada a otra hemopatia (SM-AHN) y la leucemia de mastocitos (MCL)®.

Aunque la prevalencia exacta de mastocitosis en la poblacién general sigue siendo
desconocida, se estima una tasa aproximada de 1:10.000 individuos, afectando desde recién nacidos
a adultos de edad avanzada, con una distribucion global similar en hombres y mujeres’. Debido a la
baja prevalencia de la enfermedad, segtin la OMS la mastocitosis se considera una enfermedad rara®.
Sin embargo, el mejor conocimiento de la enfermedad, junto con la disponibilidad de técnicas
diagndsticas de elevada sensibilidad, han contribuido a que en la ultima década se haya observado un
aumento significativo en el nimero de pacientes de nuevo diagndstico, lo cual sugiere una mayor

prevalencia®?l,
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Tabla 1. Clasificacion OMS 2016 de la mastocitosis

Mastocitosis cutanea (CM)
CM maculopapular (MPCM)

CM difusa (DCM)
Mastocitoma cutaneo

Mastocitosis sistémica (SM)
Mastocitosis sistémica indolente (ISM)

Mastocitosis sistémica quiescente o “smouldering” (SSM)
Mastocitosis sistémica agresiva (ASM)

Mastocitosis sistémica asociada a otra hemopatia (SM-AHN)
Leucemia de mastocitos (MCL)

Sarcoma de mastocitos
Adaptado de Valent et al®12

1.1. Criterios diagnosticos

Debido a la gran heterogeneidad y comportamiento clinico, las mastocitosis muestra formas
muy diversas de presentacién. Asi, mientras que la mayoria de los pacientes acude al dermatdlogo
debido a la aparicidn de lesiones en la piel (e.g. MIS, abreviado del inglés “mastocytosis in the skin”),
en otros casos la enfermedad debuta con un sindrome de activacién mastocitaria (MCAS) asociado a
anafilaxia, o con sintomas constitucionales, tipicos de formas iniciales y avanzadas de la enfermedad,

respectivamente’?,

De forma caracteristica, las lesiones cutaneas de mastocitosis se asocian en la exploracién
fisica a un “Signo de Darier” positivo (eritema y edema provocado por contacto fisico) fruto de la
liberacion de mediadores (e.g. histamina, triptasa, quimasa y compuestos bioldgicos activos derivados
del acido araquiddnico) generados por los MC patoldgicos acumulados a nivel epidérmico y facilmente
detectables en la biopsia de piel. Con relativa frecuencia, la presencia de mastocitosis en la piel (MIS)
en nifos se asocia con formas cutdneas puras de mastocitosis (CM) en ausencia de afectacion de otros
érganos'?. Por el contrario, la gran mayoria de los adultos que presentan MIS tiene compromiso de

otros érganos y tejidos ademads de la piel, correspondiendo a formas sistémicas de la enfermedad (SM).
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En 2001 la OMS ha establecido una serie de criterios (Tabla 2) para el diagnéstico de SM. Estos
criterios incluyen un criterio mayor o principal -presencia de agregados densos y multifocales de mas
de 15 MC en MO y/o en otros tejidos diferentes de la piel- y cuatro criterios menores entre los que se
incluye la presencia de: i) MC (>25%) con morfologia alterada (MC alargados, con nucleo excéntrico,
evaginaciones citoplasmaticas y/o hipogranulados) que pueden formar o no agregados; ii) MC
fenotipicamente aberrantes que expresan CD25 (cadena a del receptor de la interleucina-2) y/o CD2
(molécula de adhesidn asociada a células activadas); iii) niveles basales de triptasa sérica (abreviado
sBT, del inglés “serum baseline tryptase”) elevados (=20 ng/mL); y iv) mutaciones en el codén 816 de
KIT. Para el diagndstico de SM se han de cumplir el criterio mayor y al menos uno de los cuatro criterios

menores o, en ausencia del criterio mayor, 3 de los 4 criterios menores®,

Tabla 2. Criterios diagndsticos OMS 2016 para SM

CRITERIO MAYOR
1. Presencia de agregados densos y multifocales de =15 MC en MO y/o en tejidos extracutaneos

CRITERIOS MENORES
1. >25% de MC con morfologia alterada (MC alargados, con nucleo excéntrico, evaginaciones

citoplasmaticas y/o hipogranulados) que pueden formar o no agregados
2. Expresion de los marcadores CD25 y/o CD2 en los MC.
3. Niveles basales de triptasa sérica elevados (=20 ng/mL)
4. Presencia de mutaciones en el codén 816 de KIT

Diagndstico de SM solo si se cumple:
CRITERIO MAYOR + 21 CRITERIO MENOR
o
23 CRITERIOS MENORES

Adaptado de Valent et al®12

De forma similar a lo que ocurre con aquellos pacientes que presentan MIS al diagndstico, los
sujetos con sarcoma de MC, suelen presentar también una masa Unica (en la piel u otra regidn extra-
medular) compuesta por MC (CD117* y triptasa*) con caracteristicas inmaduras y atipicas por
immunohistoquimica y que invaden tejido circundante!*!4, Por el contrario, en aquellos casos en los
que la enfermedad debuta como una MCAS (e.g. anafilaxia) en ausencia de lesidn cutdnea, el

diagndstico de mastocitosis requiere de un estudio de MO (u otro tejido) dirigido o no por la presencia
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de mutaciones de KIT en sangre periférica (SP), junto con la existencia de niveles elevados de sBT,
parametros clinicos y demograficos (e.g. sexo masculino) y/o el posible desencadenante de las

reacciones anafilacticas que fueran motivo de consulta®.

1.2. Clasificacion de la mastocitosis

Ante la gran variedad de formas de mastocitosis, ademas de la elevada heterogeneidad clinica
y prondstica de las mismas, se hace necesaria la definicién de distintos algoritmos diagndsticos.
Siguiendo los criterios OMS 2016°, en la actualidad, la mastocitosis se divide en 3 grandes grupos: CM,
SM vy sarcomas de MCs, que se subdividen en tres categorias de CM y 5 variantes distintas y bien

establecidas de SM, hasta un total de 10 formas distintas de mastocitosis.

1.2.1. Subtipos de mastocitosis cutanea (CM)

La mayoria de los pacientes con mastocitosis presentan lesiones cutaneas con independencia
de su subtipo diagndstico (CM o SM). Segun la OMS®, la CM se define ademas de por la presencia de
lesiones cutdneas como consecuencia de la infiltracion de la piel por MC patoldgicos, por la ausencia
de afectacion de otros drganos y tejidos, asociada o no a sintomatologia relacionada con la liberacién
de los mediadores de MC. Desde el punto de vista epidemiolégico, la CM suele manifestarse (y
diagnosticarse) en los primeros afos de vida, remitiendo de forma espontdnea en muchos nifios
durante la pubertad. Segun la forma de presentaciéon en la piel, la OMS distingue tres subtipos
principales de CM: i) mastocitosis cutanea maculopapular (abreviado MPCM, del inglés
“maculopapular CM”) conocido frecuentemente también como urticaria pigmentosa (UP); ii)

mastocitosis cutanea difusa (abreviado DCM, del inglés “diffuse CM”); vy iii) el mastocitoma cutaneo.

La MPCM o UP representa el tipo de CM (y de afectacion cutanea en general) mas prevalente
de mastocitosis, tanto en nifios como en adultos?®. Los nifios suelen presentar lesiones de mayor
tamafio con afectacion extensa de la piel y aspecto variable (formas polimérficas). Por el contrario, las

lesiones maculo-papulares de los adultos suelen ser mas pequefias con predominio en el tronco y en
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las zonas préximas a la raiz de las extremidades, y un aspecto monomorfico (variante monomorfica)t’8

(Figura 1A).

Los pacientes con DCM se caracterizan fundamentalmente por presentar un engrosamiento
de la piel sin bordes bien delimitados que recuerda a la “piel de naranja” y que aparece de forma
exclusiva en nifios!’. La DCM esta asociada a cifras mas elevadas de sBT y a manifestaciones clinicas
mas graves asociadas a la liberacion de gran cantidad de mediadores mastocitarios (e.g. flushing,
cuadros de hipotensidn o colapso vascular) asociado con relativa frecuencia a la formacion de vesiculas

en las zonas de piel mas afectadas!>"*%2 (Figura 1B).

A su vez, el mastocitoma cutaneo se caracteriza por ser una lesion Unica de aspecto ovalado y
tamafio variable formada por MC maduros. Habitualmente el mastocitoma cutaneo se localiza en
tronco y extremidades y se observa casi exclusivamente en nifos, remitiendo de forma espontdnea en

la mayoria de los pacientes antes de la edad adulta®®?® (Figura 1C).

Figura 1: Imagenes representativas de los diferentes subtipos de lesiones cutaneas observadas en la

CM (y la MIS en general): A) MPCM (variante monomorfica); B) DCM; y C) mastocitoma cutaneo.
Adaptado de Matito et al*

1.2.2. Subtipos diagndsticos de mastocitosis sistémica (SM)

La SM incluye 5 subgrupos diagnésticos bien establecido segin la OMS 2016°, la SM indolente
(ISM), la SM quiescente/smouldering (SSM) y tres subgrupos de SM avanzadas (AdvSM), la SM agresiva
(ASM), la SM asociada a otra hemopatia maligna (SM-AHN) y la leucemia de MC (MCL). Para la

clasificaciéon de la SM, la OMS propone la utilizacién de dos grupos de hallazgos: los hallazgos B (B-
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findings) o de tipo benigno y aquellos que sugieren la necesidad de emplear tratamiento citorreductor

o quimioterépico (hallazgos C o C-findings)>*2.

Como hallazgos-B la OMS incluye la existencia de 3 criterios diferentes: i) infiltracién de MO
con >30% de MC detectados mediante técnica de inmunohistoquimica y niveles de sBT >200ng/mlL; ii)
MO hipercelular con signos de displasia en ausencia de criterios diagndsticos de sindrome
mielodisplasico (MDS)/neoplasia mieloproliferativa (MPN); vy iii) la presencia de adenopatias (>2 cm)
y/u otras organomegalias (e.g. esplenomegalia y/o hepatomegalia) en ausencia de afectacidn

funcional del érgano involucrado®.

A su vez, constituyen hallazgos de tipo “C” la presencia de i) niveles de hemoglobina <100 g/L
y/o recuentos en sangre de granulocitos neutréfilos <1.0 x10°/L y/o de plaquetas <100x10°/L; ii)
hepatomegalia asociada a aumento de enzimas hepaticas, ascitis y/o hipertensidon portal; iii)
esplenomegalia con hiperesplenismo; iv) malabsorcion con hipoalbuminemia y pérdida de peso; y/o v)
la presencia de lesiones osteoliticas de gran tamafio y/u osteoporosis severa con fracturas patoldgicas®

(Tabla 3).

Tabla 3. Hallazgos de tipo B y C para la subclasificaciéon de la SM segtn la OMS

Infiltracién mastocitaria de MO por >30%* MC y sBT >200 pg/L
TipoB MO hipercelular con signos de displasia y sin criterios de MDS/MPN

Adenopatias (>2 cm) y/o (hepato y/o espleno-megalia) sin evidencia de disfuncién organica

Hb <100 g/L y/o neutrdfilos <1.0x10%/L y/o plaquetas <100x10°/L

Hepatomegalia con aumento de enzimas hepaticas en suero, ascitis y/o hipertension portal
Tipo C  Esplenomegalia con hiperesplenismo

Malabsorcidn con hipoalbuminemia y pérdida de peso

Lesiones osteoliticas grandes y/u osteoporosis severa con fracturas patoldgicas

En funcion del nimero de hallazgos se clasificara la SM en:

ISM (1 HALLAZGO de TIPO B) en ausencia de hallazgos de tipo C
o
SSM (22 HALLAZGOS de TIPO B) en ausencia de hallazgos de tipo C
o
AdvSM (21 HALLAZGO de TIPO C) independientemente del nimero de hallazgos de tipo B

Adaptado de Valent et al®12

*Estudiado en biopsia de MO mediante inmunohistoquimica
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1.2.2.1. Mastocitosis sistémica indolente (ISM)

La ISM es el subtipo mas comuin de SM. Habitualmente se caracteriza por la coexistencia de
lesiones cutdneas asociadas a sintomas relacionados con la liberacién local y/o sistémica de
mediadores, junto a infiltracién de MO (con o sin agregados) por MCs patoldgicos?*?*. Desde el punto
de vista histoldgico, la cantidad de MC en la biopsia de MO suele ser baja o moderada (<30% mediante
técnicas de inmunohistoquimica) en ausencia de hallazgos B y C%; los MC suelen presentar una
morfologia anormal (forma alargada, fusiforme y/o con cambios en la granulacién), expresién de las
proteinas CD25 y/o CD2 en su membrana?®?¥ y positividad para la mutacién D816V (u otras
mutaciones) de KIT%%2, A nivel sérico, los valores basales de triptasa aunque suelen estar
aumentados, habitualmente se sitlan entre 20 y 200 ng/mL, pudiendo incluso situarse en valores

normales.

Por todo ello, desde un punto de vista clinico la ISM sigue siendo una entidad heterogénea en
la que la gran mayoria de los pacientes (~90%) presenta lesiones cutdneas asociadas a sintomas locales
(prurito y flushing) y/o sistémicos (e.g. anafilaxias) relacionados con la liberacion de mediadores
mastocitarios®, asocidndose en general a buen prondstico. Sin embargo, en un pequefio porcentaje
de casos (5-10%), con los afios, se observa progresion a formas mas avanzadas de la enfermedad (e.g.
SSM y AdvSM)>?8. Como veremos mas adelante, un subgrupo de pacientes con ISM presenta anafilaxia
asociada a infiltracion de MO, pero en ausencia de lesiones cutaneas, lo que ha llevado a considerarlas
como una variante de la enfermedad acunada en la literatura como ISM sin lesion cutanea (ISMs-) o

mastocitosis de MO (BMM)®.

1.2.2.2. Mastocitosis sistémica quiescente (SSM)

A diferencia de la ISM, los pacientes con SSM presentan 22 hallazgos de tipo B en ausencia de
hallazgos de tipo C (Tabla 3), representando desde 2016 un subtipo diagndstico propio dentro de la

clasificacién de la OMS®, de prondstico intermedio entre la ISM y las formas avanzadas de la
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enfermedad (i.e. ASM, SM-AHN y MCL)%*>3%1, con una supervivencia global (abreviado OS, del inglés
“overall survival”) intermedia entre la de la ISM y la AdvSM3%34, Respecto a la ISM, la SSM suele

presentar una carga mastocitaria y/o niveles de sBT mas elevados.

1.2.2.3. Mastocitosis sistémica avanzada (AdvSM)

La presencia de al menos un hallazgo de tipo C (Tabla 3) define los tres subgrupos diagndsticos
de AdvSM: ASM, SM-AHN y MCL®. La ASM supone aproximadamente el 10% de todas las SM.
Habitualmente estos pacientes presentan una infiltracién marcada de MO por MC, en ocasiones
asociada a esclerosis dsea y/o lesiones osteoliticas visibles mediante técnicas de imageni*?43%0,
Fenotipicamente, los MC de pacientes con ASM suelen presentar expresion en la membrana
citoplasmatica de la proteina CD25 (con o sin CD2), y un inmunofenotipo relativamente inmaduro (e.g.
baja expresién de FcERI)*®. Asimismo, en la practica totalidad de los pacientes que presentan ASM se
detecta la presencia de la mutacién D816V de KIT, tanto en los MCs patoldgicos, como en otras lineas
celulares mieloides y linfoides de MO y SP?*3%, Generalmente no presentan lesiones cutdneas, ni
sintomas locales relacionados con la liberacién de mediadores®. Recientemente se ha acordado
subdividir la ASM en funcién del porcentaje de MCs presentes en MO, en ASM tipica (cuando se
observan <5% de MC en el aspirado de MO) y ASM en trasformacion a leucemia de MC (ASM-t) cuando

el porcentaje de MCs en la citologia del aspirado medular oscila entre 5% y 19%".

La SM asociada a otra hemopatia (SM-AHN, o SM-AHNMD) constituye el subgrupo mas
heterogéneo de SM, representando, tras la ISM, el segundo subtipo mas frecuente de SM?*?*, La
elevada heterogeneidad de la SM-AHN viene dada tanto por el subtipo de SM (ISM o ASM), como por
la neoplasia hematoldgica concreta que se asocia al componente mastocitario y que mayoritariamente
estd constituida por una hemopatia de linea mieloide, fundamentalmente la leucemia
mielomonocitica crénica (abreviado CMML, del inglés “chronic myelomonocitic leukemia”), seguida de

los MDS y la leucemia mieloblastica aguda (abreviado AML, del inglés “acute myeloid leukemia”)¥’. De
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forma menos habitual, el componente mastocitario de la SM-AHN se asocia a hemopatias linfoides
como la leucemia linfatica crénica (abreviado CLL, del inglés “chronic lymphocytic leukemia”), distintos
subtipos de linfoma no-Hodgkin (abreviado NHL, del inglés “non-Hodgkin lymphoma”) o incluso el
mieloma multiple, entre otras neoplasias linfoides3#%°. Para el diagndstico de SM-AHN deben aplicarse
por un lado los criterios diagndsticos OMS 2016 de SM3! y, por otra parte, los criterios propuestos para
el diagndstico de cada uno de los posibles subtipos de hemopatias malignas asociadas®!. Desde el
punto de vista clinico, los pacientes con SM-AHN suelen mostrar manifestaciones tipicas tanto de la
SM, como de la neoplasia hematoldgica concreta asociada, observandose a nivel molecular diferentes
patrones de afectacién de la hematopoyesis por parte de la mutacién D816V u otras mutaciones,
dependiendo estas también del tipo de hemopatia asociada*’. Asi, mientras que aquellos pacientes
con SM asociada a hemopatias de linea mieloide las células tumorales de ambas neoplasias (SMy AHN)
comparten la mutacidn de KIT en una proporcién significativa de casos, en las SM asociadas a
hemopatias de origen linfoide la mutacién de KIT suele estar restringida a los MCs, lo que apoyaria la
coincidencia en este Gltimo grupo de SM-AHN de dos clones genéticamente no relacionados®*%, Desde
el punto de vista evolutivo, el prondstico de los pacientes con SM-AHN estd condicionado en gran
medida por el subtipo de mastocitosis (ISM vs ASM) y particularmente, de AHN. Ademas, en la ultima
década se han descrito numerosas alteraciones en otros genes diferentes de KIT, como los genes
ASXL1, CBL, DNMT3A, EZH2, RUNX1, SRSF2 y TET2, tipicos de las AHN mieloides que se observan de
forma habitual en pacientes con SM-AHN. Desde el punto de vista prondstico, estas alteraciones se
han asociado de forma recurrente a un peor prondstico y una OS significativamente acortada, tanto

entre pacientes con SM-AHN, como en otras formas de AdvSM (e.g. ASM y MCL)*2-%8,

La MCL representa el subtipo menos frecuente de SM constituyendo <1% de todas las SM, pero
a la vez, es el mas agresivo y de peor prondstico?>*. Para el diagndstico de MCL se requiere una
infiltracién superior al 20% de MCs en el aspirado de MO, habitualmente asociado a diseminacién a SP
y/o infiltracion de otros érganos y tejidos, provocando un déficit funcional del drgano afectado®. Desde

el punto de vista clinico, la MCL es una enfermedad heterogénea; asi, ocasionalmente se asocia a
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lesiones cutdneas y un inmunofenotipo de los MC que puede ser inmaduro o maduro, con expresién
aberrante de las proteinas CD25 y/o CD2 y presencia o ausencia de la mutacion D816V u otras
mutaciones de KIT?°%55 En aquellos casos en los que se constata la presencia de mutaciones en KIT,
éstas suelen mostrar un patrén de afectacién multilineal de la hematopoyesis®. Actualmente,
podemos distinguir dos variantes principales de MCL: i) la variante clasica, que se caracteriza por
mostrar una infiltracion de MCs tanto en MO (220%) como en SP (210%) vy ii) la variante de MCL
aleucémica en la que el porcentaje de MCs circulantes en SP es inferior a 10%. Ademas, ambas
variantes de MCL se subclasifican por un lado, en i) MCL primarias o “de novo” diagnéstico y ii) MCL
secundarias cuando resultan de la progresién de una ISM, ASM o SM-AHN a MCL o MCL-AHN; y por
otra parte, en iii) MCL crénica y iv) MCL aguda, segln carezcan o presenten hallazgos de tipo C (i.e.

afectacién funcional de la hematopoyesis o de otros 6rganos)®-*® (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de la MCL

Variable Tipo de MCL Caracteristicas

MCL leucémica >10% de MC circulantes en SP

N2 de MC en SP
MCL aleucémica <10% de los leucocitos de SP son MC

MCL de nuevo diagnostico sin antecedentes de SM o de
MCL primaria
Momento del otra hemopatia mieloide

diagndstico Progresion desde otro subtipo de SM (generalmente de
MCL secundaria
ASM) o de un sarcoma de MC

Hallazgos de tipo C* asociados a MC inmaduros (y
MCL aguda”®
precursores de mastocitos)
Hallazgos C
Ausencia de hallazgos de tipo C asociados MC de aspecto
MCL crénica
maduro y un curso clinico menos agresivo

A, con la presencia de 1 C-finding es suficiente para clasificar una MCL como MCL aguda.
Adaptado de Valent et al¢

1.2.2.4 Variantes provisionales de SM

La mastocitosis de MO (abreviado BMM, del inglés “bone marrow mastocytosis”) constituye
un subtipo provisional de SM caracterizado por la ausencia de lesiones cutaneas, asociada

16



Introduccion| Utilidad diagndstica y prondstica de las alteraciones genéticas en mastocitosis sistémica

habitualmente a MCAS (e.g. anafilaxia) y a niveles de sBT normales o ligeramente elevados®. La mayoria
de pacientes con BMM muestran una masa tumoral (carga mastocitaria) en MO y una carga alélica
para la mutacion D816V de KIT relativamente bajas y el aspirado de MO muestra pequefios agregados
de MC®. Ademas, por definicidn, los pacientes con BMM no presentan hallazgos B ni C. Por todo ello,
la BMM constituye una variante de SM de prondstico favorable. No obstante, en la mayoria de
pacientes existe un riesgo de anafilaxia importante, lo que puede poner en riesgo su vida si no se toman

las medidas preventivas adecuadas®.

1.2.3. Mastocitosis sistémica bien diferenciada (WDSM)

La mastocitosis sistémica bien diferenciada (abreviado WDSM, del inglés “well-differentiated
systemic mastocytosis”) constituye una variante de mastocitosis que, aunque definida por la OMS en
su clasificacién3!, sigue careciendo de entidad propia y criterios diagndsticos bien definidos. En
conjunto, la WDSM representa <5% de todas las mastocitosis® y se caracteriza por presentar MC
maduros de aspecto normal o hipergranulado, que carecen de expresidén aberrante de CD25 y/o CD2
asociado en la mayoria de los casos a ausencia de la mutacién D816V de KIT*® y niveles de triptasa
normales o ligeramente elevados. Por todo lo anterior, resulta dificil establecer el diagndstico de
afectacién sistémica en la WDSM llevando a una clasificacién incorrecta de los pacientes como CM
especialmente en aquellos casos en los que existe una carga mastocitaria relativamente baja en MO>°.
Por ello, se hace necesario la incorporacién de nuevos criterios para el diagnéstico de WDSM como la
expresion aberrante de CD30 o la sobreexpresion de carboxipeptidasa observada en los MC de MO de
estos pacientes®®®, Todo esto unido al comienzo en edad pediétrica, el predominio en mujeres y la
asociaciéon familiar contribuirian a un mejor diagndstico de la enfermedad®®®%2, En la ultima
actualizacién de la clasificacién de mastocitosis de la OMS de 2016 ° se indica que en aquellos pacientes
en los que se observe una morfologia mastocitaria compatible con WDSM se afiada el sufijo “WD” a la
categoria de SM correspondiente (e.g. ISMwp 0 MCLwp)®'. Desde el punto de vista terapéutico es

importante reconocer esta variante de mastocitosis, especialmente en pacientes con AdvSMyp, ya que
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estudios recientes demuestran el beneficio del tratamiento con Imatinib en pacientes que presentan
mutaciones en los exones 8-10 de KIT que codifican para las regiones extracelular e yuxtramembrana

de la proteina, con una elevada tasa de remisiones completas™.

1.2.4. Sarcoma de mastocitos

El sarcoma de MC es el menos frecuente de los distintos subtipos de mastocitosis, siendo una
enfermedad extremadamente rara que afecta a pacientes de cualquier edad?!. Se caracteriza por la
presencia de un tumor localizado, compuesto por MC indiferenciados, tipicamente de crecimiento
lento, pero con alta capacidad de diseminacidn e invasion de los érganos cercanos, lo que le confiere
un mal prondstico®. Aunque generalmente se trata de un tumor localizado, a veces se presenta en el
contexto de una SM pudiendo mostrar diseminacién leucémica®®*%. A nivel molecular, en algunos
pacientes se han detectado distintas mutaciones (e.g. D816V, L799F, N822K y V560G) en el gen

KIT54,64,66,67

2. Mutacidn de KIT y mastocitosis

El gen KIT es un proto-oncogén que codifica para un receptor de membrana con actividad
tirosina quinasa (TK) localizado en el brazo largo del cromosoma 4 humano®. Cuando el receptor KIT
se une a su ligando, el factor de crecimiento de células madre (abreviado SCF, del inglés “stem cell
factor”), se producen cambios conformacionales en el receptor que provocan la dimerizacion y
activacién de KIT mediante autofosforilacién del mismo. En funciéon de si SCF se encuentra en su forma
soluble o unida a la membrana, se producird una activacion cuyo efecto serd menos o mas duradero,
respectivamente®72, La sefializacién mediada por la activacién de KIT es clave en la hematopoyesis y
en la supervivencia de las células progenitoras hematopoyéticas (abreviado HSC, del inglés
“hematpoietic stem cells”)’3. Dentro de las células hematopoyéticas, a excepcién de los MC y algunas
células “natural killer” (NK), KIT se deja de expresar a medida que las células maduran a las distintas

lineas mieloides y linfoides’. En los MC la expresién de KIT se mantiene en niveles elevados a lo largo
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de toda su diferenciacidn, desarrollando un papel fundamental en su proliferacién, diferenciacion y
supervivencia’>’®. Debido al papel desempefiado por KIT en las HSC y en los MC, cualquier mutacién
que afecte al funcionamiento normal de la proteina, puede provocar una alteracién de la
hematopoyesis y de la funcién mastocitaria con potencial oncogénico”’. En este sentido, actualmente
las mutaciones de KIT se agrupan segun su efecto en: i) mutaciones asociadas a pérdida de funcidn de
KIT, tipicas de enfermedades benignas como el piebaldismo’®; y ii) mutaciones asociadas a una
activacion constitutiva de KIT, y una supervivencia celular mas prolongada, con potencial oncogénico,

como ocurre en la mastocitosis’”’°.

2.1. Mutacion D816V de KIT

La mutacion D816V localizada en el exén 17 del gen KIT, provoca la activacion constitutiva de
KIT sin necesidad de la unién de SCF, y representa la alteracién mas frecuentemente encontrada en
pacientes con SM (~90% de los adultos y en un tercio de las mastocitosis pediatricas). Desde el punto
de vista clinico, la presencia de la mutacién D816V de KIT constituye uno de los criterios menores de
la OMS para el diagndstico de SM**8, Ademds, otras variantes de esta mutacién en el mismo exén 17,
como las mutaciones D816Y/H, mas frecuentes en AML y MDS, también se han descrito en alrededor
del 1% de las SM®82, Clinicamente, la localizacién de las mutaciones tiene gran relevancia debido a
que aquellas mutaciones a lo largo del gen KIT que ocurren en los dominios transmembrana o
yuxtamembrana de KIT (exones 9-11) que inducen dimerizacion espontanea del receptor, hacen que
los mastocitos patoldgicos respondan al tratamiento con inhibidores de TK convencionales (e.g.
Imatinib), mientras que las mutaciones en el dominio catalitico (exones 13-18) son resistentes a estos
farmacos, al provocar un cambio conformacional en la estructura de la proteina que requiere de

inhibidores mas especificos como Avapritinib®1>%616283-88 (Figyra 2).
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Dominios Exones Funcion
(codones)
2
3 -
Union a SCF
Extracelular (23-520) 4-6
6-7
8-9 Estabilizacion de la union a SCF
Transmembrana (521-543) 10
Yuxtamembrana (544-581) 11 Dominio autoinhibitorio

Tirosina quinasa1 (582-684) Sitio de unién a ATP

14
Inserto quinasa (685-761) {

Tirosina quinasa 2 (762-937) 17 Loop:de:activacion

Regidén C-terminal (937-976) 19-21

Figura 2. Estructura del receptor KIT
Adaptado de Orfao et al’®

2.2. Otras mutaciones de KIT

En alrededor de 4 a 5% de los adultos con mastocitosis sistémica, y en mas de un tercio de los
nifios®, se observa la presencia de mutaciones de KIT distintas de la mutacién D816V siendo las
localizaciones mas habituales, el exén 17 y los exones 5, 8-11 y 132978, | 35 mutaciones localizadas
fuera del dominio TK2 de KIT (exén 17) descritas hasta la fecha, incluyen mutaciones que afectan al
exon 5 (Y296C%), 8 (del417-419InsY®, del417-419InsNA%Y, del417-419InsI°?, InsFF419%, C443Y% y
S4761%°%%3) 9 (dup501-502%, Y503_F504InsAY?° y dup505-508%°), 10 (V530I%°), 11 (V559A%, V5591%,
V560G*®y D572A%), 13 (R634W?°, K642E* y V654A°%) y 18 (M835K™?, E839K™ ! y S840N®%). En el exdn
17, ademas de la mutacién D816V se han descrito varias mutaciones adicionales como las mutaciones
L799F%, R815K%3, insV815 18162°, D816A/Y/I/H/F/T101104110 |817\/29 R815K103 | 818! D820GM1! y
N822K®7112113 Aynque la gran mayoria de las mutaciones de KIT definidas anteriormente
corresponden a mutaciones somaticas, en paralelo se han descrito algunas mutaciones germinales

localizadas fuera del dominio catalitico de KIT en los exones 8 (delD4198%91114115 v §451C%192) g
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(dup502-503°+#°, K50915189116, F522C>2, A533D y M541L'"18) y 17 (D8201'*°) y 18 (S8491'%) de KIT,

con el correspondiente patrén de agregacion familiar.

2.3. Naturaleza clonal de los mastocitos en ausencia de mutaciones de KIT

En alrededor de 5% de los adultos con mastocitosis y 14% de los nifios®, no se detectan
mutaciones en el gen KIT, correspondiendo una importante proporcién de estos casos a WDSM y en
menor medida, a MCL'%, Estudios citogenéticos sobre aspirado de MO han demostrado la presencia
de alteraciones cromosdmicas de naturaleza clonal -e.g. la misma alteracién (cromosoma adicional) en
2, o (monosomia) en 23 células- en el 6% de los pacientes con ISM, 8% de las ASM, 26% de las SM-
AHN y 50% de las MCL?L, M3s recientemente se ha demostrado también la presencia en pacientes con
SM, de mutaciones en genes habitualmente alterados en otras hemopatias malignas como los MDS y
las MPN#¥122123 No obstante, como veremos mas adelante, con relativa frecuencia estas alteraciones
estan ausentes en los MC patoldgicos y afectan a las células hematopoyéticas residuales de otras lineas
que coexisten en la muestra, correspondiendo estos casos a formas avanzadas de SM-AHN?*, Ademds,
en algunas WDSM> y MCAS*?® se ha podido demostrar la naturaleza clonal de los mastocitos, incluso
en ausencia de alteraciones cromosémicas y de mutacion en KIT, mediante estudios de patréon de
inactivacién del cromosoma X en mujeres (test HUMARA; abreviado del inglés “human androgen
receptor”) lo que apoyaria la naturaleza clonal de la enfermedad, incluso en ausencia de mutacién de

KIT, quedando por establecer en estos casos el mecanismo patogénico de la enfermedad!?®.

3. Hematopoyesis clonal
Hoy se sabe que tras el nacimiento, la produccién de células sanguineas humanas se lleva a
cabo en MO a partir de un conjunto relativamente amplio de HSC'?’. A lo largo de la vida, las HSC
pueden sufrir alteraciones genéticas y epigenéticas asociadas a una producciéon anormal o alterada
(aumentada o disminuida) de distintas poblaciones de células maduras presentes en sangre u otros
tejidos del organismo, y derivadas de esas HSC alteradas, siendo en tal caso portadoras de esas mismas

alteraciones genéticas/epigenéticas’?’. La presencia de forma estable a lo largo del tiempo de células
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hematopoyéticas de distintas lineas celulares derivadas de HSC de MO, portadoras de alteraciones
genéticas/epigenéticas, se conoce comunmente como hematopoyesis clonal (abreviado CH, del inglés
“clonal hematopoesis”)*?’1%, Las alteraciones epigenéticas, las mutaciones somaticas o germinales en
genes que potencialmente pueden afectar la capacidad de proliferacidon y auto-renovacion celular
127130 3si como la presencia de alteraciones numéricas de cromosomas (e.g. la pérdida del cromosoma
Y o la ganancia del cromosoma 8)13%132, entre otras alteraciones'?”133, se han asociado con la presencia
de CH y una alteracion de la proliferacion y diferenciacion de una o mas poblaciones distintas de
células hematopoyéticas!?’. Desde el punto de vista epidemioldgico, el desarrollo y aparicién de CH se
ha asociado con el envejecimiento, al detectarse en personas de edad avanzada, en ausencia de una
neoplasia establecida®* 138, Desde el punto de vista prondstico, la presencia de CH en sujetos
aparentemente sanos de la poblacion general se ha asociado con una mayor morbilidad y mortalidad
relacionada con el desarrollo de hemopatias malignas, tumores sodlidos y enfermedades

cardiovasculares'®®. Dentro de las hemopatias asociadas a CH destacan por su mayor prevalencia, las

neoplasias de origen mieloide como los MDS, la AML o la SM, entre otras!®.

3.1. Hematopoyesis clonal y edad

La presencia de CH asociada a alteraciones genéticas como las mutaciones en genes

considerados iniciadores (o “drivers”) de la expansién clonal de células hematopoyéticas'?’**°,

es
excepcional entre individuos jovenes <40 afios de la poblacién general*?’. Por el contrario, a partir de
la quinta década de la vida la prevalencia de CH se incrementa progresivamente de forma
significativa’®'*!, Esto ha llevado a algunos autores a acufiar el término de CH asociada a la edad
(abreviado ARCH, del inglés “age-related clonal hematopoiesis”) para definir aquellas expansiones
clonales benignas de células HSC asociadas a la presencia de alteraciones genéticas capaces de
desestabilizar la hematopoyesis en individuos a priori sanos, sin implicaciones clinicas inmediatas, y

cuya incidencia aumenta con la edad!?*%, Curiosamente, se ha observado que gran parte de las

mutaciones asociadas a ARCH coinciden (y en gran medida se solapan) con las alteraciones genéticas
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que aparecen en algunas hemopatias mieloides como los MDS?*134, Estos hallazgos podrian contribuir
a explicar la mayor prevalencia de neoplasias de origen mieloide entre individuos de edad mas
avanzada. Sin embargo, la prevalencia de enfermedades, como los MDS, entre personas de edad
avanzada, es 100 veces inferior a la incidencia de ARCH*2, sugiriendo que la mayoria de los sujetos que
presentan ARCH no desarrollaran nunca una hemopatia maligna. Por este motivo, se ha acuiiado el
término CH de potencial indeterminado (abreviado CHIP, del inglés “clonal hematopoiesis of
indertermined potential”) para denominar a aquellas situaciones en las que, en ausencia de criterios
diagnodsticos de una enfermedad hematoldgica, se observa en SP o MO la presencia de mutaciones
somaticas tipicas de hemopatias malignas, con una frecuencia alélica 22% (e.g. mutaciones de los
genes TET2, DNMT3A, ASXL1 o SF3B1, entre otros genes)'?*!3° (Tabla 5). Esto es debido a que entre los
sujetos con CHIP y una carga alélica células mutadas 22%, la tasa estimada de progresion anual a una

neoplasia hematoldgica, es inferior o igual al 1%/afio?.

Tabla 5. Genes mutados en ARCH y codones/regiones mas frecuentemente afectados

Gen Regién genética afectada por mutaciones
ASXL1 Todo el gen

BRAF Codén 600

CALR Codones 360-380

CBL Todo el gen

DNMT3A Todo el gen

EZH2 Todo el gen

FLT3 Coddn 835 y exones 9-11
GNAS Todo el gen

GNB1 Codones 57, 76 y 80
IDH1/2 Codones 132, 140y 172
JAK2 Coddén 617

KIT Coddn 816

K/NRAS Codones 12, 13y 61
MPL Exén 10

MYD88 Coddén 265

NOTCH1 Exén 1

NPM1 Codones 288

PPM1D Todo el gen

PTPN11 Todo el gen

RUNX1 Todo el gen

SETBP1 Coddén 870

SF3B1 Codones 625, 666 y 700
SMCI1A Todo el gen

SMC3 Todo el gen

SRSF2 Coddn 95

STAG2 Todo el gen

TET2 Todo el gen

TP53 Todo el gen

U2AF1 Codones 34y 154

WT1 Todo el gen

Adaptado de Shlush et al142
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3.2. Hematopoyesis clonal y hemopatias malignas

Debido a la asociacidn existente entre CH y hemopatias malignas, recientemente se ha
propuesto identificar dentro de los sujetos que presentan CHIP, aquellos que muestran una CH con
potencial oncogénico (abreviado CHOP, del inglés “clonal hematopoiesis of oncogenic potential”). Asi,
se definen como sujetos con CHOP, aquellos individuos que presentan CH asociada a mutaciones
somaticas reconocidas como mutaciones capaces de dirigir procesos oncogénicos en enfermedades
hematoldgicas y que se asociarian en principio, con un mayor potencial de progresiéon y una mayor
probabilidad de desarrollar manifestaciones clinicas (e.g. mutaciones o reordenamientos en los genes
BCR-ABL1, JAK2 V617F, KIT D816V, KRAS y HRAS)'. En términos generales, estas mutaciones con
potencial oncogénico que definen la CHOP podrian dividirse en 3 grupos: i) mutaciones genéticas que
alteran la diferenciacién y maduracidn celular sin apenas afectar la proliferacidon, como la mutacién
D816V de KIT; ii) mutaciones que promueven la supervivencia y proliferacién de HSC sin apenas afectar
su diferenciacion como BCR-ABL1; y iii) mutaciones que promueven fundamentalmente Ia
proliferaciéon de HSC, y que solo de forma marginal afectan la diferenciacidon, como las mutaciones en

los genes RAS™*,

De forma ocasional, tanto entre individuos con CHIP como en aquellos que presentan CHOP,
se detecta la presencia de citopenias y/o rasgos displasicos, sin que ambos lleguen a cumplir criterios
diagndsticos suficientes de hemopatial®#, En base a estos hallazgos, recientemente se han definido
otras tres categorias diagndsticas para identificar éstas situaciones: i) citopenia idiopatica de
significado incierto (abreviado ICUS, del inglés “idiopathic cytopenia of undetermined significance”)**®
150 i) displasia idiopatica de significado incierto (abreviado IDUS, del inglés “idiopathic dysplasia of

undetermined significance”)**15%; y iii) citopenia clonal de significado incierto (abreviado CCUS, del

inglés “clonal cytopenia of undetermined significance”)**®>° (Tabla 6)
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Tabla 6. Acronimos establecidos para definir distintos subtipos de la hematopoyesis clonal y
enfermedades relacionadas

Acrénimo

Definicidn

ARCH

CHIP

CHOP

IDUS

ICUS

CCUS

Presencia de hematopoyesis clonal benigna (presencia de mutaciones somaticas en
SP o0 MO) cuya incidencia aumenta con la edad. No tiene impacto prondstico.

Hematopoyesis clonal asociada a mutaciones somadticas tipicas de neoplasias
mieloides con carga alélica 22% en SP y/o MO de individuos por lo demds sanos.

Hematopoyesis clonal provocada por mutaciones “driver” en un contexto clinico
asociado a mayor probabilidad de progresién a neoplasias hematoldgicas.

Individuos con rasgos morfoldgicos displasicos en las células sanguineas en ausencia
de citopenias. Puede ocurrir con o sin hematopoyesis clonal.

Pacientes con 21 citopenia inexplicable que no cumple criterios diagndsticos de MDS
o de otra hemopatia. Puede ocurrir con y sin hematopoyesis clonal, aunque en
general este término se suele utilizar para designar a citopenias identificadas en
ausencia de hematopoyesis clonal.

Pacientes con 21 citopenia inexplicable, que no cumple criterios diagndsticos de MDS
o de otra hemopatia, pero que presentan mutaciones somaticas tipicas de neoplasias
mieloides con una carga alélica 22% en SP y/o en MO. Se considera como un estadio
intermedio entre CHIP e ICUS.

Adaptado de Bejar et al 123

3.3. Hematopoyesis clonal y SM

La SM es una enfermedad clonal de la HSC caracterizada por la expansién y acumulacién de

MC patoldgicos de naturaleza clonal, que habitualmente (~95%) presentan la mutacién D816V u otras

mutaciones de KIT?2152153_A| tratarse de una neoplasia que afecta a la HSC, la mutacidn de KIT puede

encontrarse, ademas de en los MC patoldgicos (e.g. CD25" y/o CD2*) y las células CD34* de MO, en

otras células hematopoyéticas mieloides y/o linfoides -afectacion multilineal mieloide (MM) o

mieloide y linfoide (MML) de KIT-, siendo ademas frecuente en estos ultimos casos, la presencia de la

mutacion D816V en células mesenquimales***>*155 En términos generales, la presencia de afectacién

multilineal de la hematopoyesis por la mutacién de KIT es un hallazgo tipico de la ASM y la SSM?%,
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estando presente en cerca de un tercio de las ISM y <10% de las BMM?, grupos en los que confiere un

peor prondstico y mayor probabilidad de progresion®.

4. Factores prondsticos y estratificacion de riesgo en pacientes con SM

La clasificacién de la OMS de 2016 constituye una herramienta clave a la hora de definir los
distintos subgrupos diagndsticos de mastocitosis en general y de SM en particular®; ademds, permite
estratificar a los pacientes diagnosticados de SM de acuerdo con su prondstico en dos grandes grupos:
formas no-avanzadas y avanzadas de mastocitosis'>®>’. Sin embargo, cada uno de estos subgrupos de
pacientes sigue siendo clinicamente muy heterogéneo, con importantes diferencias en el prondstico
de los distintos pacientes incluidos en ellos, incluso cuando se consideran de forma individualizada
cada uno de los distintos subtipos diagndsticos OMS?4. Por todo ello, en la dltima década se ha buscado
identificar pardmetros clinicos, de laboratorio y genéticos que pudieran ayudar a una estratificacion

prondstica mas precisa de la SM y sus diferentes subtipos diagndsticos.

4.1. Factores prondsticos

Actualmente se ha identificado un numero importante de caracteristicas demograficas,
clinicas, hematoldgicas, séricas y genéticas, que se asocian con el comportamiento evolutivo de
pacientes con SM. En este apartado resumiremos aquellas caracteristicas de la enfermedad que se han

asociado de forma recurrente con el prondstico de los pacientes con SM.

4.1.1. Parametros demograficos (edad y sexo)

En términos generales, la SM es una enfermedad que afecta preferentemente a adultos con
una prevalencia global similar en ambos sexos. Sin embargo, desde el punto de vista prondstico tanto
el sexo masculino como una edad mds avanzada, se han asociado a una mayor prevalencia de formas

avanzadas de SM (AdvSM) y por consiguiente, con un prondstico mds adverso y una OS
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significativamente mas corta’®®*8, Sin embargo, en la BMM asociada a anafilaxia por picadura de
himendptero, en ausencia de lesiones cutaneas, existe también un predominio del sexo masculino
(78%), presentando habitualmente estos pacientes una baja carga mastocitaria y mutaciéon de KIT
restringida a MC, asociados a buen prondstico”**8, Por el contrario, se observa una mayor incidencia
de WDSM en mujeres, dependiendo el prondstico de esta variante de SM, mds que del sexo en si, del

subtipo diagndstico concreto de SM subyacente!>®°,

Tener una edad avanzada (260 afios) en el momento del diagndstico de SM se ha asociado
también en varios estudios a un prondstico mas adverso, tanto en lo que se refiere a la probabilidad
de la progresion de ISM a formas mas avanzadas de la enfermedad, como a la OS de los pacientes,
independientemente de otras variables clinicas y biolégicas?®°%157159 | a reduccion de la OS a medida
que avanza la edad podria estar relacionada con la menor esperanza de vida asociada al
envejecimiento®’. Sin embargo, se ha observado una mayor probabilidad de progresién a AdvSM entre
pacientes con ISM de edad mds avanzada, lo cual se cree puede ser debido a la existencia de un mayor
grado de afectacion de la hematopoyesis con la edad, capaz de facilitar y/o provocar la acumulacién
de alteraciones genéticas que finalmente conducen a una mayor tasa de progresion a formas mas

avanzadas de SM y una menor 0S*3%%>7,

4.1.2. Carga mastocitaria e infiltracion tisular

La masa tumoral que presentan los pacientes con SM al diagndstico es muy variable, oscilando
tanto a nivel de la piel (presencia/ausencia, nimero, tipo y extensidon de lesiones cutaneas por
infiltracion por MC patolégicos), como de MO (% de MC patoldgicos) y otros tejidos como el higado, el
bazo, los ganglios linfaticos y el tracto gastrointestinal®. Asi, a nivel cutdneo los pacientes con SM
pueden presentar o no lesiones en la piel y estas lesiones pueden asociarse tanto a sintomas leves
relacionados con la liberaciéon de mediadores mastocitarios, como con cuadros severos de hipotensién
en los que la vida del paciente corre riesgo (e.g. anafilaxia); asimismo, las lesiones cutaneas pueden

mostrar un tamafio y aspecto muy variables!®®, En términos generales, la presencia de lesiones
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cutaneas extensas, junto a niveles mas elevados de sBT, conforman los factores de riesgo mas
importantes para la aparicién de episodios de anafilaxia en nifios!>%°. Por el contrario, entre los
adultos, la ocurrencia de anafilaxia se observa fundamentalmente en pacientes que carecen de
lesiones cutdneas, constituyendo uno de los motivos de consulta mas habituales en la BMM?*8, aunque
afecta también a cerca de una cuarta parte de todos los pacientes con ISM que presentan lesion
cutdneal®®%3, Por otro lado, la ausencia (o disminucién) de las lesiones cutdneas se ha asociado
también a AdvSM y/o a progresién de ISM a ASM o MCL'*%2, constituyendo la presencia de lesiones
cutaneas en pacientes con AdvSM un factor prondstico favorable para OS, independientemente de

otros pardmetros de riesgo®®’.

La infiltracion tumoral de érganos como el bazo, el higado y los ganglios linfaticos se ve
reflejada en organomegalias (esplenomegalia, hepatomegalia y adenopatias, respectivamente) que
suele ir asociadas a SSM y AdvSM (hallazgo de tipo B) con las implicaciones prondsticas que esto
supone?*1%* Ademads, la infiltracién mastocitaria puede inducir el deterioro funcional de estos érganos
reflejado en hiperesplenismo, disfuncidon hepatica con hipertensidn portal, ascitis, hipoalbuminemia

165166 constituyendo esta afectacion (hallazgo de tipo C) un criterio diagnéstico de

y/o pérdida de peso
AdvSM 3, Por otra parte, la presencia de esplenomegalia se ha descrito en una serie corta de pacientes
con formas no avanzadas de SM (abreviado NonAdvSM, del inglés: “non-advanced systemic
mastocytosis”) y AdvSM, como un parametro con valor prondstico independiente para predecir la
0S*®’, Sin embargo, estos resultados no han podido ser validados en estudios realizados sobre series
mas amplias de pacientes, en los que se han analizado de manera simultanea un mayor nimero de
parametros, de entre los que se han seleccionado factores prondsticos independientes que no incluian

la esplenomegalia en el anélisis multivariante!>61%7,

Ademas, en la clasificacidn actual de SM de la OMS>'168

, el grado de infiltracién de MO, reflejado
en el nimero relativo de MC patolégicos presentes en la misma, constituye un criterio diagndstico de

ASM y MCL. Tipicamente, el porcentaje de MC en MO de pacientes con SM es superior al observado
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en MO normal de individuos sanos, independientemente de que se trate de formas NonAdvSM o
AdvSM*3, No obstante, en general los pacientes con NonAdvSM se caracterizan por tener una baja
masa tumoral que infiltra de manera moderada la MO?, constituyendo la presencia de >30% de MC
en la biopsia medular el hallazgo de tipo B mds caracteristico de SSM. Por el contrario, los pacientes
diagnosticados de AdvSM se caracterizan por presentar mayor infiltracién medular®. Asi, la MCL
presenta de forma sistemdtica >20% de MC en el aspirado de MO, mientras que en funcién del

porcentaje de MC en MO, la ASM se subdivide en ASM tipica (<5%) y ASM-t (5-19%)°.

Precisamente la infiltracion de MO por MC tumorales puede conllevar un déficit en la
produccién de otras células hematopoyéticas, reflejandose esta alteracion funcional de la MO en
citopenias periféricas tipicas de las AdvSM. Segln la clasificacion OMS de 2016 la presencia de
citopenias periféricas (niveles de hemoglobina <100 g/L y/o neutréfilos <1.0 x10%/L y/o plaquetas <100
x10°/L) constituye un hallazgo de tipo C y por tanto un criterio diagnéstico de AdvSM. Ademas de su
papel en la clasificacion de la SM, en los ultimos afios se ha demostrado el valor prondstico
independiente de las cifras de hemoglobina y plaquetas en SP al diagndstico®®°715°, Por ello, ambos
parametros se han incorporado como variables prondsticas Utiles para la estratificacion de riesgo (de
progresion y/o muerte) en algunas de las clasificaciones prondsticas propuestas
recientemente®®57.1%9_ Asi, para este fin se consideran niveles de hemoglobina <110g/L 0 <100 g/L, y
cifras de plaguetas <150 x10°/L o <100 x10°/L, como pardmetros que proporcionan informacién

prondstica independiente relevante tanto en la SSM como entre pacientes con AdvSM*6:157:159,

4.1.3. Parametros séricos

En la actualidad disponemos de varios marcadores séricos cuyos niveles se han asociados con
el prondstico de la SM. De ellos merece destacar los niveles de albumina, lactato deshidrogenasa,

fosfatasa alcalina, triptasa y Beta-2-microglobulina.
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4.1.3.1. Albumina

La albumina es la proteina méas abundante del plasma?®®. Se sintetiza en el higado y tiene como
funcién primordial el mantenimiento de la presién osmética a nivel intravascular, para una correcta
distribucion de liquidos corporales, y el transporte de distintas moléculas (e.g. hormonas, sales y
bilirrubina no conjugada, entre otras)’%'’%, La disminucién de los niveles de albumina en plasma (o
hipoalbuminemia), se asocian con distintas situaciones clinicas, como enfermedad (e.g. insuficiencia)
hepatica, sindrome nefrético, quemaduras y/o malabsorcién a nivel del tracto digestivo'®®. Por el
contrario, el incremento de los niveles plasmdticos de albumina (o hiperalbuminemia) se asocia a
deshidratacién o a la administracion de algunos firmacos, entre otras situaciones’?. En la SM
avanzada pueden observarse con relativa frecuencia niveles de albumina <3,5 g/L, lo que
habitualmente se asocia a malabsorcidon y/o a ascitis, considerandose la hipoalbuminemia un hallazgo
de tipo C para el diagndstico de AdvSM®. Aunque, en un estudio reciente realizado en formas AdvSM
la hipoalbuminemia demostré tener impacto prondstico al condicionar una menor OS de los
pacientes’®, hasta la fecha no se ha podido confirmar el valor predictivo independiente de este

pardmetro®®,

4.1.3.2. Lactato deshidrogenasa

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima implicada en procesos de reduccidn-oxidacién
presente en la practica totalidad de los seres vivos, en los que cataliza la transformacién de piruvato a
lactato. Ante cualquier lesion tisular, esta enzima se libera a sangre, por lo que un aumento de los
niveles séricos de LDH constituyen en general, un indicador de dafio tisular y destruccién celular'’.
Asi, a modo de ejemplo, los niveles séricos de LDH constituyen un marcador muy util para el
diagndstico y seguimiento de pacientes con infarto agudo de miocardio’* y/o como marcador de
hemodlisis en pacientes con anemia hemolitica, ademas de un factor prondstico en algunas hemopatias

malignas'’>’%, En el &mbito de la SM, niveles séricos elevados de LDH se han asociado con mayor dafio
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tisular y AdvSM, y dentro de estas de forma especial con SM-AHN y MCL. De hecho, los niveles séricos
de LDH constituyen uno de los primeros parametros prondsticos independientes identificados en una
serie relativamente limitada de pacientes con SM (n=46)*"7. Sin embargo, estudios recientes realizados
sobre cohortes mas amplias de pacientes con SM no han podido confirmar el valor prondstico
independiente de los niveles séricos de LDH, ni a la hora de predecir la progresion de la enfermedad,

ni la OS de estos pacientes?#281>7,

4.1.3.3. Fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina sérica (abreviado SAP, del inglés “serum alkaline phosphatase”) es una
enzima de tipo hidrolasa cuya funcidn principal esta relacionada con la eliminacién de grupos fosfato
de compuestos fosforilados. En términos generales, esta enzima estd presente en la mayor parte de
tejidos del organismo, aunque es mas abundante en el hueso, el higado, la placenta, el intestino y el
rifidn. Su concentracién en suero se incrementa con el dafo tisular, constituyendo un marcador
diagndstico de enfermedades dseas y hepaticas, entre otras’®'’°, En la SM, los niveles elevados de
SAP se han asociado con un prondstico adverso, tanto en ISM como en AdvSM?%167.18% Desde el punto
de vista patogénico, se ha sugerido que los niveles de SAP en pacientes con SM podrian reflejar
afectacién funcional del higado, y en menor medida del hueso, incluso en ausencia de sintomatologia
clinica®. Aunque existen algunas discrepancias en relacién con el valor prondstico independiente de
la determinacidn de niveles elevados de SAP entre diferentes series de pacientes con AdvSM1°6:157.159,
atribuidos a las posibles fluctuaciones de los niveles séricos de esta enzima dependientes del estado
clinico concreto de cada paciente®” %7, actualmente se considera que los niveles de SAP constituyen
un marcador prondstico robusto y que cualquier elevacion de SAP en pacientes con SM debe ser

analizada con precaucidn por sus posibles implicaciones prondsticas®®’.
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4.1.3.4. Triptasa

La triptasa es la proteasa mas abundante en el interior de los granulos de los MCs. Entre sus
funciones principales se incluye la participacion en el reclutamiento de células del sistema inmune, la
induccion de angiogénesis, la degradacidon de neuropéptidos, la contraccidon del musculo liso y la
activacion de (pro)colagenasa, ademas de llevar a cabo una funcidn de proteccidn frente a procesos
inflamatorios!®1%2, Una vez secretada, la triptasa es una proteina relativamente estable, de forma que
una vez liberada por el MC, su degradacién no ocurre hasta varias horas después. Esto convierte la
triptasa sérica en un biomarcador excelente a la hora de evaluar la masa y actividad secretora de los
MC en el organismo. En suero, existen dos isoformas de triptasa: la a-triptasa y la B-triptasa. La a-
triptasa es una forma enzimaticamente inactiva cuyos niveles reflejan de forma fidedigna la masa
mastocitaria, dado que se libera de forma esponténea por los MC (normales y patolégicos)!®*1°>, Por
el contrario, la B-triptasa se libera de forma especifica durante la degranulacién del MC tras su
activacion, incrementandose sus niveles séricos de forma caracteristica durante las reacciones
anafildcticas!®1%, Aunque los granulocitos baséfilos también producen triptasa, apenas contribuyen
al conjunto total de los niveles de sBT*®’. Por todo ello, los niveles séricos (elevados) de sBT que se
observan en pacientes con SM reflejan de forma casi fidedigna el incremento de la masa de MC
tumorales, con importantes implicaciones diagndsticas y prondsticas. Asi, la presencia de niveles
séricos de triptasa basal >20ng/mL constituyen uno de los 4 criterios menores propuestos por la OMS
para el diagnéstico de SM®, mientras que cuando los niveles de sBT superan los 200ng/mL (asociados
a una infiltraciéon por MC en la biopsia de MO >30% por inmunohistoquimica), constituyen uno de los
hallazgos B empleados para el diagndstico de SSM*3, Desde el punto de vista prondstico, en los ultimos
afios se ha descrito que la presencia de niveles elevados de sBT (2125ng/mL) constituyen un factor
prondstico adverso e independiente, a la hora de predecir la evolucién de pacientes con SM,
asociandose tanto a una mayor probabilidad de progresion a formas mas graves de la enfermedad,

como a una OS significativamente mas corta®’.
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4.1.3.5. Beta-2-microglobulina

La proteina Beta-2-microglobulina (B2M) es un componente del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo | que se encuentra presente en practicamente todas las células nucleadas

198199 En |a actualidad, la evaluacidn de los niveles séricos de B2M forma parte

de nuestro organismo
de los analisis de rutina en pacientes con enfermedades hematoldgicas como el mieloma multiple y
los linfomas no-Hodgkin (NHL) entre otras hemopatias, ya que niveles elevados de la misma se han
asociado a mal prondstico?2%, Aunque sigue sin conocerse el significado exacto de la elevacién de
los niveles séricos de B2M, algunos estudios han demostrado un aumento en los niveles de f2M
durante la respuesta inmune y en situaciones asociadas a mayor proliferacion celular?®. En el tnico
estudio en el que hasta la fecha se ha evaluado el impacto de la f2M sobre una cohorte de pacientes
con ISM y un seguimiento relativamente prolongado, los niveles séricos elevados de B2M (=2,5ng/ul)
se han asociado con un mayor riesgo de progresidon a formas mds avanzadas de la enfermedad,
constituyendo el pardmetro individual (independiente) de mayor valor predictivo®. Sin embargo,

carecemos de estudios posteriores en los que se hayan confirmado estos hallazgos en ISM y/o se haya

extendido su andlisis a otras formas de SM (e.g. AdvSM).

4.2. Alteraciones genéticas asociadas a SM

En la actualidad la mastocitosis se define como una enfermedad clonal de la célula stem
hematopoyética asociada en >90% de los casos a una mutacidon somatica de KIT, y en particular a la
mutacion D816V de KIT, que puede ser detectable solo en los MC de piel y MO y en precursores
hematopoyéticos CD34+ (mutacion de KIT restringida a MC) o también en células hematopoyéticas de
otras lineas mieloides y linfoides, ademas de las células mesenquimales (mutacidon multilineal de KIT),
con importantes implicaciones prondsticas?>>>. Mas recientemente se ha descrito en pacientes con
AdvSM la presencia en frecuencias relativamente elevadas de mutaciones caracteristicamente

asociadas a otras hemopatias malignas mieloides, algunas de las cuales se han asociado con un
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prondstico adverso de la enfermedad®*%2%>_ En este capitulo de la introduccién de la tesis revisaremos
de forma especifica las alteraciones genéticas que se han descrito como asociadas a SM, y su utilidad

como marcador prondstico.

4.2.1. Mutacion multilineal y carga alélica de KIT

La mutacidn D816V de KIT es la alteracion genética mas prevalente en la SM, estando presente
en la practica totalidad (290%) de los pacientes adultos y cerca de dos terceras partes de los nifios,
considerandose como la alteracidn genética caracteristica de esta enfermedad?*#°. Estudios previos
han demostrado que en mas de un tercio de los pacientes con NonAdvSM, y en la practica totalidad
de las ASM, la mutacién D816V afecta, ademas de a los MC patoldgicos, a otras células mieloides (e.g.
neutrdfilos, monocitos y/o eosindfilos) y/o linfoides (e.g. linfocitos T y B), hallazgo que refleja una
afectacion clonal multilineal mieloide (MM) o mieloide y linfoide (MML) de la hematopoyesis,
resultado de la expansiéon y diferenciacidon de las células precursoras hematopoyéticas mutadas a
distintas lineas celulares mieloides y/o linfoides, ademds del MC?*%8, Estudios méas recientes han
confirmado la presencia de afectacidon multilineal de la hematopoyesis en una pequeia proporcién de
la BMM, en cerca del 30% de los pacientes con ISM, y en la préctica totalidad de las ASM; ademas, se
ha descrito la presencia de mutacién multilineal de KIT en una proporcién variable de las SM-AHN,
dependiendo del tipo de hemopatia mieloide asociada a la mastocitosis®. Asi, mientras que se ha
observado presencia de mutacion MM/MML en células de la AHN de 89% de pacientes diagnosticados
de SM-CMML, solo el 20% de los pacientes con SM-MPN y el 30% de las SM-AML mostraban mutacion
multilineal de KIT, estando este hallazgo ausente en la practica totalidad de los pacientes con SM

asociada a neoplasias linfoides*.

Desde el punto de vista prondstico, la presencia de mutacion multilineal de KIT en pacientes
con ISM se ha asociado a una mayor tasa de progresion de la enfermedad a subtipos mas avanzados
de SM como SSM y AdvSM?, constituyendo en este momento este pardmetro, junto los niveles séricos

de B2M, la mejor combinacidn de factores prondsticos independientes a la hora de predecir progresiéon
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de la enfermedad?®. No obstante, la necesidad de purificar células de MO de distintas lineas mieloides
y linfoides ha limitado un uso extendido de la mutacion multilineal como factor predictivo de
progresion en la ISM¥*%157.15 Como consecuencia de estas limitaciones técnicas, mas recientemente
se ha descrito la existencia de una estrecha relacion entre la presencia de mutacidn multilineal de KIT
y la cantidad de células portadoras de la mutacién de KIT en SP y/o MO (carga alélica)® evaluada
mediante técnicas moleculares cuantitativas de elevada sensibilidad®2, En este sentido, una carga
alélica 22% para la mutacién D816V de KIT en MO podria identificar también aquellos pacientes con
SM portadores de mutacién multilineal y que dentro de las ISM tienen una esperanza de vida

significativamente acortada®”’.

4.2.2. Mutaciones en otros genes diferentes de KIT

Actualmente se conoce que la adquisicién de mutaciones genéticas (como la mutacién D816V
de KIT) en una célula HSC seria responsable del desarrollo progresivo de una hematopoyesis clonal
cuya extensién depende del nimero de células HSC afectadas y de su capacidad de diferenciacion a
las distintas lineas hematopoyéticas, incluidos los MC y otras células mieloides y linfoides®*>. La
ventaja proliferativa de las células mutadas, unida a la activacién de las rutas moleculares de
sefializacion relacionadas con las correspondientes mutaciones, ademds de tener un impacto en la
activacion/represién de mecanismos de proliferacion y/o supervivencia celular, podrian facilitar la

acumulacion de alteraciones genéticas adicionales implicadas en la progresion a formas mas avanzadas

de enfermedad.

En la SM las mutaciones del gen KIT y de forma especial la mutacién D816V de KIT, se considera
constituyen la lesién genética inicial de la enfermedad, sin que hasta la fecha se hayan podido
identificar de forma definitiva cuales son los factores que intervienen en la progresién de formas
indolentes a AdvSM2%2%, No obstante, recientemente se ha propuesto que determinados patrones
de metilacion del DNA podrian tener relevancia en la patogénesis de enfermedades sistémicas

asociadas a la activacion del MC?°. En este sentido, en las Ultimas décadas se han identificado un
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numero importante de mutaciones puntuales en un amplio abanico de genes que codifican proteinas
implicadas en mecanismos de regulacidn epigenética y que al menos en parte, se han asociado a la
patogénesis, el comportamiento clinico y evolutivo de distintas hemopatias mieloides, incluida la
SM?1212 Asi, en torno al 30-40% de las formas avanzadas de SM presentan ya al diagndstico una
hemopatia mieloide asociada a la mastocitosis??, lo cual sugiere la existencia de una estrecha relacién
entre ambas neoplasias. De acuerdo con esta hipétesis, estudios relativamente recientes basados en
técnicas de secuenciacién masiva de ultima generacion (abreviado NGS, del inglés “next generation
sequencing”) han confirmado la presencia de mutaciones que afectan de forma recurrente a genes
asociados al procesamiento post-transcripcional del ARNm, a modificaciones epigenéticas del ADNy a
factores de transcripcién y transduccidon de senales, compartidas entre SM y otras hemopatias
malignas mieloides***%213, En concreto, se ha descrito la presencia de mutaciones adicionales a la
mutacion D816V de KIT en un nimero significativo de genes de los que merece destacar entre otros,
los genes ASXL1, CBL, DNMT3A, NRAS, RUNX1, SRSF2 y TET24*4>120.156,167,213-215 pqr e| contrario, datos
muy preliminares basados en pequenas series de pacientes con ISM sugieren que éste seria un hallazgo
relativamente infrecuente en las NonAdvSM?#24345213.214 pagde el punto de vista ontogénico, anélisis
preliminares basados en el estudio in vitro de células formadoras de colonias granulo-monociticas
provenientes de pacientes con SM-AHN, sugieren la posible aparicion de mutaciones somaticas en

TET2, ASXL1 y SRSF2 con anterioridad a la mutacién D816V de KIT en estos pacientes'*.

A continuacion, revisaremos el papel de los genes implicados en el procesamiento de ARNm vy
la modificacidon epigenética del ADN, ademas de los factores de transcripcion asociados a vias de

sefializacion, que con mayor frecuencia se encuentran mutados en pacientes con SM.

4.2.2.1. Mutaciones en genes implicados en el procesamiento
alternativo del ARNm

La presencia de mutaciones en genes asociadas al complejo proteico (también conocido como
espliceosoma) encargado del procesamiento alternativo del ARN se han relacionado con distintos tipos
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de neoplasias hematopoyéticas (e.g. CMML o MDS) y con algunos tumores sélidos (e.g. melanoma
ocular uveal o la fibrosis pulmonar)?%?'7, De entre estos genes, en la SM destacan por su frecuencia e

impacto prondstico, las mutaciones del gen SRSF246:167,
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Figura 3. Esquema ilustrativo de los genes implicados en el procesamiento de ARNm a nivel post-
transcripcional y su funcidn. Las ribonucleoproteinas nucleares pequefias (abreviado snRNP, del inglés “small
nuclear ribonucleoproteins”) U1, U2, U3, U4, U2 y U6 se unen en el ARNm, al lugar de empalme por el extremo
5’, mientras que las proteinas de los genes SRSF2, SF1, U2AF1 y ZRSR2 se unen por el extremo 3’ formando el
complejo de splicing. U2 sustituye a SF1 y se une al complejo A facilitando la unién de U4/U6-5 a los snRNP, y

con ello la unidn de los dos exones y la escision del lazo intrdnico.
Adaptado de Sperling et al?'®

4.2.2.1.1 Mutaciones del gen SRSF2 asociadas a SM

El gen SRSF2 (abreviado del inglés “Serine and Arginine Rich Splicing Factor 2”) esta localizado
en el cromosoma 17 y codifica para una proteina fundamental en el procesamiento alternativo del
ARNm a nivel post-transcripcional®® (Figura 3). Ademas, se cree que el gen SRSF2 acttia también como
un importante regulador de la estabilidad del ADN, siendo una pieza clave en el entramado de
acetilacién/fosforilacién del ADN??°. Las mutaciones somaticas de SRSF2 mds frecuentemente
encontradas en pacientes con SM se sitlan en el codén 95, habiéndose descrito de manera infrecuente
inserciones, deleciones y duplicaciones en codones contiguos al coddn 95 (codones 94, 102 0 107 y 86,
respectivamente)??!. Dentro de las hemopatias mieloides, las mutaciones en SRSF2 son especialmente

frecuentes (28%-30%) en pacientes con CMML?%, aunque este gen también aparece mutado con
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menor frecuencia en otras hemopatias como los MDS (11%) (a excepcion de la variante de MDS con
sideroblastos en anillo) y la leucemia mielobldstica aguda (6%)2222%, Estudios recientes en pacientes
con SM muestran la presencia de mutaciones en SRSF2 en un porcentaje variable de casos que oscila
entre 0,6%%* y 6% de los pacientes, a cerca de un tercio de los mismos (24%*, 26%%%°>, 31%* y
36%!%°), siendo uno de los genes més frecuentemente mutados en SM, especialmente en AdvSM y
dentro de estas, en la SM-AHN#*#34546120214215 Al contrario de lo que ocurre en otras
hemopatias??1:223225226 an |3 SM la presencia de mutaciones en el gen SRSF2 se ha asociado de forma
sistematica con un prondstico adverso, incluso cuando se consideran de forma exclusiva los pacientes

con AdVSM46,120,215

4.2.2.2. Mutaciones que afectan a genes implicados en mecanismos

de regulacion epigenética
En las ultimas décadas se ha avanzado de forma significativa en el conocimiento de los
mecanismos implicados en la regulacidn de la expresidn génica a nivel epigenético y sus alteraciones
en cancer, incluidas las hemopatias malignas. Aunque el papel concreto de cada alteracidn epigenética

227,228 (Figura 4); en estos paciente se han

detectada en pacientes con SM sigue siendo desconocido
identificado alteraciones recurrentes que afectan a genes implicados en modificaciones epigenéticas,

destacando por su frecuencia las mutaciones en los genes ASXL1, DNMT3A, EZH2 y TET2, que

abordaremos en mas detalle a continuacién.
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Figura 4. Representacion grafica de los genes implicados en mecanismos de regulacién epigenética
y su funcién. Las mutaciones en genes que codifican la actividad de regulacidn epigenética se pueden agrupar
en 4 fenotipos: i) hipermetilacion del promotor que puede ser provocada por la sobreexpresion de las ADN
metiltransferasas (DNMTs) o pérdida de funcion en las ADN dimetilasas (proteinas TET) y que genera una
supresion selectiva de la expresion del gen; ii) hipometilacion del genoma, causado por mutaciones con pérdida
de funcion en las proteinas DNMT y que produce inestabilidad gendmica; iii) reduccién de la acetilacion de las
histonas provocada por un aumento de la expresion de las deacetilasas (HDACs) o la pérdida de funcion de las
acetiltransferasas de las histonas (HATs); y iv) un patron de metilacién anormal provocado por mutaciones en

genes que regulan las metiltransferasas (HMTs), dimetilasas (HDMs) o la variante H3.3 de las histonas
Adaptado de Pfister et al??®

4.2.2.2.1. Mutaciones en el gen TET2 y SM

El gen TET2 (abreviado del inglés “Ten-Eleven Translocation 2”) estd localizado en el
cromosoma 4 y codifica una proteina que cataliza la conversidon en el ADN de 5-metilcitosina (5-mc) a
5-hidroximetilcitosina (5-hmc)?%°. Se cree que la 5-hmc puede iniciar la desmetilacién del ADN al
impedir la unién a las islas CpG de las ADN-metiltransferasas caracteristicas de estas secuencias®!
Hasta la fecha se han descrito mutaciones en todos los exones de TET2 (n=12), llegando a veces a
coexistir en la misma muestra y la misma célula, mutaciones que afectan a ambos alelos del gen?*2,

Actualmente se considera que la mutacién en TET2 constituye un evento temprano en el desarrollo de

neoplasias hematolédgicas como las MPN, la CMML, los MDS y distintos subtipos de leucemias y
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linfomas, ademas de la SM?*2, En términos globales, se han descrito mutationes en TET2 en alrededor
de 14% de las MPN, 23% de los MDS (en los que suele aparecer conjuntamente con mutaciones en
SF3B1, U2AF1, ASXL1, SRSF2 o DNMT3A y cariotipo normal®?*) y 30% de las CMML (asociadas con
frecuencia a mutaciones en los genes SRSF2 y U2AF1)*122223.224233 Degde el punto de vista clinico, la
presencia de mutaciones en TET2 se ha asociado a una edad mas avanzada?**, hepatomegalia y/o

35 junto a una mayor prevalencia en mujeres

ascitis, esplenomegalia, menor densidad 6sea y anemia
frente a hombres*. En pacientes con SM, TET2 constituye tras KIT, el gen mas frecuentemente mutado
oscilando el porcentaje de casos portadores de mutaciones en TET2 en la bibliografia entre el 13% y
38% de los pacientes??4446:47.213215 T3l como hemos referido anteriormente, las mutaciones en TET2
presentes en pacientes con SM coexisten con mutaciones en el gen SRSF2*3. Estudios realizados in vitro
sugieren que al igual que ocurre con las mutaciones en los genes ASXL1 y SRSF2, las mutaciones en el
gen TET2 podrian preceder a la mutacién de KIT, al menos en una proporcion significativa de pacientes
con SM-AHN, Sin embargo, desde el punto de vista prondstico, aunque la presencia de mutaciones

en TET2 se asocia a AdvSM y a la aparicion de hallazgos de tipo C*3, no parece que estas mutaciones

tengan un impacto prondstico en la SM*24346:214,215,234,235

4.2.2.2.2. Mutaciones en el gen ASXL1y SM

El gen ASXL1 (abreviado del inglés “Additional Sex Combs-Like 1”) se localiza en el cromosoma
20 y codifica para una proteina que interactua con el receptor del acido retinoico involucrado en la
remodelacion de la cromatina, aunque su funcién concreta sigue siendo en gran medida
desconocida?®®®. Las mutaciones en ASXL1 mas frecuentemente encontradas en hemopatias mieloides

237 oscilando su incidencia global desde <7% de los pacientes con

se localizan en el exdn 12 de este gen
trombocitopenia esencial (TE) y PV, hasta casi el 40% de las mielofibrosis primarias®®. Asimismo, ASXL1
constituye el segundo gen mas frecuentemente mutado en MDS y CMML, encontrandose alterado en

hasta el 30% de las AML?%?%7 En general, la presencia de mutaciones en ASXL1 en pacientes con

hemopatias mieloides se asocia a niveles mas bajos de hemoglobina®®, trombocitopenia??* y peor

40



Introduccion| Utilidad diagndstica y prondstica de las alteraciones genéticas en mastocitosis sistémica

prondstico??238240 En pacientes con SM se ha descrito la existencia de mutaciones en ASXL1 en una
proporcidn variable de casos que oscila entre 7%2° a 12%-15%"221° de los casos, y el 17%*%2* 2 21%*

42,44,46,214

de los pacientes, asociandose también su presencia a peor prondstico , al igual que lo

observado previamente en otras hemopatias mieloides?24238240,

4.2.2.2.3. Mutaciones en el gen DNMT3A y SM

El gen DNMT3A (abreviado del inglés “DNA Methyltransferase 3 Alpha”) se situa en el
cromosoma 2 y codifica una enzima encargada de la metilacion de las islas CpG (regiones que en media
representan alrededor del 40% de la secuencia de ADN de los promotores de los genes), un proceso
fundamental en distintas situaciones fisioldgicas como durante la embriogénesis y/o la inactivacion del
cromosoma X?*'. La mutacién mas frecuentemente descrita en el gen DNMT3A ocurre en el codén
R8822%2, estando en conjunto presente en el 8%-13% de los MDS, 26% de las AML secundarias a MDS,
y 2% de las CMML?**243_ En términos globales, la presencia de mutaciones en DNMT3A en pacientes
con hemopatias mieloides se ha asociado a un mayor nimero de blastos en MO y cifras mds elevadas
de leucocitos en sangre periférica??*??*, confiriendo su presencia un prondstico mas adverso??>?34, En
pacientes con SM, la presencia de mutaciones en DNMT3A se ha descrito en un porcentaje de

pacientes que oscila entre el 1% 21>y el 12%** de los casos, asociandose también a mal prondstico®.

4.2.2.2.4. Mutaciones en el gen EZH2 y SM

El gen EZH2 (abreviado del inglés “Enhancer of Zeste Homolog 2”) codifica una proteina del
complejo PRC2 involucrada en procesos de proliferacion, diferenciacién, envejecimiento vy
mantenimiento de la estructura de la cromatina mediante metilacion, actuando a la vez como gen
supresor de tumores y oncogen®*. El gen EZH2 se localiza en el cromosoma 7 y se han descrito
mutaciones puntuales (y otras alteraciones) de EZH2 tanto en hemopatias mieloides como linfoides y

en tumores sélidos?®. Asi, se han identificado mutaciones puntuales que afectan al codén 641 de EZH2
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en el 7% de los linfomas foliculares y el 22% de los linfomas B difusos de células grande de tipo centro-
germinal?*®2%’ junto a mutaciones bialélicas, pérdida de heterocigosidad y disomia uniparental®’. En
paralelo, se ha definido la existencia de sobreexpresién de EZH2 en algunos tumores sélidos como en
el carcinoma de mama, el cdncer de prdstata, vejiga, gastrico, pulmonar y hepatocelular, donde las
mutaciones de EZH2 se han asociado de forma recurrente a estadios tumorales mas avanzados y
enfermedad metastésica’”®. En hemopatias mieloides, se han descrito mutaciones en EZH2 en
pacientes con PV (3%), mielofibrosis (13%), CMML (6%), AML (6%) y MDS (10%)?2%234244.247,248
asocidndose entre estos Ultimos pacientes a un peor prondstico?**?*’, En la SM se ha descrito la
presencia de mutaciones en EZH2 en un pequefio porcentaje de casos que oscila entre el 2%?142%> y el
4%%*%120-5%% de los casos. Con relativa frecuencia, la presencia de mutaciones en EZH2 en SM se asocia

a mutaciones en TET2?* y niveles significativamente mds bajos de hemoglobina (<100g/L)?*°.

4.2.2.3. Mutaciones que afectan a factores de transcripcion y vias
de sefializacion

El correcto funcionamiento y desarrollo del organismo depende en gran medida de la cantidad
producida a nivel celular de determinadas proteinas, en el momento y el contexto adecuados. En
términos generales, la expresidon génica estd regulada en gran medida por factores de transcripcién y
la activacion de procesos implicados en distintas vias de sefializacién intracelular. En la regulacién de
los procesos de expresion génica destacan, entre otros, genes como RUNX1, CBL o K/NRAS**, cuyas
alteraciones ademas de haberse asociado a distintas hemopatias malignas, se encuentran presentes
también en enfermedades no hematoldgicas como el sindrome de Waardenburg, la ceguera ligada al
cromosoma X o la hipoplasia de la pituitaria anterior?*>2% (Figura 5). A continuacidn, revisaremos en
mas detalle los genes involucrados en la regulacion de factores de transcripcidn y vias de sefializacidon

mas frecuentemente alterados en la SM.
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Factor estimulante de colonias
Citoquina de granulocitos y macréfagos

Citoplasma

Figura 5. Representacion grafica general de genes implicados en vias de sefializacion y factores de
transcripcion mas frecuentemente alteradas en SM. En |a figura podemos ver como la activacién inducida
por el factor estimulante de colonias granulo-monociticas y la activacion de sus correspondientes vias de
sefializacidn intracelular implican la participacién de los genes RAS (KRAS, NRAS o HRAS), CBL y JAK-STAT. Tras la
transcripcion de la sefial al nucleo, las proteinas codificadas por el gen RUNX1 se encargan de regular la

transcripcion génica a ARNm.
Adaptado de Stieglitz et al?>!

4.2.2.3.1. Mutaciones en el gen RUNX1y SM

El gen RUNX1 (abreviado del inglés “Runt-Related Transcription Factor 1”) también

denominado previamente AML1 (abreviado del inglés “Acute Myeloid Leukemia 1 Protein”) constituye
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un gen presente en el cromosoma 21 humano que codifica una proteina que funcionalmente actua
como un factor de transcripcion implicado en el desarrollo de células HSC?*2. Las mutaciones mds

frecuentes de RUNX1 se localizan en los exones 3, 4 y 823

y se han asociado con progresion de MPN a
AML?4, lo que podria explicar la elevada frecuencia de estas mutaciones (hasta 37%) entre pacientes
con AML secundaria?**#?>°, De acuerdo con estos hallazgos, la presencia de mutaciones en RUNX1 en
pacientes con MDS se asocia a resistencia a determinados farmacos quimioterdpicos y menor 05?2423,
En la SM, se ha descrito una frecuencia muy variable de mutaciones en el gen RUNX1%346:214.215256q e

oscila entre el 3% y el 23% de los casos, asocidndose ademds a una peor evolucién de la

enfermedad?*®®>?

4.2.2.3.2. Mutaciones en el gen CBL y SM

El gen CBL (abreviado del inglés “Casitas B-Lineage Lymphoma Proto-Oncogene”) es un gen
situado en el cromosoma 11 que codifica para una proteina implicada en la regulacion funcional de
receptores con actividad tirosin-kinasa (TK), mediante el bloqueo competitivo de los mismos; ademas,
CBL actia también en la degradacién de proteinas mediada por ubiquitinacién, a nivel del
proteosoma?**?*8_ Globalmente, las mutaciones que afectan al gen CBL muestran un predominio de
deleciones que involucran al exén 8 del gen, seguidas de mutaciones puntuales en los codones 420y
371%°. Merece destacar que en el 90% de los casos en los que se observa disomia uniparental a nivel
del cromosoma 11, se observan mutaciones homocigéticas en CBL?®°, En hemopatias mieloides se han
descrito alteraciones en CBL en el 15% de los pacientes diagnosticados de leucemia mielo-monocitica
juvenil (abreviado JMML, del inglés “juvenile myelomonocitic leukemia”), el 13% de las CMML (entre
las que predomina la mutacién Y371)%%261 10% de las AML y 8% de las leucemias mieloides crdnicas
atipicas 25261262 Desde el punto de vista prondstico, el impacto de las mutaciones que afectan al gen
CBL en hemopatias mieloides sigue siendo incierto®*®261-263, De forma similar, se han descrito
mutaciones de CBL en un porcentaje variable de pacientes con SM que oscila segun las series

publicadas hasta la fecha entre el 3%-4% y el 20,5% de los casos*46120.214215 A diferencia de lo que
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ocurre en otras hemopatias, la presencia mutaciones de CBL en pacientes con SM se ha asociado a

peor prondstico?®.

4.2.2.3.2. Alteraciones en los genes KRAS y NRAS y SM

Los genes KRAS (abreviado del inglés “Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog”) y NRAS
(abreviado del inglés “Neuroblastoma RAS Viral Oncogene Homolog”), ubicados en el cromosoma 12,
codifican sendas proteinas implicadas en vias de sefializaciéon asociadas a receptores de membrana
para factores de crecimiento, mediante su interaccién con proteinas de membrana con actividad
GTPasa. En general, las mutaciones mas comunes en KRAS y NRAS ocurren en los exones 2,3y 4y 2y
3, respectivamente, en concreto en los codones 12 y 13 (exdn 2) para KRASy 12, 13 (exén 2) y 61 (exdn
3) para NRAS®>%4 Estudios realizados en ratones con formas oncogénicas de NRAS han permitido
generar modelos animales de CMML, AML y SM in vivo®®, habiéndose implicado algunas mutaciones
en NRAS en la transformacion maligna y el mantenimiento de estos tumores?®. Desde hace tiempo se
han descrito mutaciones germinales en ambos genes RAS que se asocian al sindrome de Noonan vy al
sindrome cardiofaciocutdneo?’2%8, En paralelo se han identificado un gran nimero de mutaciones
somaticas que se han asociado de forma preferente a tumores sélidos, de los que cabe sefialar el
adenocarcinoma pulmonar, el cancer de pdncreas y el cancer colorrectal entre otros tumores
prevalentes?°?7%; en algunos de estos tumores, las mutaciones en RAS se han asociado ademas a peor
prondstico (e.g. en pacientes con céncer colorrectal metastasico)?’t. Asimismo, en hemopatias
mieloides, las mutaciones de NRAS se han asociado al desarrollo de AML (7%-13%) secundaria a
distintas MPN, desconociéndose si estas mutaciones son o no las causantes de la progresion
leucémica®>. En pacientes con SM, se han descrito mutaciones en KRAS y/o NRAS en 3%-14% de los

casos120214215 - sydiendo tener segun algunos autores, un impacto prondstico adverso en esta

enfermedad®®.
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4.3. Estratificacidn prondstica de pacientes con SM

A pesar de que la clasificacion actual de las SM en formas NonAdvSM y AdvSM tiene un
importante impacto prondstico, la evolucién clinica de los pacientes incluidos en estos dos grupos es
muy heterogénea>?2. Por ello, con el desarrollo de nuevos tratamientos mas eficaces a la hora de
controlar la enfermedad, en los dltimos afios se ha acentuado la necesidad de disponer de sistemas de
estratificacion prondstica para un mejor manejo clinico y terapéutico de los pacientes con SM,
teniendo en cuenta su riesgo de progresion a formas mads avanzadas de la enfermedad o su esperanza

de vida.

De todo lo expuesto anteriormente en la introduccion de este trabajo doctoral se entiende
que durante las ultimas décadas se han identificado diferentes variables clinicas, biolégicas y
moleculares que se asocian con la evolucién y pronéstico de la SM. Sin embargo, a parte de la
clasificacion OMS de SM, careciamos de sistemas de clasificacion que mediante la combinacién de
dichos factores prondsticos permitiesen estratificar de forma mas precisa los pacientes con SM segun
el riesgo de progresar a formas mds avanzadas de la enfermedad o de fallecer por causas relacionadas
con la misma, facilitando asi un manejo clinico y terapéutico mas adecuado de cada paciente. Por ello,
en los Ultimos dos afios se han propuesto varios modelos de estratificacién prondstica, entre los que
se incluyen los sistemas MAPS (abreviado del inglés “Mutation-Adjusted Prognostic Score”) >°, MARS
(abreviado del inglés “Mutation-Adjusted Risk Score”)*®, CRS (abreviado del inglés “Clinical-Adjusted
Risk Score”)**® e IPSM (abreviado del inglés “International Prognostic Scoring System for
Mastocytosis”)**’, con sus dos variantes para formas no avanzadas (Non-AdvIPSM) y avanzadas

(AdvIPSM) de la enfermedad.

De estos sistemas de clasificacidon prondstica, el modelo MAPS desarrollado en la clinica Mayo
en EE. UU. fue el primero que vio la luz, estando basado en una cohorte de 150 pacientes en los que
se analizaron numerosas variables prondsticas, incluyendo la presencia de mutaciones en genes

diferentes de KIT en parte de los pacientes'®. Teniendo en cuenta aquellas variables que mostraron
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valor pronéstico independiente para OS, se le atribuyé a cada una un peso (puntuacién) en funcion de
su cociente de riesgo (abreviado HR, del inglés “hazard ratio”). Asi, en el sistema MAPS se
seleccionaron 5 variables (que se describen a continuacidn con su respectivo peso) para ser incluidas
en el modelo propuesto: i) subtipos diagndsticos OMS de AdvSM, 2 puntos; ii) edad al diagndstico 260
aflos, 1 punto; iii) trombocitopenia con <150 x10° plaquetas/L, 1 punto; iv) niveles elevados de SAP
>140 UlI/L, 1 punto; vy, v) presencia de mutaciones en los genes ASXL1, RUNX1 y/o NRAS, 1 punto. Una
vez sumada la puntuacién obtenida con este sistema para cada paciente, estos se agruparon segun su
riesgo en i) pacientes de bajo riesgo (<2 puntos), ii) de riesgo intermedio-1 (3 puntos), iii) intermedio-
2 (4 puntos), y iv) de alto riesgo (=5 puntos) con medianas de OS para los pacientes con NonAdvSM de
17, 7, 3 y 1 afio, respectivamente, y para las AdvSM de OS no alcanzada, y de 7, 3 y 1 afio,

respectivamente®®,

Casi de forma paralela con la clasificacién MAPS, la ECNM (European Competence Network on
Mastocytosis) propuso un algoritmo alternativo para la estratificacion de riesgo de todas las formas de
mastocitosis, incluyendo tanto la CM como la SM, denominado IPSM*’. A diferencia del algoritmo
MAPS, la propuesta de la clasificacién IPSM se fundamentd en la evaluacidn del impacto de variables
clinicas y biolégicas asociadas a mastocitosis, sin incluir las alteraciones genéticas, basandose en una
cohorte mucho mas amplia de pacientes (n=1794). Ademas, en el modelo IPSM se evaluaron por
separado los pacientes diagnosticados con formas NonAdvSM y los pacientes con AdvSM. Del andlisis
realizado en el primer grupo de pacientes (NonAdvSM) se identificaron como factores prondsticos
adversos una edad mas avanzada (260 afios) al diagndstico y la presencia de niveles elevados de SAP
(=100 UI/L), atribuyéndose a cada uno de estos dos parametros un peso similar (1 punto). A su vez, en
la AdvSM se identificaron como factores prondsticos adversos con capacidad predictiva independiente
la edad al diagnédstico =60 afios (1 punto), la presencia de anemia (<110g de hemoglobina/L) (1 punto)
y trombocitopenia (<100 x10° plaquetas/L) (1 punto), junto a leucocitosis >16 x10° leucocitos/L (1
punto) y niveles elevados de sBT (2125 ng/mL) (1 punto). En funcidn de la puntacién alcanzada para

cada paciente con ambos sistemas se establecieron hasta cuatro grupos de riesgo. Asi, entre los
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pacientes diagnosticados de NonAdvSM se agruparon en pacientes de bajo riesgo (0 puntos), riesgo
intermedio (1 punto) y alto riesgo (2 puntos) de progresion. Con ello los pacientes con NonAdvSM
clasificados en estos tres grupos de riesgo mostraban medianas de supervivencia libre de progresion
(abreviado PFS, del inglés “progression-free survival”), no alcanzada, no alcanzada y de 14 afios,
respectivamente. A su vez, los pacientes con AdvSM se agruparon en pacientes de bajo riesgo (0
puntos), riesgo intermedio-1 (1 punto), intermedio-2 (2-3 puntos) y alto riesgo (>4 puntos) con

157 Ambos modelos IPSM, se validaron

medianas de OS no alcanzada, y de 7, 3y 1 afio, respectivamente
en una cohorte externa de 462 pacientes con mastocitosis, confirmando su utilidad para la

estratificacion de riesgo tanto de NonAdvSM como AdvSM.

Finalmente, en simultaneo con el modelo IPSM, el grupo aleman de Mannheim desarrollo
otros dos sistemas de clasificaciéon prondstica denominados CRS y MARS, disefiados de forma
especifica para predecir la evolucidn de pacientes con AdvSM®®, En el disefio de la clasificacién MARS
se incluyeron tanto parametros clinicos y bioldgicos como datos moleculares, identificando el analisis
multivariante cuatro parametros prondsticos independientes asociados a una OS significativamente
reducida: i) edad al diagndstico 260 afios (1 punto), ii) presencia de anemia con cifras de hemoglobina
<100g/L (1 punto) y iii) trombocitopenia (<100 x10° plaquetas/L) (1 punto), junto a iv) la presencia de
una (1 punto) o mas (2 puntos) mutaciones en los genes SRSF2, ASXL1 y RUNX1 (genes S/A/R)**®. Con
el fin de establecer un sistema de estratificacidon prondstica de facil aplicaciéon en la rutina clinica,
Jawhar et a/**® realizaron un segundo anélisis de factores prondsticos en el que excluyeron del modelo
los marcadores genéticos. Esto resultd en un segundo modelo de clasificacion prondstica denominado
CRS, en el que se incluyeron como factores prondsticos adversos independientes, la edad al
diagndstico 260 afios (1,5 punto), la presencia de anemia (<100 g de hemoglobina/L) (1 punto), y
trombocitopenia (<100 x10° plaquetas/L) (1 punto), y los niveles elevados de SAP (=140 UI/L) (1
punto)®®®. Tanto con el sistema MARS, como con el modelo CRS, los pacientes con AdvSM se
clasificaron en tres grupos de riesgo segun el peso (puntuacidn) de cada una de las variables

prondsticas. Asi, segln el sistema MARS quedarian incluidas como AdvSM de bajo riesgo, aquellos
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pacientes cuya puntuacién no superaba 1 punto (0-1 puntos), como pacientes de riesgo intermedio los
gue mostraban una puntuacién de 2, y como alto riesgo aquellos que presentaban 23 puntos. A su vez,
segln el modelo CRS los pacientes con 0-1,5 puntos se clasificaron como pacientes de bajo riesgo, los
que sumaban 2-2,5 puntos serian de riesgo intermedio y los que alcanzaban 3-4,5 puntos se incluyeron

dentro del grupo de alto riesgo®® (Tabla 7).

Como consecuencia de todo lo anteriormente expuesto, en la actualidad disponemos de varios
sistemas de estratificacidon de riesgo para pacientes con SM. Sin embargo, en el disefio y validacién de
cada uno de ellos se han incluido grupos de factores prondsticos diferentes, que solo se solapan en
parte. Asi, mientras algunos sistemas de estratificacion incluyen de forma exclusiva parametros clinicos
y de laboratorio de facil acceso, disponibles en la practica totalidad de los centros, como los modelos
NonAdvSM-IPSM (edad al diagnéstico y SAP), AdvSM-IPSM (edad, recuentos de hemoglobina,
plaquetas y leucocitos y niveles de triptasa sérica) y CRS (edad, recuentos de hemoglobina y plaquetas
y SAP) (Tabla 7), otros combinan estos parametros con marcadores moleculares mas complejos cuyo
analisis y determinacion no esta disponible en la mayoria de los centros a los que acuden los pacientes
con SM (e.g. presencia de mutaciones adicionales a la mutacién D816V de KIT), como ocurre con el
modelo MAPS para AdvSM que junto al subtipo diagnéstico OMS de mastocitosis, la edad, el recuento
de plaquetas y los niveles de SAP incluyen la presencia de mutaciones adicionales a KIT, y el sistema
de estratificacion de riesgo MARS en el que se seleccionan como factores prondsticos la edad, las cifras
de hemoglobina y el recuento de plaquetas, junto a la presencia de 1 o 22 mutaciones en los genes
S/A/R (Tabla 7). Ademas, algunos de estos sistemas se disefiaron y validaron de forma especifica para
subgrupos concretos de pacientes con SM (e.g. NonAdvSM o AdvSM), adaptandose a obijetivos
distintos como predecir la PFS vs OS. Por otra parte, hasta la fecha no se han comparado de forma
directa (la utilidad y valor relativo de) cada uno de estos sistemas a la hora de estratificar el riesgo de
progresion y/o muerte en una serie amplia de pacientes con SM, con el fin de facilitar la eleccion del
modelo pronéstico mas adecuado para su aplicacién eficiente en (distintos grupos de) enfermos con

SM.
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-
Tabla 7. Variables con impacto prondstico en la supervivencia libre de progresion y/o la supervivencia global

de pacientes con formas no-avanzadas (NonAdvSM) y avanzadas (AdvSM) de mastocitosis incluidos en los
modelos de estratificacion de riesgo propuestos en los tltimos afios (2018-2019).

Modelos prondsticos

Parametros Criterios prondsticos MAPS IPSM MARS CRS
P NonAdv Adv AdvSM
(n=150)] (n=1794) (n=231)
OMS (AdvSM) 2
Edad 260 1 1 1 1 1,5
<100 g hemoglobina/L 1 1
Anemia
<110 g hemoglobina/L 1
<100x 10° plaquetas/L 1 i 1
Citopenias

<150x 10° plaquetas/L 1

Leucocitosis >16 x10° leucocitos/L 1
Triptasa 2125 ng/mL 1
Séricos
Fosfatasa =L E 1
>140 UI/L 1 1
- . - 1(1 taci
Genéticos Mutaciones adicionales 1 (1 mutaciones)

2 (=2 mutaciones)

Grupo de Riesgo

Bajo 2 0 0 0-1 0-1,5
intermedio-1 3 1 1 2 2-2,5
intermedio-2 4 - 2-3 - -

Alto >5 2 >4 >3 3-4,5

5. Tratamiento de la SM

Debido a su gran heterogeneidad clinica, la SM requiere de diferente tratamiento y estrategias
terapéuticas, en funcidn del subtipo de SM, del estado del paciente al diagndstico y de su riesgo
prondstico, lo cual apoya la relevancia de la posibilidad de disponer de sistemas fiables y robustos de
estratificacién de riesgo que ayuden a una mejor toma de decisiones terapéuticas y en general, a un
mejor manejo clinico de los pacientes con SM. Globalmente, la mayoria de los pacientes con formas
NonAdvSM no sufren un compromiso de su esperanza de vida, aunque con relativa frecuencia, su

calidad de vida se ve afectada de forma notable. Por ello, en estos pacientes se suele administrar
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tratamiento sintomatico basado fundamentalmente en el uso de farmacos que controlen (inhiban o
minimicen) los efectos provocados por la liberacién de mediadores mastocitarios. Por el contrario, en
las formas AdvSM en las que la esperanza de vida de los pacientes esta seriamente comprometida, el
abordaje terapéutico asienta sobre la administracién de farmacos citostaticos y/o citorreductores, que
persiguen controlar y reducir la masa tumoral para evitar y/o disminuir la infiltracion tisular y la
afectacién funcional de los tejidos y 6rganos afectados, reduciendo asi el riesgo de muerte y alargando

la OS de estos pacientes.

5.1. Tratamiento sintomatico

Los sintomas relacionados con la liberacion de mediadores mastocitarios pueden aparecer
incluso sin causa aparente en pacientes con NonAdvSM y AdvSM. Hasta la fecha, se han identificado
diferentes factores desencadenantes de la liberacion de mediadores mastocitarios como el calor,
cambios bruscos de temperatura, el roce sobre lesiones cutaneas, determinadas alergias, la ingesta de
farmacos y/o las picaduras de insectos, entre otros parametros. En estos casos deben adoptarse
medidas preventivas que eliminen los episodios relacionados con la liberacion de estos factores
mastocitarios’2’227>, Asimismo, ademas de tomar las medidas preventivas adecuadas, se recomienda
en pacientes sintomaticos, la administracion de farmacos capaces de contrarrestar los efectos de la
liberacion de mediadores por parte de los MC. Entre otros farmacos, en la actualidad se emplean
antagonistas de los receptores de la histamina (H1 yH2), los antagonistas de los receptores de

leucotrienos, los corticoesteroides y/o en casos con riesgo de reacciones anafilacticas, la adrenalina?’®

279 En paralelo se recomienda la administracién de manera rutinaria de estabilizadores de la
membrana del MC que evitan o disminuyen su capacidad de degranulacion, de las que merece destacar
el cromoglicato disddico”?%282, En aquellos pacientes que presentan sintomas graves de liberacién
de mediadores que no responden a los tratamientos convencionales anti-inmunoglobulina E, se
recomienda la administracién de anticuerpos monoclonales como Omalizumab, que han demostrado
gran eficacia en el control de los sintomas en estos casos?®* 287, Asimismo, la administracion de

fototerapia con radiacion UVA1 ha demostrado ser eficaz sobre todo en pacientes con DCM y
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sintomatologia grave que no responden al tratamiento convencional con antimediadores?®28,

Finalmente, en pacientes que presentan mastocitosis asociada a episodios de anafilaxia
desencadenados por venenos de insectos en ausencia de lesiones cutdneas, en general se recomienda
la administracién de inmunoterapia especifica de forma indefinida, ya que con esta estrategia cerca

del 80% de estos pacientes alcanzan proteccidn frente a nuevas picaduras?®°-2%,

5.2. Tratamiento citorreductor y/o citostatico

El tratamiento citorreductor y/o citostatico administrado a pacientes con SM tiene como
objetivo controlar (y a ser posible reducir) la masa tumoral y evitar el dafo funcional en distintos
6rganos y tejidos como el higado, bazo, hueso y la MO. Desde el punto de vista clinico, la
administracion de tratamiento citostatico y/o citorreductor se restringe de forma casi exclusiva a
pacientes diagnosticados de AdvSM y de SSM, y excepcionalmente a pacientes con ISM sintomaticos®.
Los farmacos empleados con este objetivo incluyen por orden cronoldgico el interferén-a (IFN-a), la
hidroxiurea y la cladribina (2-CdA), asociados todos ellos a la administracién simultdnea de
corticosteroides?®. Sin embargo, la eficacia de estos farmacos es muy relativa ya que apenas logran
prolongar la OS de los pacientes, asociando con frecuencia importantes efectos secundarios que
terminan por tener un impacto negativo sobre la calidad de vida de los individuos*?°*2%>, En la MCL,
asi como en los casos mas graves en los que los fadrmacos anteriores no son eficaces, puede plantearse
el uso de estrategias terapéuticas basadas en poliquimioterapia y/o incluso trasplante alogénico de

precursores hematopoyéticos?®.

5.3. Tratamiento dirigido a dianas moleculares

Debido a que el tratamiento con farmacos citorreductores y/o citostaticos convencionales no
consigue los efectos deseados a la hora de controlar la enfermedad, desde hace afios se ha investigado
la posible utilidad del empleo de farmacos alternativos dirigidos frente a dianas moleculares. Dentro
de estos farmacos, han adquirido especial relevancia en los Ultimos afios los inhibidores de receptores

con actividad tirosin kinasa, y por lo tanto de KIT°4%72% En este sentido, desde hace algln tiempo se
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ha investigado el posible beneficio del tratamiento con Imatinib, aunque hoy sabemos que este
farmaco solo resulta eficaz en pacientes con SM que presentan mutaciones de KIT en las regiones
yuxtramembrana o transmembrana de KIT o en aquellas en los que no se detectan mutaciones de
KIT?°3%° mientras que los pacientes con mutacién D816V de KIT u otras mutaciones en el mismo exén
17 de KIT son sistematicamente resistentes Imatinib>%°>°887.2%930 Dpe forma similar, el uso de otros
inhibidores de tirosinas-kinasas como Nilotinib3%!, Dasatinib?*®3°2, Masatinib3%3% o Ripretinib 3%ha
mostrado respuestas sintomaticas en ausencia de un efecto citorreductor significativo. Por el
contrario, la Midostaurina (PKC412), un farmaco capaz de inhibir un espectro relativamente amplio de
receptores con actividad tirosina-quinasa como FLT3, KIT, KDR, PKCy PDGFR, ha demostrado ser eficaz
en AdvSM3%3% con una alta tasa de respuesta al tratamiento (60%) aunque sin llegar a alcanzar
remisiones completas de la enfermedad>*%. Por todo ello, la Midostaurina junto con Imatinib
constituyen los dos Unicos farmacos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) (NDA:
212608) y/o la Agencia Europea del Medicamento (EMA) (EU/3/18/2074) para su uso en pacientes con
AdvSM?%8, M3s recientemente se han puesto en marcha dos ensayos clinicos (Id: NCT03580655 y
NCT02561988) en pacientes con AdvSM en los que se investigan los posibles beneficios de un inhibidor
altamente especifico de la mutacién D816V de KIT denominado Avapritinib. Los resultados
preliminares de ambos ensayos son muy prometedores, al observarse tasas relativamente elevadas de
remision completa, sobre todo en pacientes con ASM y MCL y en menor medida también, con SM-
AHN309’310.

Finalmente, cabe sefalar que en los Ultimos afios el desarrollo de paneles de anticuerpos
monoclonales y terapias basadas en células CAR-T frente a antigenos de membrana de las células
neopldsicas de otras hemopatias malignas, ha abierto también nuevas perspectivas terapéuticas para
los pacientes con AdvSM3!L, Dentro de este grupo de fadrmacos se incluyen anticuerpos monoclonales
frente a CD13, CD25, CD30, CD33, CD44, CD45 y CD5260312315 ‘marcadores presentes también en los
MC tumorales de pacientes con SM3!®, Sin embargo, estudios preliminares basados en el uso de

anticuerpos anti-CD30 (Brentuximab-Vedotin) para el tratamiento de AdvSM3'(Id: NCT01100502) han
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>318  Esto contrasta con los efectos beneficiosos referidos en la

mostrado datos desalentadores
literatura para casos aislados de pacientes tratados fuera de ensayos clinicos con anticuerpos anti-

CD25 (Daclizumab)?'® y anti-CD33 (Mylotarg)3%.
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La SM incluye un grupo heterogéneo de enfermedades clonales adquiridas que afectan a la
HSC y que se caracterizan por la acumulacidn de MC patoldgicos en multiples drganos y tejidos, entre
los que se incluyen la piel, la MO, el higado y la mucosa del tracto gastrointestinal®!2. Desde el punto
de vista clinico y prondstico la SM muestra un comportamiento variable, tanto en lo que hace
referencia a la forma de presentacion y los sintomas al diagndstico, como en lo que se refiere a la masa
tumoral y la evolucién de la enfermedad'*?. Asi, en la clasificacion actual de la OMS de 2016° se
identifican cinco variantes de SM que incluyen desde formas indolentes a formas avanzadas de la
enfermedad, con una esperanza de vida muy variable>”*>°, Aunque al diagndstico las diferencias entre
las formas indolentes y las AdvSM son claras®, en la actualidad sabemos que la SM constituye una
enfermedad dinamica en la que junto a pacientes con ISM en los que la enfermedad permanece estable
durante décadas, existen otros pacientes en los que la ISM progresa a formas mas avanzadas de la

enfermedad®®**’

, sin que por el momento se conozcan los mecanismos implicados en la
transformaciéon maligna.

La mutacidn D816V del protooncogén KIT constituye la alteracidn genética caracteristica de los
pacientes diagnosticados de SM, estando presente en alrededor del 90% de los casos’®. Aunque se
trata de una mutacién con potencial oncogénico, el hecho de que esté presente indistintamente en
formas NonAdvSM y AdvSM, sugiere que por si sola esta mutacién no podria explicar la existencia de
formas indolentes estables de la enfermedad, ni la progresién y transformacién maligna observada en
una pequefia parte de los casos. Por el contrario, desde hace mdas de una década se conoce que la
afectacién multilineal de la hematopoyesis por la mutacion D816V de KIT constituye, junto con los
niveles séricos de f2-microglobulina, uno de los factores prondsticos independientes mas relevantes
a la hora de predecir la progresién de ISM a formas més avanzadas de la enfermedad?. Sin embargo,
estudios recientes en modelos murinos han demostrado que la mutaciéon D816V de KIT, aunque es
capaz de reproducir la sintomatologia clinica tipica de las formas NonAdvSM, por si sola no reproduce

las formas AdvSM?!3321 Estos hallazgos sugieren la necesidad de que ocurran alteraciones adicionales

a la mutacion de KIT, para que dicha transformacién maligna tenga lugar, incluyendo alteraciones
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genéticas y/o epigenéticas adicionales que afecten a las células tumorales y/o a otras células

424391 en |os que se haya

hematopoyéticas. En este sentido, en la actualidad existen aun pocos estudios
investigado la presencia de alteraciones genéticas adicionales a la mutacién de KIT en pacientes con
SM, empleando técnicas que proporcionen un barrido amplio del genoma o de todo el exoma, y la
posible asociacion entre esas mutaciones y las formas AdvSM y/o la progresion desde una ISM a
AdvSM. Esto podria ser debido, al menos en parte, a que la mayoria de los estudios genéticos
realizados hasta la fecha se han centrado de forma casi exclusiva en pacientes con AdvSM empleando
paneles relativamente reducidos de genes, previamente identificados como alterados en otras
neoplasias mieloides, sin llegar en cualquier caso, a poder determinar si las mutaciones encontradas
correspondian a la AHN mieloide asociada a la SM, al compartimento tumoral de la propia SM o a
ambas*?**°1, Aun asi, en estos estudios se ha demostrado la existencia de una elevada prevalencia de
mutaciones recurrentes en pacientes con AdvSM**°, con un perfil mutacional que se solapa con el
descrito previamente en otras hemopatias mieloides??*>%34322, Ademds, algunas de estas mutaciones,
como las mutaciones que afectan a los genes S/A/R y NRAS, asi como el nimero de mutaciones
somaticas adicionales a la mutacién de KIT, se han asociado con el prondstico de las AdvSM,
constituyendo un factor prondstico independiente a la hora de predecir la OS de estos pacientes®¢2!4,

Precisamente, la demostracion del impacto prondstico de las alteraciones genéticas
identificadas en pacientes con SM, a parte de la mutacién de KIT, ha promovido el disefio y validacién
de nuevos modelos de estratificacion prondstica para pacientes con SM***17.15 Como consecuencia
de todo ello, en los Ultimos dos afios (2018 y 2019) se han propuesto hasta 5 modelos diferentes de
estratificacién prondstica para pacientes con SM en general®®®, o especificos para formas NonAdvSM**’
y AdvSM de la enfermedad®®®!*’, No obstante, estos avances han supuesto un cierto grado de
confusion a la hora de decidir cudl es el mejor modelo predictivo para su aplicacién en la practica

asistencial. Esto es debido a que, por un lado, hasta la fecha no existe ningln estudio en el que se

comparen de forma directa estos cinco modelos prondsticos, y, por otra parte, a que en el disefio de
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éstos modelos prondsticos se han empleado diferentes combinaciones de parametros clinicos y de

laboratorio, asociados®®” o no con las alteraciones genéticas del tumor>%1°°,

Ante estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis doctoral nos hemos planteado como
objetivo general determinar el tipo, frecuencia e impacto prondstico de las mutaciones presentes en
pacientes con SM y que afectan a genes diferentes de KIT, y disefiar nuevos sistemas de estratificacién
prondstica para predecir tanto la progresién como la supervivencia de pacientes con NonAdvSM vy

AdvSM. Para ello, nos hemos propuesto tres objetivos concretos:

1.- Determinar el tipo, frecuencia e impacto prondstico de las alteraciones moleculares
(somaticas y germinales) que involucran a genes diferentes de KIT en pacientes con formas indolentes
y avanzadas de SM y establecer los correspondientes mapas de evolucidn clonal para las mutaciones

somaticas encontradas, incluyendo el patrén de afectacion de las distintas lineas hematopoyéticas.

2.- Establecer la frecuencia e impacto prondstico de las mutaciones somaticas que
afectan a genes diferentes de KIT presentes en pacientes con ISM y SSM, y determinar su utilidad
prondstica respecto a otros pardmetros clinicos y de laboratorio, para terminar definiendo asi un

sistema de estratificacion de riesgo de progresion para formas NonAdvSM.

3.- Elaborar un nuevo modelo de estratificacién prondstica de pacientes con SM que
evalue el riesgo de progresion y muerte, basado en el analisis simultdneo de las variables identificadas
previamente como factores prondsticos independientes en otras series de pacientes con SM, y validar
la utilidad del nuevo modelo respecto a los sistemas de clasificacidn prondstica propuestos

previamente.
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En este apartado del trabajo doctoral se describen de forma especifica los pacientes
estudiados, asi como los materiales y métodos usados, y los resultados obtenidos para cada uno de los
objetivos planteados, mediante la inclusién de forma integra de los articulos originales publicados
como consecuencia directa del trabajo realizado. Cada uno de los articulos originales incluidos en este
apartado esta precedido de un breve resumen en castellano, con el fin de facilitar una revisién rapida

de su contenido.

Articulo 1: “Impacto prondstico de las mutaciones somaticas y germinales
presentes en mastocitosis sistémica”

Introduccidn. La SM constituye una neoplasia hematoldgica con comportamiento clinico heterogéneo
que incluye tanto formas indolentes como agresivas de la enfermedad, caracterizadas por presentar
en comun la mutacidon somatica D816V de KIT. Aunque esta mutacién por si sola es incapaz de explicar
la transformacion maligna de la enfermedad, diversos estudios han constatado que su presencia en un
numero significativo de precursores hematopoyéticos tempranos, asociada a la afectacion de varias
lineas de células hematopoyéticas (afectacién multilineal), constituye un hallazgo tipico de las formas
AdvSM, a la vez que esta presente en un tercio de las ISM entre las que aumenta de manera
significativa la probabilidad de transformacién maligna. Estos hallazgos sugieren que la existencia de
un mayor compromiso de la hematopoyesis con mutacidon multilineal de KIT podria favorecer la posible
adquisicion de otras alteraciones genéticas, ademas de la mutacion de KIT, que pudieran contribuir a

explicar dicha transformacion.

Objetivo. Establecer el tipo, frecuencia e impacto prondstico de las alteraciones genéticas de tipo
somatico y germinal presentes en MO de pacientes con distintos subtipos de SM y determinar las
posibles vias de evolucidon clonal presentes en cada paciente y su impacto prondstico, en funcién del

grado de afectacidn de las distintas lineas hematopoyéticas de MO.

Pacientes, materiales y métodos. En una primera fase se estudiaron 20 pacientes con SM (12

NonAdvSM y 8 AdvSM) y afectacion multilineal por la mutaciéon D816V de KIT, en los que se obtuvieron
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poblaciones celulares (MC, neutréfilos y linfocitos T) purificadas (pureza >98%) de MO. A partir de
estas células (y de muestras de pelo de los mismos pacientes) se extrajo ADN gendmico que se utilizd
para secuenciar un panel de 410 genes asociados a cancer. En paralelo, en las muestras de ADN de MC,
neutrdfilos, linfocitos T y pelo de 4 pacientes, se procedié a secuenciar el genoma completo. En una
segunda fase de validacién, se secuencié el ADN de muestras de MO de otros 14 pacientes con AdvSM
centrandonos de forma especifica en el estudio genético realizado en estos 14 pacientes en aquellos

genes en los que se habian encontrado mutaciones en alguno de los 20 pacientes de la serie inicial.

Resultados. Tras realizar la secuenciacidn de todo el genoma en 4 pacientes, a parte de la mutacidn
D816V de KIT, no se encontrd ninguna otra mutacion en comun entre ellos. No obstante, la
secuenciacion de un panel de 410 genes asociados a cancer permitié identificar un total de 67
mutaciones no-sindnimas que afectaban a 39 genes distintos. La mitad de estas mutaciones
correspondian a mutaciones somaticas con afectacidon (multilineal), mientras que la otra mitad fueron
catalogadas como variantes germinales. Desde el punto de vista prondstico, la presencia de 21
mutacion somatica multilineal diferente de KIT D816V, y la coexistencia de 23 variantes germinales,
asi como la presencia de forma especifica de 21 mutacién multilineal en los genes SRSF2, ASXL1, RUNX1
y/o EZH2 (S/A/R/E), junto con la presencia de lesiones cutdneas, esplenomegalia, trombocitopenia,
cifras bajas de hemoglobina y niveles séricos elevados de fosfatasa alcalina y f2-microglobulina,
mostraron una asociacioén significativa con enfermedad avanzada y peor prondstico, reflejada en tasas

de supervivencia (PFS y OS) significativamente acortadas.

Conclusiones. A pesar de no haber detectado ninguna alteracidn genética concreta que (a parte de la
mutacion multilineal de KIT) pudiese explicar por si sola, el comportamiento mds adverso de pacientes
con SM, nuestros datos parecen confirmar que la progresién de la enfermedad requiere de un entorno
genético alterado, con la presencia de una gran variedad de mutaciones adicionales a la mutacién
D816V de KIT, tanto en los MC tumorales, como en otras células y lineas celulares hematopoyéticas de

MO, asociandose la coexistencia de varias mutaciones germinales y/o somaticas, (y en especial la
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presencia de =1 mutacion multilineal en los genes S/A/R/E), con un peor prondstico tanto en términos

de PFS como de OS.
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m Systemic mastocytosis (SM) is a highly heterogeneous disease with indolent and aggressive
forms, with the mechanisms leading to malignant transformation still remaining to be
* About half of the muta- elucidated. Here, we investigated the presence and frequency of genetic variants in 34 SM
tions other than KIT
D816V identified in SM
patients were germline
in nature.

patients with multilineal KIT D816V mutations. Initial screening was performed by targeted
sequencing of 410 genes in DNA extracted from purified bone marrow cells and hair

from 12 patients with nonadvanced SM and 8 patients with advanced SM, followed by
whole-genome sequencing (WGS) in 4 cases. Somatic mutations were further investigated in

* Somatic EZH2 gene another 14 patients with advanced SM. Despite the fact that no common mutation other
mutations provide

prognostic information
in addition to that of
the well-established
S/A/R gene panel.

than KIT D816V was found in WGS analyses, targeted next-generation sequencing identified
67 nonsynonymous genetic variants involving 39 genes. Half of the mutations were somatic
(mostly multilineal), whereas the other half were germline variants. The presence of =1
multilineal somatic mutation involving genes other than KIT D816V, =3 germline
variants, and =1 multilineal mutation in the SRSF2, ASXL1, RUNX1, and/or EZH2 genes
(S/A/R/E genes), in addition to skin lesions, splenomegaly, thrombocytopenia, low
hemoglobin levels, and increased alkaline phosphatase and g2-microglobulin serum levels,
were associated with a poorer patient outcome. However, the presence of =1 multilineal
mutation, particularly involving S/A/R/E genes, was the only independent predictor for
progression-free survival and overall survival in our cohort.

Introduction

Systemic mastocytosis (SM) comprises a heterogeneous group of hematological disorders that is
characterized by the accumulation of abnormal mast cells (MCs) in multiple tissues that usually include
the skin and bone marrow (BM)." According to the World Health Organization (WHO) criteria,>® most
SM patients (>90%) have indolent SM (ISM) and a normal life expectancy*®; however, a fraction of the
patients might present with (or progress to) advanced forms of the disease, such as aggressive SM
(ASM), SM associated with another hematological neoplasm (SM-AHN), and, less frequently, MC
leukemia (MCL).®®7 The mechanisms leading to malignant transformation of SM remain to be fully
elucidated.

Submitted 7 May 2018; accepted 1 October 2018. DOI 10.1182/ The full-text version of this article contains a data supplement.
bloodadvances.2018020628. © 2018 by The American Society of Hematology
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The KIT D816V somatic mutation is present in the majority of adult
SM patients,®® particularly among ISM and ASM cases.'® Thus,
although this KIT mutation might represent the genetic driver of SM,
on its own it cannot explain malignant transformation of the disease.
However, multilineal involvement of BM hematopoiesis by the
KIT D816V mutation, found in approximately one third of ISM cases
and the great majority of advanced forms of SM,%'®'" particularly
when this mutation is already present in an early pluripotent
precursor cell also involving mesenchymal stem cells (MSCs),
significantly enhances the probability of progression from ISM to
advanced forms of SM.'? Altogether, these findings suggest
that acquisition of additional genetic alterations along with the
KIT mutation and/or the existence of a specific genetic background
might be required for progression of ISM to more severe forms of
the disease.'®"® Hence, recent studies based on relatively limited
gene panels have shown that advanced forms of SM, including 177
of 284 SM-AHN cases, 28 of 284 ASM cases, and 8 of 284 MCL
cases,'®'%"'8 often carry mutations in genes previously reported
to be altered in other myeloid neoplasms,'®2" in addition to the
KIT mutation. However, relatively limited information exists about the
frequency of mutations in those genes in diagnostic subtypes of
SM other than SM-AHN (eg, ISM and smoldering SM [SSM] in
addition to ASM and MCL). Also, these mutations have been found
in the other hematological neoplasm component of the disease but
not in the MC compartment.?>2® In addition, it remains unknown
whether the occurrence of such mutations in an early hematopoietic
precursor would also confer a worse prognosis to SM patients, as
demonstrated by Jawhar et al for SM-AHN cases'” and previously
reported for KIT D816V."?

Here, we first investigated the presence and frequency of genetic
variants, for a total of 410 genes, on purified BM MCs, maturing
neutrophils, and T cells (plus hair in cases with multilineal gene
involvement) from 20 SM patients presenting with a multilineal
KIT D816V mutation, followed by whole genome sequencing
(WGS) in 4 cases. In a second step, the somatic mutations
identified were investigated in whole BM samples from another 14
advanced SM patients. To define the clonal hierarchy of the genetic
variants identified, patients’ genomic (g)DNA obtained from
different (purified) BM cell populations and hair was sequenced
in parallel. Then the number and type of nonsynonymous (coding)
genetic variants identified were compared among the distinct
diagnostic subtypes of SM and related to patient outcome. Our
results show, for the first time, a high frequency of germline
mutations in advanced SM, in addition to the previously described
somatic mutations, most of which were also found to involve
multiple hematopoietic cell lineages. Somatic EZH2 gene mutations
provide prognostic information, in addition to that of the well-
established SRSF2, ASXL1, and/or RUNX1 (S/A/R) gene panel,
in our series of SM patients.

Materials and methods
Patients

Overall, 34 patients (15 females and 19 males), 12 with non-
advanced SM but high-risk features (ie, ISM with multilineal
involvement by the KIT D816V mutation and high serum baseline
tryptase levels) and 22 with advanced forms of SM (ie, 4 SSM,
11 ASM, and 7 SM-AHN), diagnosed at the reference center
(Virgen del Valle Hospital) of the Spanish Network on Mastocytosis
(REMA) were studied (median age at diagnosis, 52 years; range,

€ blood advances
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0-76 years) based on (1) the presence of multilineal KIT D816V
mutation, including involvement of MSCs in every ISM case tested,
(2) high (>100 pg/L) tryptase serum levels, and (3) follow-up time
from diagnosis = 1 year (median, 6.5 years; range, 1-48). In an initial
series (test series) of 20 patients (12 nonadvanced and 8 advanced
SM cases; patients 1-20 in Table 1) sufficient (=5 X 10%) highly
purified BM MCs, maturing neutrophils, and T cells were also
required to perform further molecular analyses. In all 20 patients,
hair was collected in parallel with the purified BM cell populations.
In the additional 14 advanced SM cases (cases 21-34 in Table 1),
availability of a whole BM sample was required to enter the study.
Diagnosis and classification of SM were reviewed based on
2016 WHO criteria.? All patients showed BM MC aggregates in
histology with CD25™ KIT D816V mutated and cytologically altered
BM MCs; in addition, median serum baseline tryptase levels at
diagnosis in nonadvanced and advanced SM cases were 268.5 .g/L
(range, 115-1298) and 224 pg/L (range, 112-1469), respectively. To
detect SM-AHN, conventional WHO cytomorphology and immuno-
phenotypic criteria,? based on the EuroFlow ALOT and acute myeloid
leukemia (AML)/myelodysplastic syndrome (MDS) antibody panels,?*
were used, respectively; at diagnosis, no patient showed BM
infiltration by blast cells or other cells (in the absence of pathological
MCs) compatible with a non-MC myeloid malignancy. Information
about patient treatment is available in supplemental Table 7. Prior to
entering the study, each individual gave his/her written informed
consent to participate according to the Declaration of Helsinki, and
the study was approved by the local institutional Ethics Committees.
During the study period, 20 of 34 patients showed disease
progression or died from SM-related causes, whereas the remaining
14 cases had stable disease (Table 1), after a median follow-up from
initial diagnosis of 6.5 years. Briefly, 9 ISM cases progressed to SSM
(n = 8) or ASM (n = 6), 8 ASM patients showed progression to
ASM-AHN (n = 6) or died from SM-related causes (n = 2), and 3
SM-AHN patients died from SM-related causes. None of the patients
showed progression to MCL, and none of the 34 SM patients had a
history of familial mastocytosis.

Purification of BM cell populations

Identification and isolation of antibody-stained (supplemental Table 1)
BM MCs, maturing neutrophils, T cells, and MSC populations were
performed in the initial cohort of 20 patients, as described in
supplemental Methods, using well-established stain-and-then-lyse-
and-wash procedures'® and a 4-way fluorescence-activated cell
sorter (FACSAria lll) equipped with FACSDiva software (both from
BD, San Jose, CA), as described elsewhere.'®?® The purity of the
FACS-sorted cells was systematically >989%, in the absence of cross-
contamination by MCs (<0.001%) or any other KIT D816V* BM cell
population.

Analysis of the KIT D816V mutation

Positivity for the KIT D816V mutation was assessed in gDNA of
FACS-purified BM MCs, maturing neutrophils, T cells, and MSCs
using a quantitative real-time allele-specific oligonucleotide PCR
method, as described.?%2”

Targeted gDNA sequencing

Overall, 40 ng of gDNA from purified BM MCs and maturing
neutrophils was used for targeted sequencing of all exons of 409
genes in a first cohort of 20 cases (patients 1-20 in Table 1). For this
purpose, the AmpliSeq Comprehensive Cancer Panel was analyzed
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Follow-up (at disease progression
or last visit)

Diagnosis

Table 1. (continued)
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on an lon Proton platform (both from Life Technologies, Carlsbad,
CA), according to the manufacturer’s instructions. Only those
nonsynonymous coding genetic variants identified based on the
GRCh37 reference genome?® with =100X allele coverage were
selected.

Subsequently, the following additional filters were applied to
discriminate between acquired genetic variants (ie, somatic
mutations) and germline mutations vs genetic variants present in
the Spanish population (ie, single nucleotide polymorphisms). First,
the above results were compared with the 5000 exomes,° the IBS
1000 Genome Project,®® and the EXAC®' population databases.
Then, only those genetic variants that had not been previously
reported in Spanish and/or in European (non-Finnish) populations
and/or those with a minor allele frequency <0.001 were considered
in this study. Subsequently, the exome of 36 control gDNA samples
representative of the Spanish healthy population (Spanish National
DNA Bank Carlos lll, University of Salamanca, Salamanca, Spain;
http://www.bancoadn.org), pooled into 3 groups of 12 individuals
per group, was sequenced to discriminate between the actual
genetic variants found in SM patients and technical sequencing
artifacts. Then, potentially deleterious mutations, as defined by the
SIFT®2 and PolyPhen?? algorithms, were selected and confirmed by
Sanger sequencing on gDNA extracted from purified BM MCs,
neutrophils, and T lymphocytes. Finally, the somatic vs germline
nature of the genetic variants was evaluated by Sanger sequencing
of gDNA obtained from paired patient’s hair. Germline mutations
were defined as those gene variants detected in gDNA from hair
with an allele frequency ~50%. In 1 patient (case 9 in Table 1), the
germline nature (vs early acquisition of the mutation during
embryonic development) could be tested (and confirmed) in
gDNA from his mother's hair. Additionally, the SRSF2-p.P953*
mutational hotspot was investigated through Sanger sequencing
of BM-derived gDNA from all 20 patients.

The new mutations identified were classified according to their
pattern of distribution in different cell compartments, as follows: (1)
hematopoietic (acquired) somatic mutations either restricted to
MCs or (2) shared by MCs and other myeloid and/or lymphoid cells
(ie, multilineal mutations) and (3) inherited rare germline variants or
mutations acquired early during embryonic development, when the
genetic variant was also present in gDNA from hair (supplemental
Table 2).

Based on the somatic mutations found, a customized library for
target sequencing of 15 genes (ie, ASXL1, CDH11, DNMT3A,
EPHA7, EZH2, ICK, IKZF1, ITGA10, KAT6B, PIK3CD, ROST,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, and TET2) was designed and analyzed in
an additional cohort of 14 advanced SM patients (4 SSM, 3 ASM
and 7 SM-AHN; patients 21-34 in Table 1). A total of 200 ng of BM
gDNA per patient was used to prepare DNA libraries with a TruSeq
Custom Amplicon Low Input kit (lllumina, San Diego, CA) and
sequenced at 2 X 150-bp read length on an lllumina HiSeq 2500
genome sequencer, following the manufacturer’s instructions.

WGS

gDNA from purified BM MCs and T lymphocytes from patients 9, 10,
13, and 14 was used to generate a single short-insert library. Libraries
were sequenced on an lllumina HiSeq 2500 instrument to generate
paired-end 2 X 100-bp reads at a minimum of 110 G of data per
sample (average coverage of 48.4 total reads; range, 41.9-63.9). The
raw reads from both cell population libraries were processed and
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Table 2. Number and type of genetic variants identified in purified
BM MCs from SM patients by WGS (n = 4)

Total variants

Patient ID SNVs Indels (SNVs + indels) Mutations per Mb
9 15 7 22 0.008

10 486 15 501 0.18

13 534 21 555 0.19

14 267 9 276 0.10
Average 326 13 339 0.12

Indels, insertions and deletions; SNV, single nucleotide variant.

aligned to the GRCh37/hg19 reference sequence® according to
GATK best practices.®® Bulk read statistics were calculated using
samtools®® (version 1.3.1, stats subcommand). Exon coverage was
calculated using bedtools®” (version 2.26.0, coverage subcommand)
with exon ranges from UCSC Known Genes®® downloaded with the
UCSC Table Browser.®® Only those genetic variants with =20
allele coverage were considered. Sequencing metrics for each
specimen are provided in supplemental Table 3.

Statistical analyses

The Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used to
assess the statistical significance (set at P < .05) of differences
observed among groups. Overall survival (OS; calculated from the
time of diagnosis to death or the last follow-up visit) and progression-
free survival (PFS; calculated from the time of diagnosis to disease
progression/death or the last follow-up visit in case of stable disease)
curves were plotted according to the Kaplan-Meier method and
compared using the Breslow (ie, generalized Wilcoxon) test, as
suggested by Bouliotis and Billingham*® for data with a nonpropor-
tional hazard pattern. Receiver operating characteristic curve analysis
was used to identify the most sensitive cutoff for the number of
genetic variants that discriminated between patients with distinct OS
and PFS. For multivariate analyses, the covariate adjustment model*'
was applied to those variables found to be statistically different in
the univariate analysis, and the Cox proportional hazard regression
model was then used. SPSS software (SPSS version 20.0; IBM
Corporation, Armonk, NY) was used for all statistical analyses.

Results

Nonsynonymous coding genetic variants identified in
SM patients

In addition to KIT D816V, targeted next-generation sequencing (NGS)
analyses of purified BM cell populations obtained from the first cohort
of 20 SM patients showed 37 583 genetic variants (median: 1347 per
case; range: 662-2431) that resulted in 52 nonsynonymous coding
genetic variants involving 39 genes, after excluding population allele
filters and technical artifacts (supplemental Table 2). Only 10 of 39
genes (ASXL1, DCC, DNMT3A, EZH2, IKZF1, LRP1B, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, and TET2) were recurrently mutated (ie, present in
=2 patients) (supplemental Table 2). Interestingly, 46% (24/52) of the
nonsynonymous coding genetic variants found are reported here for
the first time (supplemental Table 2).

Fifteen of the 39 mutated genes harbored half of the genetic
variants detected (26/52), which were confirmed to be somatic
mutations present in hematopoietic cells but absent in hair gDNA; in

2818 MUNOZ-GONZALEZ et al

contrast, the remaining 24 mutated genes carried germline genetic
variants (or early acquired mutations), because they were present at
~50% allele burden in all hematopoietic cells tested and in the
patients’ hair (supplemental Table 2). Of note, the germline nature
of the /IGF2R mutation in patient 9 was confirmed in gDNA
extracted from his mother's hair. Also, most somatic mutations
(20/26, 77%) corresponded to multilineal mutations that involved
myeloid (17/26, 65%) or myeloid plus lymphoid (3/26, 12%)
hematopoietic BM cells, in addition to MCs, and only a few
mutations (6/26, 23%) were restricted to the MC compartment in
BM (supplemental Table 2).

Subsequent WGS analysis of BM MCs and T cells from 4 ASM
cases showed a genome-wide mutation frequency of between
0.008 and 0.19 mutations per megabase (Mb; average of 0.12
mutations per Mb) (Table 2). After applying filters to discriminate
for MC-specific genetic variants (supplemental Methods), only 10
nonsynonymous coding or canonical splice site MC-specific variants
(range: 0-4 per case) were found (supplemental Table 5). Only 1 of
10 MC-specific genetic variants identified in the PIK3CD gene by
WGS analysis was also screened by targeted NGS. Interestingly,
similar allele burdens were found, despite the distinct sequencing
methods used (ie, 33% for WGS and 37% for targeted NGS).

Ten of the 14 advanced SM patients included in the second patient
cohort (71%) harbored a total of 15 mutations, other than KIT
D816V, involving 9 genes, of which 2 (RUNX7, SRSF2) were
recurrently mutated. Interestingly, 5 of these 15 mutations (33%)
were reported here for the first time (supplemental Table 3).

Clonal hierarchy of somatic mutations involving
hematopoietic cells

All 20 patients screened for mutations within purified BM cell
populations showed multilineal involvement of BM hematopoietic
cells by KITD816V, and KIT D816V-mutated MSCs were detected
in 11 of 13 cases tested, including 9 of 9 ISM cases (patients 2, 3,
5,6,7,9, 10, 11, and 12) and 2 of 4 ASM cases (patients 13 and
14). Also, targeted NGS analyses showed that 11 of 20 patients
carried additional mutations.

Detailed analysis of the mutated allele burden within the MC
population and the different hematopoietic cell lineages involved
(supplemental Table 2) revealed heterogeneous patterns of distribu-
tion of somatic mutations in hematopoietic cells. Briefly, KIT D816V
apparently emerged as the first somatic mutation acquired by
hematopoietic cells in 4 of 11 cases: patients 5 (ISM), 14 (ASM),
17 (ASM), and 18 (ASM) (supplemental Figure 1A). In 1 ISM
patient (patient 7) who had KIT and RUNX7 mutations, the KIT
mutation was associated with a greater degree of involvement of
hematopoiesis (including KIT D816V-mutated MSCs), pointing out
its potential emergence at an earlier stage than the RUNX7
mutation; however, lower percentages of mutated MCs for KIT vs
RUNX1 (24% vs 50% allele burden, respectively) were observed,
which may indicate that the 2 mutations might had been acquired in
different clones/subclones, in the absence of chromosomal/genetic
gains and/or losses (supplemental Figure 1B). Likewise, a pattern
consistent with the coexistence of 2 different clones/subclones was
found in 2 other ASM cases (patients 19 and 20) that progressed to
ASM-AHN (supplemental Figure 1B). Of note, in patient 19, AML
blasts identified at progression tested positive for the EZH2
mutation but lacked KIT D816V. In turn, in another ASM case
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(patient 16) that progressed to ASM-AHN, KIT D816V was a
secondary event to the TET2 mutation (supplemental Figure 1C).
Finally, in 2 ISM cases (patients 11 and 12) and 1 ASM case
(patient 15), the precise clonal hierarchy could not be defined with
the available data.

Mutational profiles in ISM vs ASM

A higher median number of nonsynonymous coding genetic variants
per patient was detected in ASM (median, 3 mutations per case;
range, 1-11 mutations per case) compared with ISM (median, 1
mutation per case; range, 0-4 mutations per case; P = .02)
(Table 3). Likewise, similar differences were also found when we
restricted the analysis to the number of somatic mutations that
involved multiple BM hematopoietic cell lineages (Table 3): 3 of 12
ISM cases (25%) vs 7 of 8 ASM cases (88%) (P = .008). In
contrast, similar numbers of somatic mutations restricted to the MC
compartment in the BM and of germline mutations/variants were
observed in ISM vs ASM patients (Table 3).

Impact of the mutational profile on the outcome
of SM

Receiver operating characteristic curve analysis showed that the
presence of =3 genetic variants in genes other than KIT was
the most sensitive cutoff for discriminating between patients
with distinct OS and PFS. Thus, SM patients who carried =3
nonsynonymous coding genetic variants other than KIT D816V
showed a significantly shortened PFS (median: 3 vs 30 years) and
OS (median: 6 years vs not reached) compared with patients with
<8 mutations (P = .002 and P < .001, respectively) (Figure 1A).
Similarly, the presence of =3 germline variants was also associated
with a shorter PFS (median, 3 vs 14 years) and OS (median, 4 years
vs not reached) compared with cases with <3 germline variants
(P = .016 and P = .004, respectively) (Figure 1B), whereas the
presence of =1 somatic mutation (other than KIT D816V) involving
multiple hematopoietic cell lineages showed an adverse impact on
PFS (median, 3 vs 30 years) and OS (median: 6 years vs not
reached) compared with the absence of somatic mutations other
than KITD816V (P = .009 and P = .001, respectively) (Figure 1C).
In contrast, the presence of somatic mutations (other than KIT
D816V) restricted to the MC compartment showed no prognostic
impact on PFS or on OS of SM patients (Figure 1D).

Interestingly, when we restricted the analysis to those mutations
involving the SRSF2, ASXL1 and/or RUNX1 (S/A/R) gene panel®'”?
among all 34 SM patients, a significant impact on PFS and OS
(P < .001 and P = .002, respectively) was also observed (Table 4;
Figure 2A). Interestingly, the status of the EZH2 gene (ie, the most
frequently mutated gene among our patients) in S/A/R-negative
patients further identified, among S/A/R-nonmutated cases, 2 patient
groups with distinct outcomes (Figure 2B). Hence, =1 mutation in
the new SRSF2, ASXL1, RUNX1, and/or EZH2 (S/A/R/E) gene
panel showed an increased significant impact on PFS (P < .001) and
OS (P <.001) vs S/A/R genes alone (Table 4; Figure 2C). Moreover,
increased alkaline phosphatase serum levels (P = .01), thrombocy-
topenia (P = .083), and splenomegaly (P = .04) showed an impact
on patients’ PFS (Table 4). In turn, the presence of skin lesions
(P =.02), thrombocytopenia (P = .04), decreased hemoglobin levels
(P = .001), and increased alkaline phosphatase (P = .01) and B2-
microglobulin serum levels (P = .04) at diagnosis were all significantly
associated with a shorter OS in the univariate analysis (Table 4).
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Multivariate analysis of prognostic factors, for the 20 SM patients in
whom the somatic vs germline nature of the mutations identified was
assessed, including those variables that had a significant impact on
patient outcome in the univariate analysis (alkaline phosphatase
serum levels and the number of multilineal, somatic, and total
[somatic plus germline] mutations, for PFS, and the former variables
plus platelet counts and the number of germline genetic variants, for
0OS), showed that the presence of =1 somatic mutation (other than
KIT D816V) with multilineal hematopoietic involvement was the only
independent predictor for PFS (P = .003; hazard ratio [HRI, 2.8;
95% confidence interval [Cl], 1.4-5.5) and OS (P = .002; HR, 9.3;
95% Cl, 2.2-39.2). In turn, multivariate analysis of prognostic factors
based on those variables with a significant impact in the univariate
analysis that were available in all 34 SM patients studied (ie, alkaline
phosphatase serum levels, platelet count, splenomegaly, and pres-
ence of S/A/R or S/AR/E gene mutations, for PFS, and these
variables plus skin lesions and hemoglobin and B2-microglobulin
serum levels, for OS) showed that the presence of S/A/R/E gene
mutations (HR, 7.6; 95% CI, 2.2-26; P = .001 for PFS and HR, 13.1;
95% ClI, 2.7-64; P = .001 for OS) was the only independent
predictor for a worse patient outcome (Table 5).

Discussion

Despite the (potentially) early acquisition of the KIT D816V mutation
during ontogeny,? the onset of clinical symptoms associated with
advanced forms of SM often occurs at middle or late adulthood.®*?
Such observations suggest that continuous activation of the
defective (ie, D816V-mutated) SCF/KIT pathway in an early
progenitor cell does not confer a malignant phenotype per se,
whereas it might facilitate malignant transformation of the disease,
either because of an increased susceptibility to acquire secondary
“oncogenic” mutations and/or by cooperating with a particular
(preexisting) genetic background. Thus, results derived from murine
models**** and SM patients'3*?43 indicate that coexistence of
different mutations along with KIT D816V is required for the
development of advanced SM. Hence, recent studies have found
higher numbers of additional (somatic) mutations in advanced SM
vs ISM patients.13 Despite these observations, neither additional
somatic mutations (apart from KIT D816V) nor a specific genetic

background have been reported in common among advanced SM
cases 13,16-18,34,43,45-47

This is the first study in which a large number of genes that might be
involved in malignant transformation of nonadvanced to advanced
forms of SM have been investigated in a group of SM patients
presenting with multilineal KIT D816V mutation and high serum
tryptase levels. For this purpose, the complete coding regions of
410 genes (including the SRSF2 p.P95 hotspot) were first analyzed
in gDNA from purified BM cell populations from 20 SM patients.

Despite the fact that progression of ISM to more aggressive forms of
the disease is a relatively rare event,? a high rate of progression was
observed within our ISM cases; this high rate of progression could be
explained by the patient-selection criteria (advanced SM patients plus
nonadvanced ISM cases with high-risk features, such as high serum
tryptase levels and multilineal involvement of the hematopoiesis by
the KIT D816V mutation,® including, in the great majority of cases, KIT
D816V-mutated BM MSCs'?) and the long follow-up of our cases.

Overall, no common mutation shared among ASM and ISM cases
that showed disease progression was found. Hence, except for the
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Figure 1. Kaplan-Meier estimates of PFS
and OS of SM patients (n = 20) grouped
according to the number and type of
mutations detected. Panels describe PFS
(left panels) and OS (right panels) of patients
grouped according to the number of total
genetic variants (A), germline genetic variants
(B), multilineal somatic mutations (C), and MC
restricted (somatic) mutations (D). Values are
expressed in years from diagnosis to disease
progression (PFS) and death (OS) or the last
follow-up visit. Median PFS and/or OS indicates
the time point at which half of the patients have
progressed to more aggressive forms of the

disease or died, respectively.
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Table 4. SM patients: prognostic factors for PFS and OS (n = 34)

Univariate analysis

PFS,y 0S,y
Disease features n Median (range) P Median (range) P
Clinical and laboratory features
Diagnosis
Nonadvanced SM 12 14 (2-32) NS NR (3-48) NS
Advanced SM 22 11 (1-18) 11 (1-18)
Age at diagnosis, y
<60 23 14 (1-32) NS NR (1-48) NS
=60 11 5 (1-10) 6(1-12)
Skin lesions
No 10 4 (1-6) NS 6 (1-13) 0.02
Yes 24 14 (1-32) NR (3-48)
BM MCs, %
<1 14 5 (1-19) NS 11 (1-19) NS
=1 18 14 (1-82) NR (1-48)
sBT, pg/L
<200 10 15 (1-17) NS NR (1-17) NS
=200 22 6 (1-32) NR (1-48)
Hemoglobin, g/L
<100 5 3(1-6) NS 4(1-7) .001
=100 29 14 (1-82) NR (1-48)
Platelets, X 10%/L
<100 11 4 (1-15) .03 4(1-17) .04
=100 23 14 (1-32) NR (1-48)
B2-microglobulin, pwg/mL
<25 7 NR (2-18) NS NR (3-17) .04
=25 20 5 (1-32) 10 (1-48)
SAP, U/L
<150 16 32 (2-32) .01 NR (3-48) .01
=150 14 4 (1-30) 10 (1-39)
Splenomegaly
No 11 30 (1-30) .04 NR (1-39) NS
Yes 23 5 (1-32) 11 (1-48)
Hepatomegaly
No 16 15 (1-19) NS NR (1-19) NS
Yes 18 5 (1-32) 11 (1-48)
Number of nonsynonymous coding genetic variants
Total somatic mutations
0 9 30 (2-32) .02 NR (3-48) .005
=1 11 4 (1-15) 6 (2-17)
MC restricted
0 15 14 (1-82) NS NR (2-48) NS
=1 5 6 (1-15) 7 (6-17)
Multilineal
0 10 30 (2-32) .009 NR (3-48) .001
=1 10 3(1-10) 6 (2-10)

NR, not reached; NS, not statistically significant (P > .05); SAP, serum alkaline phosphatase; WT, wild-type.
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Table 4. (continued)

Univariate analysis

PFS,y oS,y
Disease features n Median (range) P Median (range) P
Germline genetic variants
<3 17 14 (1-32) .016 NR (4-48) .004
=3 3 3 (1-4) 4 (2-10)
Total genetic variants
<3 11 30 (2-32) .002 NR (3-48) <.001
=3 9 3 (1-6) 6 (2-10)
Gene panel mutational status
S/A/IR
WT 23 15 (2-32) <.001 NR (3-48) .002
Mutated 11 2 (1-4) 6 (1-13)
S/AIRIE
WT 19 30 (2-32) <.001 NR (3-48) <.001
Mutated 15 3 (1-6) 6 (1-13)

NR, not reached; NS, not statistically significant (P > .05); SAP, serum alkaline phosphatase; WT, wild-type.

IKZF1 p.N159S, RUNX1 p.R162K, and SRSF2 p.P95R mutations
found in 2 patients each, all other (specific) genetic variants identified
were detected in our series in a single case. In line with this as well,
only 2 of 67 variants (SF3B7 pK666T and SRSF2 p.P95R
mutations) identified in this study had been reported in SM patients.'®
Furthermore, WGS performed in a subset of 4 ASM patients (ie,
ASM without an another hematological neoplasm [AHNI]), confirmed
the absence of common nonsynonymous (coding) genetic variants,
other than KIT D816V. Interestingly, the mutation rate observed
within purified BM clonal MCs in these 4 cases (0.12 per Mb) was
significantly lower than that reported for other myeloid neoplasms*®
and other types of cancer.*® Such a reduced overall mutational rate
of ASM cases could be due to the lower genetic/genomic instability
of advanced SM compared with other myeloid malignancies;
however, despite the fact that the number of BM MCs is typically
increased in ASM vs ISM, the most relevant “tumor” cell in advanced
SM patients might be hematopoietic precursor cells'®® and not
pathological BM MCs, because all of these cases had multilineal
involvement of the hematopoiesis by KIT D816V. If this holds true,
neutrophils and, to a lesser extent, T cells would probably share most
of the genetic variants found in pathological MCs. In line with this
hypothesis, our results confirmed that most (77%) somatic mutations
identified in BM MCs were also present in the myeloid or the myeloid
plus lymphoid BM cells analyzed.

Surprisingly, half of all genetic variants found in BM MCs were also
detected in gDNA from paired hair samples at ~50% allele burden,
suggesting that they would correspond to germline genetic events
or to mutations acquired early during ontogeny. Interestingly, most
patients (70%) carried =1 (potentially deleterious) germline genetic
event for the 410 genes investigated in this study, which reveals an
extremely high frequency compared with the 4% to 30% cases with
germline mutations identified in pediatric and adult populations with
other types of cancers.®' "3 Despite this, the presence of germline
mutations only showed a prognostic impact for PFS and OS when
=3 germline variants were present in the same patient. However, all
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3 cases displaying =3 germline variants (patients 18, 19, and 20)
also carried a greater number of additional (multilineal) somatic
mutations, identifying a potential greater genomic instability among
these patients. This might also explain the greater and independent
prognostic impact of the number of somatic vs germline mutations
among our patients. Despite all of the above, the small number of
cases analyzed here and the lack of uniform criteria across different
laboratories to label a germline mutation as a deleterious variant,>*
including the use of different filtering criteria for their identification,
patients with germline mutations in cancer-related genes are being
identified more frequently and, due to their distinct clinical behavior,
they now represent a unique subtype of myeloid malignancies in the
current WHO classification.®

Recently, age-related clonal hematopoiesis (ARCH) has been
associated with somatic mutations in genes also found to be altered
frequently in myeloid neoplasms (eg, the ASXL1, DNMT3A, EZH?2,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, and TET2 genes) involving ~10%
of otherwise healthy individuals by the age of 70 years.®®®® Of
note, these individuals would have a 12-fold higher relative risk for
developing a hematological cancer; therefore, ARCH is considered
an age-related preleukemic condition.>”®® In line with this finding,
half of our SM patients who harbored =1 ARCH mutation (n = 10/18
cases; 56%) already exhibited an AHN at diagnosis or subsequently
developed an AHN in addition to the SM, whereas these mutations
affected a smaller percentage of SSM (11%) and ASM (33%) cases.
These findings might suggest that acquisition of ARCH-associated
gene mutations in ISM patients could be a trigger for a (myeloid)
AHN, but not progression to SSM or ASM.

Analysis of the potential sequence of acquisition of somatic mutations
in multimutated patients (coexistence of =2 somatic mutations)
showed a potentially early acquisition of the KIT mutation in
approximately one third of cases. In another third of our cases, the
KIT D816V mutation emerged in a distinct clone or later than
other multilineal somatic mutations involving, for example, the TET2,
RUNXT1, and EZH2 genes, with most of these patients having or
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Figure 2. Kaplan-Meier estimates of PFS and OS of SM patients (n = 34) grouped according to the mutational status of SRSF2, ASXL1, RUNX1 and EZH2
genes. PFS (left panels) and OS (right panels) of SM patients grouped according to the presence vs absence of mutated S/A/R genes (A), the EZH2 mutational status within the
S/A/R gene panel (B), and the presence vs absence of mutated S/A/R/E genes (C). Values are expressed in years from diagnosis to disease progression (PFS) and death (OS) or

the last follow-up visit. Median PFS and/or OS indicates the time point at which half of the patients have progressed to more aggressive forms of the disease or died, respectively.

developing SM-AHN. Altogether, these findings support previous
observations in (mostly) SM-AHN patients that showed a pre-
dominance of gene mutations, other than KIT D816V alone or in
combination with KIT mutations, in (in vitro) expanded colony-forming
cells from SM patients.'® Moreover, in the only case in which we could
confirm that the KIT mutation was a secondary genetic event, the
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development of a myeloid proliferative neoplasm occurred just prior to
death. The apparent discrepancy between our data and previous data
indicating that the KIT mutation might frequently occur as a distinct
and late event'® in advanced mastocytosis might be due to the fact
that all multimutated patients analyzed in such series (12/12)
corresponded to SM-AHN patients'® with preferential growth of KIT
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Table 5. SM: multivariate analyses of prognostic factors for PFS and
OS for the entire patient series (n = 34)

PFS (01
HR(95%ClI) P HR(95%CI) P

Disease features n

Clinical and laboratory features

Hemoglobin, g/L

<100 5 NT NS
=100 29

Skin lesions
No 10 NT NS
Yes 24

Platelets, X 10°/L
<100 11 NS NS
=100 23

B2-microglobulin, pg/mL

<25 7 NT NS
=25 20

SAP, U/L
<150 16 NS NS
=150 14

Splenomegaly
No 11 NS NS
Yes 23

Gene panel mutational status

S/A/IR
WT 23 NS NS
Mutated 11
S/AIRIE
WT 19 7.6(2.2-26) .001 13.1(2.7-64) .001
Mutated 15

NS, not statistically significant (P > 0.05); NT, not tested.

wild-type vs KiT-mutated tumor cell precursors, whereas our series
was selectively enriched for multilineal K/T-mutated ISM and ASM
cases. However, clonogenic assays and/or single-cell analyses have
not been performed in this study; therefore, our conclusions should be
viewed with caution.

Interestingly, among our cases, most genes targeted by acquired
somatic mutations, other than KIT D816V (ie, ASLXL1, DNMT3A,
EZH2, IKZF1, RUNX1, SF3B1, SRSF2, TET2), had previously been
found to be mutated in advanced SM'3'617344847 and/or in other
myeloid neoplasias,'®2"4°%9%9°62 and their multilineal nature was
shown in this study for the first time. In addition, the number of mutated
genes (apart from KIT) with multiineal involvement of hematopoiesis
increased significantly from ISM to ASM cases, in line with previous
observations.'” Altogether, these findings further support the role of
the KIT D816V mutation as a trigger for advanced SM under a
“dangerous” genetic background, defined not only by the (number of)
preexisting germline variants, as well as by the presence of (previously)
acquired multiineal mutations in genes other than KIT. Actually, the
presence of =1 somatic mutation with multiineal hematopoietic
involvement, in addition to KIT, or the presence of =3 nonsynonymous
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coding genetic variants (including somatic and germline events) in the
genes investigated in this study significantly increased the probability of
progression of SM and of shortening the OS of SM patients.'2%¢°

To explore the potential clinical utility of NGS screening based on a
reduced number of genes, we investigated the prognostic impact of
the previously reported (adverse) S/A/R gene panel'” in our patients.
Our results confirmed that patients carrying =1 mutation in S/A/R
genes had significantly poorer PFS and OS."” However, inclusion of
EZH2 into a S/A/R/E gene panel revealed that the combination of
mutations in these 4 genes had greater predictive value for PFS
and OS than did the well-established S/A/R gene panel, because
S/A/R/E gene mutations were shown to be the only independent
predictor for PFS and OS in our SM patients. Of note, EZH2 was 1 of
the most frequently mutated genes in our series and 1 of the most
frequently mutated genes in other cohorts of patients with SM'3'®
and other myeloid neoplasms,' 92963 where its mutations emerged as
never being shared with SRSF2 mutations®*®®; this might contribute
to explain its additional prognostic information over the S/A/R gene
mutations. This observation differs from data reported by other
investigators'®? who also tested the influence of mutations in the
EZH2 gene; however, both studies'”®2 included a significantly shorter
median patient follow-up than ours (eg, 3.6 and 2 years vs 6.5 years,
respectively), a period during which less than half of our ISM patients
who progressed would have transformed to SSM and other forms of
advanced SM. Thus, further investigations in larger series of SM
patients, with a long follow-up, are required to confirm these findings.

In summary, our results show that no individual genetic lesion apart
from the (multilineal) KIT mutation appears to be an independent
predictor for malignant transformation of SM; however, progression
of ISM to more advanced forms of the disease most likely requires
an altered multimutated genetic background of both (KIT-mutated)
tumor MCs and other hematopoietic BM cells. Germline and
multilineal somatic mutations (particularly those involving the SRSF2,
ASXL1, and RUNX1 genes in addition to the EZH2 gene) emerge
as critical genetic markers associated with disease progression
and a shortened OS for ISM patients at higher risk of disease
progression.
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Supplemental Text

METHODS

DNA extraction and molecular studies. gDNA was extracted from highly-purified
BM cell populations using either the GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) or the NucleoSpin Tissue XS kits (Macherey-Nagel,
Diiren, Germany) for samples containing >100,000 cells and <100,000 cells,
respectively. Peripheral blood (PB) gDNA was extracted by the salting-out method
(Gentra Puregene Blood kit; Qiagen, Hilden, Germany), following the standard
operating procedures of the Spanish National DNA Bank Carlos III (University of
Salamanca, Salamanca, Spain; http://www.bancoadn.org). In turn, gDNA from hair was
extracted using the micro-DNA Qiagen kit (QIAGEN, Valencia, CA) after discarding
hair follicles. For the KIT D816V real-time allele-specific oligonucleotide PCR (ASO-
qPCR)! assay, both the LightCycler thermocycler and the TagMan Master Kit (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany) were used.

Identification of BM cell populations. BM MC were identified as
CDI117"CD45'CD34CD3°CD14", maturing neutrophils as CD45'CD34°CD117-CD3"
CD14°SSCAM cells, mesenchymal stem cells as CD105"CD13"MCD45:CD34 CD14 CD3"

and T lymphocytes corresponded to CD3"CD45°CD34 CD14'CD117 cellular events

Whole genome sequencing analysis. Single nucleotide and indel variants were called
using MuTect2? (version 3.6) to identify variants present in MC while absent or present

at a very low levels in T-cells. Variants identified were manually inspected if: 1) allele



frequency >20%, and 2) a non-synonymous coding change was identified or they
involved the invariant 2 bases of the donor or acceptor splice site. Integrative Genomics
Viewer (version 2.3.81) was used to review the read sequence, base quality scores, and
mapping scores across all 4 MC/T-lymphocyte pairs. The genomic context of the
variant regions was further examined using the UCSC Genome Browser (hgl9)
(http://genome.ucsc.edu/). Features that were used to exclude potential somatic variants
for further consideration, included: 1) < 3 variant reads in the neoplastic specimen, 2)
variant reads that matched a region of the genome with >1 highly homologous regions,
3) equivalent percentages of mutant reads observed in MC and T-lymphocytes, and 4)
common SNPs (MAF >0.01 that uniquely map with no “clinically associated” flag). All
variants that passed the manual inspection were confirmed by Sanger sequencing.
Reported mutant and total read counts, were calculated based on alt and ref read counts
provided by MuTect2, and the mutated allele burden was calculated from these values.
Due to the low mutation burden, variants were filtered further to improve
specificity and better calculate the somatic mutation load. The number of reads
supporting a single nucleotide variant (SNV) in the normal samples was calculated
using bam-readcount® (version 0.7.4). SNV were filtered to remove variants with any
of the following features: 1) <3 supporting reads in tumor MC; 2) >2 supporting reads
in any of the T-cell specimens; 3) allele frequency <20%. All MC-restricted SNVs for
patient #9 were manually reviewed. Since the number of SNV calls in patients #10,
#13, and #14 were >250, 25 randomly selected SNVs from each of these three cases
(n=75), were manually reviewed and 90.7% passed the manual inspection. Similarly,
indel variants were filtered to remove variants with any of the following: 1) <3
supporting reads; 2) allele frequency <20%; 3) indels included in or within 10 bp of the

RepeatMasker regions (table rmsk, downloaded Dec. 12, 2016 from the UCSC Table
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Browser)*®; 4) indels included in a segmental duplication (table genomicSuperDups,
downloaded Dec. 19, 2016 from the UCSC Table Browser*); 5) indels included in a
region with mappability = 0 in the “Duke Uniqueness 20 bp Track” (table
wgEncodeDukeMapabilityUniqueness20bp, downloaded Dec. 19, 2016 from the UCSC
Table Browser)*®. To evaluate the resulting MC-restricted indels, we manually curated

all indels from each of the cases.

1. Kristensen T, Vestergaard H, Moller MB. Improved detection of the KIT D816V
mutation in patients with systemic mastocytosis using a quantitative and highly sensitive real-
time qPCR assay. J Mol Diagn. 2011;13(2):180-188.

2. https://software.broadinstitute.org/gatk/blog?tag=mutect2 M.

3. https://github.com/genome/bam-readcount b-r.

4, Karolchik D, Hinrichs AS, Furey TS, et al. The UCSC Table Browser data retrieval tool.
Nucleic Acids Res. 2004;32(Database issue):493-496.

5. Smit AFA HR, Green P. RepeatMasker Open-3.0. http://www.repeatmasker.org. 1996-
2010.

6. Derrien T, Estelle J, Marco Sola S, et al. Fast computation and applications of genome

mappability. PLoS One. 2012;7(1):303-377.


http://www.repeatmasker.org/

Supplemental Table S-1.- Immunophenotypic markers used for the identification and isolation of

bone marrow neutrophils, mast cells, monocytes and T cells.

MARKER A':;['gﬁ: Y Fngﬁ‘?S :::EME MANUFACTURER
CD3 UCHT1 PacB BD Bioscience

CD13 WM15/L138 APC/PE Beckman Coulter

CD14 MeP9 APC-H7 BD Bioscience

CD34 8G12 PerCPCy5.5 / APC BD Bioscience

CD45 HI30 PacO Invitrogen

CD105 166707/1G2 FITC/PE R&D Systems/ Beckman Coulter

CD117 104D2D1 PECy7 BeckmanCoulter
MSCA-1 W8B2 PE Miltenyi Biotec

APC, allophycocyanine; Cy7, cyanine7; FITC, fluorescein isothiocyanate; H7, Hilite7; PacB, pacific blue; PE,
phycoerythrin; PerCPCy5.5, peridinin chlorophyll protein—cyanine5.5; PacO, pacific orange. BD Biosciences,
San Diego, CA; Invitrogen, Carlsabad, CA; Beckman Coulter, Hialeah, FL; R&D Systems, Minneapolis, MN;
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany.

85



- %6V %0S €°T00€00 WN 3evd JHAS ET#
PTETIWSOD S8 %ST %t 2'772000 WN A9T8Qd 1D ET#
PIETIWSOD S8 %9T %9t 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D a#
- %0 %8¢ £'090900 WN S6STN'd 1EV218 a#
P6CSINSOD 65t %08 %29 +'285220 WN Hzesy'd VELWNG a#
- %€ES %08 €'ST¢S00 WN Jeserdd 204 a#
TLEYT6WSOD T %08 %€9 G'8EESTO WN SJTHSTxd xSy a#
£LL9%8INSOD S99t VN %9 TEELTIO WN 300/)°d I964S TT#
PIETIWSOD $S8 VN %61 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D TT#
- VN %0t +'954+00 WN 0e8syd cHZF TT#
ZP0ESNSOD 61 VN %0S +'285220 WN D788y d VELWNG TT#
PIETIWSOD S8 %1 %8¢ 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D oT#
- %1S %8t T'€96/T0T00 WN vbszl1d IYVY06dSH 0T#
PIETINSOD $S8 VN %Ly 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D 6#
- VN %09% S'v¥EZ00 WN My Y d WXdLT 6#
- VN %bS 2°9/8000 WN 18z8sd o491 6#
£L69%/0TWSOD C %Ly %Ly £'79628T WN HES Ly d IINAS 8#
PTETIWSOD S8 %1 % 2'772000 WN A9T8Qd 1Dy 8#
- VN %08 v'¥S2100 WN NopTN'd IXNNY L#
- VN %*bS €/LTPTE0 WN ob/eDd EXIVW L#
PTETIWSOD S8 VN %tC 2'772000 WN A9T8Qd 1D L#
88T6T0SWSOD T VN %TS €' 112500 WN 1SSZN'd IELY) L#
PIETIWSOD S8 VN %1S 2'772000 WN A9tT8aQd 1Dy 9#
PTETINSOD S8 VN %Ly 2°7TT000 WN A9T8Q'd 1D S#
- VN %cE €/€9€00 WN T0zk4d orvo.Lr S#
PTETIWSOD S8 VN %9 2'772000 WN A9T8Qd 1Dy b#
- VN %°¢S €'ST¢S00 WN 11Ty d 204 b#
- VN %€S T'0EEEET WN 1s620d caswv c#
- VN %6t €09¢+00 WN S9T9N'd £1003¥ c#
PIETIWSOD S8 VN %1 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D c#
PIETIWSOD S8 VN %SY 2'772000 WN A9tT8aQd 1Dy #
- VN %08 +'60¥ST0 WN 1SS62A'd 00td3 #
PTETIWSOD S8 VN %SY 2'772000 WN A9T8Qd 1Dy T#
suoneinw palinboe sabeaul| sabeaul| POy ar
S ek e B b e T M TS
SMRRAT ooy g POV OW We ooUBIBY pioe ouly : —— |d plo| iani

uonenw ay3 Ag paajoAul sabeaul| (192 Jo uianed

‘usping ajs||e Buipuodsaliod Jiay} pue ‘liey pue pazAjeue sjuswpedwoo
192 G 1UBJayIp 8U) JO JUBWBAJOAUI Jo uleped ay) 0] Buipioooe (gz=u) sjusied NS Ul punoj suoneinw jo adA) pue 1si -'z-S a@|qe] |ejuswajddng

86



- %¢S %8t T6ETIETTO0 WN Je/sd &401 6T#

- %6t %VS T°£SS8T0 WN ascyod qId¥7 6T#

PTETINSOD $S8 %S %8 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D 6T#
- %8 %0€ +'954+00 WN 1911 cHZ3 6T#

696THHEINSOD T %8 %Ly 1°69£000 WN 309¢q-d 61D02dAD 6T#
9SSTETIWSOD 0¢ %9 %08 TEEYTIO WN 1999°d I9€4S 8T#
- %1S %61 1°2€6900T00 WN s§/8p5°d cN95dY 8T#

- %8t %1S THb6200 WN Meggen-d ISOY 8T#

- %&b %Ly T°£SS8T0 WN J6£zeyd qId¥7 8T#

PTETIWSOD S8 %9 %8t 2'772000 WN A9tT8aQd 1D 8T#
- %6V %SY +'954+00 WN N809N'd cHZ3 8T#

- %8t %69 v'Svbb00 WN S91/4°d 99HdT 8T#

CLLYTNSOD T VN %St t'¥S/100 WN sigeentd IXNNY LT#
PIETIWSOD S8 VN %Ly 2'772000 WN A9tT8aQd 1Dy LT#
- VN %S€E €0€€TT0 WN [ep09sTad qa9.Lvy LT#

086CETINSOD 0¢ VN %SY G'8€€ST0 WN *£69Y°d xSy LT#
- %€ES %08 +'879410 WN 1S/ZN'd IAEN 9T#

T99TTCZWSOD S6 VN VN 9T0£00 WN Ys6dd 455 9T#
PTETIWSOD S8 %T %LE 2'772000 WN A9tT8aQd 1D 9T#
- %¢S %61 2°08€400 WN 1estdd dgg3¢0 9T#

PTETIWSOD S8 VN %1S 2'772000 WN A9T8Qd 1D ST#
- VN %9 £'090900 WN S6STN'd 1EV274 ST#

- VN %ty +'96¥¥00 WN M0sTd CHZ9 ST#

- VN %8 +'8¥SGT70 WN 18A°d 15 ST#

- VN %LE €920500 WN dses1d aoeXId 4%

PTETINSOD S8 VN %¢S 2°7TT000 WN A9T8a'd 1D 14%:3
S9/6%9%INSOD T VN %LE €0bb¥00 WN ¥6080d LVHdT 4%

g suoneinw palinboe sabeaul| sabeaul| POy
QIOINSOD o onel w_w_MmeM:z 1oping Syl owwc%wwmb sobueyd U__“wmwwmommh_cm“ww m:nmo%ocw\w_z w_m__wwr_\_“_ W Ewmm |
MR O ionneU wa pa1EIN DW e oUBIBY pioe ouIy : 1 |d plo| iani .

uoneINw ayy Aq paAjoAul sabeaul| |19 Jo ulened

(penunuon) ‘usping g|8je bBuipuodsallod 1y} pue ‘liey pue pazAjeue ‘sjuswinedwod
[192 NG JUBJayip 8y} JO JUBWSAJOAUI Jo usened ay) 0} Buiplodoe (pz=u) siusaned NS ul punoj suonelnw jo adAy pue 1si7 -"g-S 9|qel |ejuswajddng

87



‘uopoo dojs ‘, ‘eseqeiep JIINSOD 8 Ul palalsiBal 194 10U ‘- ‘a|ge(ieAe 10U ‘YN ‘Apnis siy) ul pazAjeue syusned
Auspl 0} pasn Jaquinu apoo jusied ‘q| ‘uoneinw yiysawel ‘sj ‘uonsiep ‘[op (8 L-AVIN-80 peses|al ‘GgA) aseqeiep DIINSOD 8y} 0} Buipioooe ‘palio usaq aABY SUOHEINW 8Soy)
sewl Jo Jaquinu ay) jussaidal suoneyo ainjels)l] ‘spesas sousnbas onsuab |ejo) Jo abejusolad se pessaidxe suoiendod (99 lydosnau pue DN NG Ul usping dj8|e paleIniy

868THINSOD T %L6 %16 +'879470 WN x89¢3°d 2131 oc#
TELOLTHINSOD C %9 %S€E T°SH££00 WN J181Yd IS00S 0C#
- %ET %S¢ v'¥S2100 WN 160TN°d LXNNY 0c#

T99TTZWSOD S6 VN VN 9T0£00 WN Ys6dd Z4S¥S 0c#
PL6C/L8EWS0OD T %61 %6V €'/S5%00 WN M/STYd PHOLON 0c#
P8THT6INSOD T %8t %Ly €'v6v//0T00 WN M8S9Y'd N 0c#
- %¢ES %¢S §'954200 WN 1081vd IOoNw oc#

- %¢ES %€S T¥8E€Z00 WN Ozogad Iagaw oc#

PTETINSOD ¥S8 %ET %0¢ 2°CT000 WN A918Q'd LDy 0C#

- %9¢ %6¢ €0¢6+T0 WN S919°d Xor oc#

86096/WS0D 4 %SE %S¢C /64700 WN 1691d°d ITHdo 0c#
- %St %Y T'¥04100 WN RVATAYe £9¥Oav 0c#

o iosue) suopenw paJinboe sabeau| sabeau| pOPISIY
ar JIWS0D SUOREI dPR|e WEMH:_\,_ 1oping Sl n_wwc.w:cmm u sabuew> ””_u\_wmwwmommw_”__muww m:_u_mowﬁ_uoﬂ\w_z W__M_M_wr_w_,_ oW u:Man_
ainjessyn spydonnau g pa1eIN DI g . pioe ouly : : : : -

uoneINw ayy Aq paAjoAul sabeaul| |19 Jo ulened

(penunuon) ‘usping g|aje bBuipuodsallod 1Y) pue ‘liey pue pazAjeue ‘sjuswiedwod
[192 NG JUBJayip 8y} JO JUBWSAJOAUI Jo uidped ay) 0} Buiplodoe (pz=u) siusaned NS ul punoj suonelnw jo adAy pue 1si7 -"g-S 9|qel |ejuswajddng

88



Supplemental Table S-3.- List of mutations found in the second cohort of 14 advanced SM

patients included in this study and their corresponding allele burden.

Patient Amino acid Reference BM allele Literature
ID Gene change sequgnce burden citations COSMIC ID
transcript ID

#21 SF3B1 p.K666T NM_012433 15% 32 COSM131556
#23 RUNX1 p.R166Q NM_001754 40% 19 COSM36055

#24 RUNX1 p.R162K NM_001754 88% 21 COSM96546

#25 TET2 p.H192Y NM_001127208 44% -

#25 ASXL1 p.1641fs NM_015338 49% 3 COSM6017849
#28 KAT6B p.C1704F NM_012330 55% -

#28 DNMT3A p.N879D NM_175629 28% 4 COSM1583135
#28 RUNX1 p.R162K NM_001754 90% 21 COSM96546

#29 SRSF2 p.P95R NM_003016 43% 105 COSM211661
#29 RUNX1 p.A142T NM_001754 40% -

#30 SRSF2 p.P95A NM_003016 43% 6 COSM307352
#31 RUNX1 p.R107C NM_001754 29% 17 COSM24736

#32 RUNX1 p.P86fs NM_001754 54% -

#32 EZH2 p.Q545X NM_004456 81% 1 COSM3366844
#33 ROS1 p.S252A NM_002944 52% -

Mutated allele burden in BM expressed as percentage of total genetic sequence reads. Literature citations
represent the number of times those mutations have been cited, according to the COSMIC database (v85,
released 08-MAY-18); ASM, aggressive systemic mastocytosis; fs, frameshift mutation; ID, patient code
number used to identify patients analyzed in this study; NA, not available; ID, patient code number used to
identify patients analyzed in this study; SM-AHN, systemic mastocytosis associated with another neoplasm;

-, not yet registered in the COSMIC database.
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Supplemental Table S-7.- Cytoreductive treatment received and response of the SM patients at last follow-

up.
Patient ID Indication for cytoreductive Cytoreductive treatment Response Adverse events
therapy
#1 MRS cladribine Yes (PR) Neutropenia
#2 No No - -
#3 No No - -
#4 No No = =
#5 MRS IFN-2a + cladribine Yes (PR) Thrombocytopenia, asthenia
#6 MRS cladribine Yes (PR) No
#7 No No - -
#8 MRS IFN-2a + hydroxyurea Yes (PR) '”Crea:yer:p'\t/'ocr‘nrselated
#9 hepatosplzi\éel::igaly, MRS cladribine Yes (PR) No
#10 MRS, BP IFN-2a + cladribine Yes (PR) Neutropenia, anemia
#11 MRS cladribine Yes (PR) Pneumonia
#12 Severe splenomegaly, MRS IFN-2a + cladribine Yes (PR) No
#13 No No - -
#14 MRS IFN-2a + cladribine Yes (PR) No
#15 No No - -
#16 Severe organomegaly, MRS hydroxyurea Yes (PR) Thrombocytopenia
#17 AML idarubicin + cytarabine No NA
#18 MRS hydroxyurea No Depression, diarrhea
#19 AML Yes (NA) No Bone marrow failure
#20 Severe organomegaly, MRS IFN-2a + hydroxyurea No Weight loss, nausea, anemia
#21 MRS hydroxyurea No Anemia
#22 MGUS No - -
#23 AML cladribine + idarubicin + cytarabine Yes (CR) CytoE:;is;)frr;]zugr;om’a,
#24 Severe splenomegaly, MRS IFN-2a + cladribine Yes (PR) Neutropenia, diarrea
#25 MGUS No - -
#26 AML Yes (NA) No NA
#27 AML Yes (NA) NA NA
#28 MRS hydroxyurea Yes (PR) No
#29 AML idarubicin + cytarabine + mitoxantrone Yes (PR) NA
#30 MDS antithymocyte globulin + ciclosporin Yes (CR) Cytopenias
#31 MRS cladribine Yes (PR) Leucopenia
#32 MRS cladribine Yes (PR) No
#33 MRS IFN-2a + cladribine Yes (PR) Nausea
#34 MRS cladribine Yes No

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; BP, Severe bone pain secondary to patchy bone sclerosis; CR, complete
response; ID, patient code number used to identify patients analyzed in this study; MDS, myelodysplastic syndrome;
MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance; MRS, severe mast cell mediator-related symptoms
refractory to intensive antimediator therapy; NA, data on specific therapy not available; PR, partial response.
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Supplemental Figure S-1. Proposed clonal hierarchy models for acquisition of
different mutations, in addition to K/7 D816V, in SM patients. Models A and B
represent patients in which KIT emerges as the first mutation, on a same cell clone
(model A) or in two different clones (model B). Model C represents those patients
in which KIT and other mutation/s coexist on the same cell populations, but in
which KIT emerges as a second event after the other mutation/s.

Abbreviations: HPC, hematopoietic precursor cell; LPC, lymphoid precursor cell;

MPC, myeloid precursor cell; PPC, pluripotent precursor cell.
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Materiales, métodos y resultados

Articulo 2: “Frecuencia e impacto prondstico de la mutacién de KIT y de otras
variantes genéticas en mastocitosis sistémica indolente”

Introduccion. Entre 5% y 10% de los pacientes diagnosticados de ISM progresan hacia formas mas
avanzadas de la enfermedad, llegando en tal caso a acortar la esperanza de vida de estos pacientes.
Debido a que la mutacién D816V de KIT esta presente en la gran mayoria de las SM (290%), afectando
tanto a formas indolentes como avanzadas de la enfermedad, esta mutacidn, por si sola, no permite
explicar la progresion a formas mas avanzadas de la enfermedad observada en el subgrupo de
pacientes con ISM que sufre una transformacién maligna de la enfermedad. Sin embargo, la
adquisicidon temprana de la mutacion D816V en células stem mesenquimales (MSC) y en células stem
hematopoyéticas (HSC), junto a la afectacién multilineal de la MO por la mutacidn de KIT se han
asociado a una mayor tasa de progresidon y un peor prondstico dentro de las ISM; ambos hallazgos
constituyen ademas una caracteristica casi universal de las AdvSM, en las que simultdneamente se ha
demostrado la coexistencia de otras mutaciones adicionales en genes diferentes de KIT. Cabe sefialar
ademads, que algunas de estas mutaciones adicionales que se han asociado a peor prondstico entre las
AdvSM son compartidas de forma recurrente, con otras neoplasias de origen mieloide. Pese a la
posible relevancia clinica y patogénica de estas mutaciones, en la actualidad se desconoce cual es su
frecuencia real en pacientes con ISM, y su posible impacto en la progresién de la enfermedad a formas

mas avanzadas de la misma.

Objetivo. Establecer la frecuencia y el impacto prondstico de variantes genéticas de tipo somatico que

afectan a genes diferentes de KIT, en pacientes diagnosticados de ISM.

Pacientes, materiales y métodos. En conjunto, se secuenciaron de forma completa un total de 18
genes (ASXL1, CBL, CDH11, DNMT3A, EPHA7, EZH2, ICK, IKZF1, ITGA10, JAK2, KAT6B, KRAS, PIK3CD,
ROS1, RUNX1, SF3B1, SRSF2 y TET2) seleccionados por estar alterados en estudios previos en pacientes

con SM. Las alteraciones de estos genes se estudiaron en una serie de 322 pacientes (170 hombres y
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152 mujeres) con diagndstico inicial de ISM, distribuidos en una cohorte de exploracién (n=200) y una

serie de validacion (n=122).

Resultados. En conjunto, identificamos 71 variantes genéticas que afectaban a 55 de los 322 pacientes
analizados (17%). Desde el punto de vista prondstico, aquellos pacientes que albergaban variantes
genéticas de naturaleza patogénica en los genes ASXL1, RUNX1 y/o DNMT3A (panel A/R/D), con una
carga alélica 230%, mostraron tasas de PFS y OS significativamente disminuidas (p<.001) respecto a los
demas casos. El analisis multivariante demostré que niveles séricos elevados (>2.5ug/mL) de B2-
microglobulina (hazard ratio —HR-: 9.8; p=.001) junto a una carga alélica de la mutaciéon D816V de KIT
en MO 21% (HR: 10.1; p=.02) y la presencia de variantes patogénicas en los genes ASXL1, RUNX1 y/o
DNMT3A con una carga alélica 230% (HR: 4.2; p=.02), constituian la mejor combinacién de factores
prondsticos independientes a la hora de predecir la PFS de pacientes con ISM. A su vez, la presencia
de variantes patogénicas (con carga alélica >30%) en los genes ASXL1, RUNX1 y/o DNMT3A
representaba el Unico parametro con valor prondstico independiente a la hora de predecir la OS (HR:

51.8; p<.001) de pacientes con ISM.

Conclusiones. En conjunto, estos resultados demuestran que ademas de la carga alélica de KIT en MO
y de los niveles séricos de PB2-microglobulina, deberia evaluarse en todos los pacientes recién
diagnosticados de ISM la posible presencia de mutaciones en los genes ASXL1, RUNX1y DNMT3A, con
el fin de poder realizar una estratificacién de riesgo mas precisa, que permita identificar ya al
diagnostico, aquellos pacientes con ISM y alto riesgo de transformacion maligna y/o muerte. Esto
permitiria reconocer ya al diagndstico qué casos se beneficiarian de un seguimiento mas estrecho y

eventualmente, de la administracién temprana de tratamiento citostatico y/o citorreductor.
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Frequency and prognostic impact of KIT and other genetic
variants in indolent systemic mastocytosis

Javier |. Mufioz-Gonzalez,"* Ivan Alvarez—Twose,“'5 Maria Jara-Acevedo,?*¢ Ana Henriques,?3* Esther Vifas,>¢ Carlos Prieto,”

Laura Sanchez-Mufioz, 23> Carolina Caldas,"* Andrea Mayado,'* Almudena Matito,?*> Noelia Dasilva-Freire,"* Alberto Orfao,'**

and Andrés C. Garcia-Montero™4*

'Cancer Research Center (IBMCC, USAL-CSIC), Department of Medicine and Cytometry Service, NUCLEUS, Universidad de Salamanca, Salamanca, Spain;
2Spanish Network on Mastocytosis, Toledo and Salamanca, Spain; 3Centro de Investigacion Biomédica en Red de Cancer (CIBERONC), Madrid, Spain; “Biomedical

Research Institute of Salamanca (IBSAL), Salamanca, Spain; ®Instituto de Estudios de Mastocitosis de Castilla La Mancha, Virgen del Valle Hospital, Toledo, Spain;
and Sequencing Service and “Bioinformatics Service, NUCLEUS, Universidad de Salamanca, Salamanca, Spain

Indolent systemic mastocytosis (ISM) patients have a normal life expectancy, except in the
5% to 10% of cases that progress to more advanced SM (advSM), which has a significantly
poorer outcome. Mutations in genes other than KIT frequently found in myeloid neoplasms
have been associated with a poorer outcome among advSM, whereas limited information

® D816V KIT allele
frequency in BM,
higher sp2M levels,
and A/R/D pathogenic
mutations identify ISM
cases at very high risk
for progression.

exists about their frequency and prognostic impact in ISM. We investigated the frequency
and prognostic impact of variants in 18 genes, found to be altered in advSM, in 322 ISM
patients (median follow-up, 5.7 years) divided into discovery (n = 200) and validation
(n = 122) cohorts. Overall, 71 genetic variants were detected in 55 of 322 (17%) patients.
Mutated ISM cases, particularly those carrying ASXL1, RUNX1, and/or DNMT3A (A/R/D)
pathogenic variant allele frequencies (VAFs) > 30%, exhibited significantly shortened
(P < .001) progression-free survival (PFS) and overall survival (OS). Multivariate analysis
showed that serum B2-microglobulin (sB2M) levels > 2.5 pg/mL (hazard ratio [HR], 9.8;
P = .001), together with a KIT D816V VAF = 1% in bone marrow (BM) (HR, 10.1; P = .02) and
pathogenic variants of A/R/D VAFs > 30% (HR, 4.2; P = .02), were the best combination of independent predictors
for PFS. In turn, A/R/D gene pathogenic VAF = 30% was the only independent predictor for OS (HR, 51.8; P < .001).
Based on these variables, 2 scoring systems were constructed for risk stratification of ISM at diagnosis with significantly
different 10-year PFS (100%, 91%, 0% for scores of 0, 1, 22, respectively) and OS (100% and 50% for scores of
0 and 1) rates. (Blood. 2019;134(5):456-468)

® Pathogenic mutations
in the A/R/D genes
identify ISM cases with
multilineal KIT and
poorer prognosis.

D816V-mutated BM mesenchymal stem cells (MSCs), spleno-
megaly, and/or a more immature immunophenotype of mast
cells (MCs) by flow cytometry, have all been associated with
progression to advanced SM (advSM).#7-? Of note, among
these variables, only increased sB2M levels and multilineal
KIT have proven to be of independent prognostic value for

Introduction

Indolent systemic mastocytosis (ISM) is the most prevalent
subtype of systemic mastocytosis (SM) in adults.' Overall, ISM
patients display a good prognosis with a similar outcome to that
of the general population'; however, in 5% to 10% of cases, the
disease will (eventually) progress to more advanced forms of

SM (ie, smoldering SM [SSM], aggressive SM [ASM], mast cell
leukemia [MCL], and SM associated with another hemato-
logic neoplasm [SM-AHN]) with a significantly reduced life
expectancy.*®

So far, few studies have investigated those variables that might
contribute to identify ISM patients at risk for disease progression
and death. In these studies, age at diagnosis >60 years and
increased serum alkaline phosphatase (SAP), serum/plasma
interleukin-6, and serum B2-microglobulin (sB2M) levels, as well
as multilineal involvement of bone marrow (BM) hematopoiesis
by the KIT D816V mutation (multilineal KIT), presence of KIT

456 € blood® 1 AUGUST 2019 | VOLUME 134, NUMBER 5

progression-free survival (PFS),* whereas age and SAP were the
only independent predictors for overall survival (OS) described
so far for ISM,* as was confirmed recently in a large retrospective
study.’® Altogether, these findings suggest that an increased
percentage of KIT-mutated BM hematopoietic cells, together with
a chronic proinflammatory immune response, might provide
the basis for the progression of ISM to advSM by, for example,
potentially providing the required microenvironment and ge-
netic instability for the acquisition of additional mutations in
KIT-mutated and nonmutated hematopoietic cells that might ul-
timately trigger disease progression with the potential for a short-
ened OS.

© 2019 by The American Society of Hematology
99

020z 1890300 61 U0 J8sn YOI 1011818 NOIOYNIGHOO0D AvaINN - IS Aq Jpd-L05988P00IA/8Z LGS L/9GH/S/PE L /4pd-8joile/poojq/Bi0"suoneoligndyse//:djy wol papeojumoq


https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1182/blood.2018886507&domain=pdf&date_stamp=2019-08-01

In the last decade, numerous mutations in multiple genes,
particularly in genes involved in other non-MC myeloid neo-
plasias (eg, ASXL1, CBL, DNMT3A, EZH2, IDH1/2, U2AF1,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, and TET2), have been reported in SM
patients, in addition to KIT D816V or other rare KIT
mutations.''> Interestingly, a higher number of mutated genes,
together with the presence of SRSF2, ASXL1, RUNX1, and/or
EZH2 gene mutations, have been recurrently reported as in-
dependent adverse prognostic factors for OS in SM.'2"> How-
ever, the frequency of mutations in these and other genes has
only been investigated in small series of ISM cases (10 patients,
15 patients,'* 44 patients,® 20 patients,”” and 12 patients’) with
a rather limited follow-up (median of 8 months,'* 24 months,™
25 months,' 40 months,"” and 78 months,'® respectively). There-
fore, the frequency and prognostic impact of mutations in genes
other than KIT on the outcome of ISM remain largely unknown.

Here, we investigated the frequency and prognostic impact of
genetic variants in 18 genes previously found to be recurrently
altered in SM (ASXL1, CBL, CDH11, DNMT3A, EPHA7, EZH2, ICK,
IKZF1, ITGA10, JAK2, KAT6B, KRAS, PIK3CD, ROS1, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, TET2),'#"¢ in parallel with the pattern of involvement
of BM hematopoiesis by the KIT D816V, D816H, and D816Y
mutations (ie, multilineal KIT and presence of KIT-mutated MSCs
and uncommitted hematopoietic precursor cells), as well as the KIT
variant allele frequency (VAF) in BM and in peripheral blood (PB)
and other previously defined clinical and laboratory prognostic
factors, in a large series of 322 ISM patients with a long follow-up
grouped into discovery (n = 200) and validation (n = 122) cohorts.

Materials and methods

Patients and samples

Overall, 322 patients (170 males and 152 females), who were
divided into a discovery cohort (n = 200) and a validation cohort
(n = 122) and who were diagnosed with ISM (median age at
diagnosis of 44 years and 50 years; range, 0-76 years and 10-78
years, respectively) at the reference centers of the Spanish
Network on Mastocytosis-Cancer Research Center (Salamanca,
Spain) and the Virgen del Valle Hospital (Toledo, Spain), were
studied. Diagnosis and classification of ISM were (retrospec-
tively) established according to the World Health Organization
(WHO) 2016 criteria.”® To rule out an AHN, conventional WHO
cytomorphologic and immunophenotypic criteria’® (based on
the EuroFlow acute leukemia orientation tube and acute myeloid
leukemia/myelodysplastic syndrome antibody panels'®) were
used at diagnosis. All patients who progressed to SSM or advSM
showed BM MC aggregates upon histology, with CD25* KIT
D816V-mutated and cytologically altered BM MCs. These
patients were thoroughly investigated to rule out SSM or advSM,
and none showed =2 B-findings and/or any C-finding'® at di-
agnosis. Only those ISM patients with available genomic DNA
(gDNA) extracted from whole-BM samples obtained at diagnosis
were included in the study. Prior to entering the study, each
individual gave his/her written informed consent to participate
according to the Declaration of Helsinki, and the study was
approved by the local institutional Ethics Committees.

The clinical and biological features of patients within the vali-
dation cohort were similar to those of the discovery series,
with the exception of older age at diagnosis (50 years vs 44 years,

GENETIC-BASED RISK STRATIFICATION OF ISM
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= .04), lower serum baseline tryptase (sBT) levels (26 png/L vs
32.9 ng/L, P = .02), and higher SAP (74 U/L vs 66 U/L, P = .03)
and immunoglobulin E (IgE; 26.5 KU/L vs 20.7 KU/L, P = .04)
levels (supplemental Table 1, available on the Blood Web site).

KIT mutational analyses

Analysis of KIT genetic variants at codon 816 was performed on
gDNA obtained from fluorescence-activated cell sorted and
purified (ie, =98% purity) BM MCs, maturing neutrophils and/or
monocytes, T cells, and, whenever available (n = 45), MSCs,
using a previously described peptide nucleic acid-mediated
polymerase chain reaction (PCR) method.?®2" According to the
pattern of involvement of BM hematopoiesis by the KIT muta-
tion, patients were classified as having MC-restricted ISM
(ISMpc) or multilineal ISM (ISMpmy) when the KIT mutation was
detected (only) in BM MCs or in BM MCs and neutrophils/
monocytes and/or T cells, respectively.*? In those ISM cases
who carried the KIT D816V mutation (n = 313/322; 97%), a real-
time allele-specific oligonucleotide PCR (ASO-gPCR) method
was subsequently used to determine the KIT D816 VAF in BM
(n = 313) and, whenever available, in PB (n = 96) using whole
(BM and/or PB) gDNA, as described elsewhere.322

Targeted BM gDNA sequencing

A customized gDNA library was designed for targeted se-
quencing of a total of 15 genes (ASXL1, CDH11, DNMT3A,
EPHA7, EZH2, ICK, IKZF1, ITGA10, KAT6B, PIK3CD, ROST,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, and TET2) previously found to be re-
currently mutated in SM patients based on a broader panel of up
to 410 genes,’ with a global exon coverage >99% (ie, 219-bp
gap distance for a total coverage of 58 305 bp). Briefly, 200 ng of
whole BM gDNA per patient was used for the preparation of
individual libraries with a TruSeq Custom Amplicon Low Input
Kit (lllumina, San Diego, CA), and gDNA was sequenced at
a 2 X 150-bp read length on a HiSeq 2500 genome sequencer
(Ilumina), following the manufacturer’s instructions. In addition,
the CBL, KRAS, and JAKZ genes were sequenced in a subset of
107 of 200 (53%) patients in the discovery cohort and, for the
CBL gene only, in all 122 patients in the validation cohort.

Sequencing resulted in an average of 645407 paired-end filter
reads per sample, with a mean coverage of 1660X. To align
reads to the hg19 human reference sequence, the Smith-
Waterman algorithm was used.?® For variant calling, an Illu-
mina Somatic Variant Caller/Genome Analysis Toolkit (GATK)
was used, and filtering was manually conducted as previously
described: (1) only those nonsynonymous coding genetic
variants identified with =1% allele coverage were initially se-
lected, (2) the sequences obtained were subsequently com-
pared with the 5000 exomes,?* the Iberian Populations in Spain
1000 Genomes Project,?® and the EXAC? population databases
to discriminate between somatic variants and single nucleotide
polymorphisms, (3) from the remaining genetic variants, only
those that had not been previously reported in Spanish, African,
or European (non-Finnish) populations and/or those with a minor
allele frequency < 0.1% were considered, and (4) potentially
deleterious variants, as defined by the SIFT?” and PolyPhen?®
algorithms, were finally selected. All genetic variants identified
were subsequently confirmed by Sanger sequencing on gDNA
extracted from BM and/or PB from the same patient (kindly
provided by the Spanish National DNA Bank Carlos llI, University
of Salamanca, Salamanca, Spain; http://www.bancoadn.org). For
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a more stringent approach to pathogenicity, variants were
classified as variants of unknown significance (VUS) or patho-
genic variants, as described elsewhere.??3°

Statistical analyses

To assess the statistical significance (set at P < .05) of differences
observed among groups, the Mann-Whitney U test was used.
Receiver operating characteristic curve analysis was used to
select the most sensitive and specific KIT-mutated BM and PB
allele frequency threshold for the discrimination between ISMyc
and ISMym patients and to identify the most accurate cutoffs to
predict for patient outcome for other variables (ie, age at diagnosis,
hemoglobin levels, absolute neutrophil counts [ANCs], platelet
counts, and VAF of the ASXL1/RUNX1/DNMT3A [A/R/D] genes).
Pearson'’s correlation coefficient () was used to measure the re-
lationship between variables. PFS and OS curves were plotted from
the time of diagnosis to disease progression (PFS), death (OS), or
the last follow-up visit (PFS and OS) using the Kaplan-Meier
method; the log-rank test was used to establish the statistical
significance of differences between survival curves. For multivariate
analyses, the covariate adjustment model®' was applied to those
variables that showed a prognostic impact on PFS and OS in the
univariate analysis and then the Cox proportional hazard regression
model was used. All statistical analyses were performed with SPSS
software (SPSS version 20.0; IBM Corporation, Armonk, NY).

Results

Gene mutational profile of ISM patients

Targeted next-generation sequencing revealed a total of 71
genetic variants in 55 of 322 ISM patients: 35 of 200 (18%) in the
discovery cohort (range, 0-2 mutated genes per case) and 20 of
122 (16%) in the validation cohort (range, 0-4 gene variants per
case) (Table 1; supplemental Table 1). These variants involved 15
of 18 genes tested (ASXL1, CBL, CDH11, DNMT3A, EPHA?,
ITGA10, JAK2, KAT6B, KRAS, PIK3CD, ROS1, RUNX1, SF3B1,
SRSF2, and TET2) (supplemental Table 2). With the exception of
the KATé6B and CDH11 genes, which were mutated in a single
ISM case, the other 13 genes were recurrently mutated in be-
tween 2 and 18 patients (median, 2 mutated cases per gene).
Most variants identified (50/71; 70%) had been previously
reported in the COSMIC database, whereas the remaining 21 of
71 variants (30%) are described here for the first time (supple-
mental Table 2). Of note, only 30 of 71 (42%) genetic variants
other than KIT, involving 8 of 18 genes tested (ie, ASXL1, CBL,
DNMT3A, ITGA10, JAK2, RUNX1, SRSF2, and TET2), were
considered pathogenic mutations, affecting 23 of 55 (42%)
patients (supplemental Table 2). With the exception of SRSF2
(0% vs 2%, P = .04) and ITGA10 (1% vs 5%, P = .03), similar
mutational profiles were found in the discovery and validation
cohorts (supplemental Table 1).

Of note, the 35 of 200 ISM patients (ie, from the discovery
cohort) carrying =1 gene variant, in addition to mutated KIT (ie,
multimutated ISM cases), showed more advanced age at di-
agnosis (median, 50 years vs 43 years among ISM patients with
isolated KIT mutation; P = .003), together with a higher pro-
portion of cases with increased (=2.5 pg/mL) sp2M levels (22%
vs 6.5% cases, respectively; P = .006), disease progression
(18% vs 4.8% cases, respectively; P = .008), and death (12% vs
0% cases, respectively; P < .001) (Table 2). This translated into
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shorter PFS (P < .001) and OS (P = .002) among multimutated
ISM patients compared with patients with an isolated KIT mutation
(n = 166) (Table 3). Interestingly, among the 35 multimutated
patients, VAF analyses revealed that, in most cases (32/35,
91%), the KIT mutation was a secondary event to the other gene
variant, whereas it could be considered to appear simulta-
neously or to be an earlier event in only 3 of 35 cases (patients
#45, #134, and #193) (supplemental Table 2).

Pattern of involvement of BM hematopoiesis by the
KIT mutation

Most ISM patients analyzed in the discovery cohort (191/200;
95.5%) carried the KIT D816V mutation in their BM MCs, whereas
a few presented other variants at codon 816 of KIT: KITD816Y in
6 cases (3%) and KITD816H in another 3 cases (1.5%). In 94 cases
(47%), involvement of BM hematopoietic cells other than MCs
was confirmed in highly purified fluorescence activated cell
sorting-sorted T cells, monocytes, and/or neutrophils, including
93 of 191 cases (49%) that had the KITD816V mutation and 1 of 6
cases with the KIT D816Y mutation (Table 1). In the remaining
106 ISM patients (53%), KIT mutation was restricted to BM MCs
(ISMmc), with or without involvement of CD34" precursors
(Table 1). Receiver operating characteristic curve analysis
showed that, among ISM cases carrying the KIT D816V mutation
(n = 191), KIT VAF = 1% in BM and =6% in PB were the most
discriminating cutoffs to define BM and PB multilineal KIT, with
overall accuracies of 87% (sensitivity, 79%; specificity, 95%)
and 71% (sensitivity, 32%; specificity, 98%), respectively. In-
terestingly, a BM KIT VAF = 1% correlated significantly with
a PB KIT VAF = 6% (r = 0.5, P < .001), sB2M = 2.5 ng/mL
(r=0.4, P<.001), and, to a lesser extent, also sBT = 200 pg/L
(r = 0.3, P < .001) and the BM MC tumor burden evaluated
by flow cytometry (r = 0.31, P < .001).

Of note, although the frequency of multimutated ISM cases was
similar (P > .05) in ISMyc and ISMym patients (16/35 [46%] vs
19/35 [54%]), with an overall similar frequency of mutated and
nonmutated genes in both patient groups, a significant differ-
ence (P = .01) was observed between the groups for the presence
of =1 pathogenic variant in genes other than KIT (3/14 [21%] vs
11/14 [79%)) (Table 1). In addition, the number of cases that had
KIT mutations other than KIT D816V at codon 816 (ie, KIT D816H/
Y) was significantly higher among ISMyc patients than ISMymi
patients (7.5% vs 1%, respectively; P = .03) (Table 1).

From a clinical point of view, ISM patients with a BM KIT VAF =
1% (vs <1% KIT BM VAF) showed a greater frequency of skin
lesions (92% vs 68%, P < .001), hepatomegaly (12% vs 3.6%,
P = .03), and splenomegaly (9.1% vs 1.8%, P = .02); elevated
sB2M (=2.5 pg/mLin 28% vs 0% cases; P < .001), SAP (=140 U/L
in 8.6% vs 0% patients; P =.002), and sBT (=200 pg/L in 17% vs
0.9% cases; P <.001) (Table 2); and a greater proportion of cases
with KIT D816V* MSCs (62% vs 0%, P < .001) and lower he-
moglobin (145 g/L vs 138 g/L; P < .001) and IgE (29 KU/L vs
11.2 KU/L; P = .001) (Table 2). Similar (P > .05) ANCs and
platelet counts were observed in the 2 ISM patient groups
defined by the BM KIT D816V VAF cutoff =1% (Table 2).

Impact of the gene mutational profile on patient
outcome

After a median follow-up of 9 years (range, 2-35), 14 of 200 ISM
patients (7%) had progressed to more advanced forms of SM.
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Table 1. ISM gene mutational profiles and pattern of BM involvement by the KIT mutation in the discovery patient

cohort (N = 200)

BM KIT mutational profile

Gene mutational profile ISMpc (n = 106) MAF (%) ISMymL (n = 94) MAF (%) P Total (N = 200)

Gene variants
KIT D816V 98/106 (92.5) 93/94 (99) .03 191/200 (95.5)
KIT D816H/Y* 8/106 (7.5) 1/94 (1) 9/200 (4.5)
ASXL1 54/106 (5) 36 3/94 (3) 36 NS 7/200 (4)
CBL 0/30 (0) — 1/77 (1) 12 NS 1/107 (1)
CDH11 0/106 (1) 16 1/94 (1) 50 NS 1/200 (1)
DNMT3A 3/106 (3) 23 7/94 (7) 39 NS 10/200 (5)
EZH2 0/106 (0) — 0/94 (0) — NS 0/200 (0)
EPHA7 0/106 (0) — 1/94 (1) 42 NS 1/200 (1)
ICK 0/106 (0) — 0/94 (0) — NS 0/200 (0)
IKZF1 0/106 (0) — 0/94 (0) — NS 0/200 (0)
ITGA10 1/106 (1) 38 1/94 (1) 53 NS 2/200 (1)
JAK2 0/30 (0) — 2/77 (3) 29 NS 2/107 (2)
KAT6B 1/106 (1) 54 0/94 (0) — NS 1/200 (0.5)
KRAS 0/30 (0) — 2/77 (3) 22 NS 2/107 (2)
PIK3CD 2/106 (2) 27 1/94 (1) 49 NS 3/200 (2)
ROS1 1/106 (1) 51 1/94 (2) 49 NS 2/200 (1.5)
RUNX1 0/106 (0) — 2/94 (2) 49 NS 2/200 (1)
SF3B1 2/106 (2) 49 0/94 (0) — NS 2/200 (1)
SRSF2 0/106 (0) — 0/94 (0) — NS 0/200 (0)
TET2 2/106 (2) 33 2/94 (2) 35 NS 4/200 (2)
=1 gene variant other than KIT 16/106 (15) 34 19/94 (20) 42 NS 35/200 (18)
=1 pathogenic variant other than KIT 3/106 (3) 18 11/94 (12) 40 .01 14/200 (7)

Pattern of involvement by the KIT
mutation:
KIT D816V allele frequency = 1% in BM 5/98 (5) 73/93 (78) <.001 78/191 (40)
KIT D816V allele frequency = 6% in PB 1/58 (2) 12/38 (32) <.001 13/96 (14)

Unless otherwise noted, results are expressed as no. of cases (%).

MAF, mean allele frequency; NS, not statistically significant; —, no mutations found.

*Six ISMyc cases showed the D816Y KIT mutation and 3 patients had the D816H KIT mutation (2 ISMyc cases and 1 ISMym patient).

This included progression from ISM to SSM in 5 cases (2.5%), to
ASM in 7 cases (3.5%), and to SM-AHN in 2 patients (1%). Of
note, all 14 cases that progressed from ISM to more advanced
SM had a BM KIT VAF = 1%, with the presence of the KIT D816V
mutation in BM MSCs in all 9 cases tested (supplemental
Table 3). During follow-up, 4 of 200 patients (2%) died of SM-
related causes, after progression of ISM to ASM (n = 3) or SM-
AHN (n = 1) (supplemental Table 3).

Univariate analysis of prognostic factors for PFS and OS revealed
that pathogenic variants involving the A/R/D genes (particularly
for VAF = 30%), together with the presence of =1 pathogenic
variant in any of the 8 of 18 genes other than KIT found to be
mutated in our series and the presence of multilineal KIT, in-
cluding BM KIT D816V VAF = 1% and the presence of KIT
D816V+ MSCs and PB KIT VAF = 6%, were all associated with
shorter PFS and OS (Table 3). Interestingly, the only patient
(#149) harboring a pathogenic variant in the CBL gene also
carried an ASXL1 pathogenic mutation (supplemental Table 3).
Other clinical and biological parameters that showed a signifi-
cant adverse impact on patient PFS in univariate analyses in-
cluded age at diagnosis =55 years (P = .008), sB2M = 2.5 pg/mL
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(P < .001), SAP > 140 U/L (P = .001), and lactate dehydroge-
nase < 230 IU/L (P = .002); in turn, only sB2M and SAP levels
showed a significant impact (P < .001) on patient OS (Table 3).
Of note, among 14 multimutated ISM patients who carried
pathogenic variants in genes other than KIT (Table 3), cases with
mutations in the A/R/D genes at VAF = 30% (n = 8) displayed
significantly higher sBT levels (131 vs 26.2 ng/L, P = .01) and
disease progression (to SSM or advSM) rates (75% vs 0%, P = .001)
compared with the other mutated cases (n = 6).

Multivariate analysis of prognostic factors (Table 4), based on
those parameters that showed a significant impact on patient
outcome in the univariate analysis, revealed that a BM KIT
D816V allele frequency = 1% (hazard ratio [HR], 10.1; 95%
confidence interval [Cl], 1.1-90; P = .02), together with increased
(=2.5 pg/mL) sB2M levels (HR, 9.8; 95% Cl, 2.6-36; P < .001) and
the presence of pathogenic variants within A/R/D genes with
VAF = 30% (HR, 4.2; 95% ClI, 1.2-10; P = .02), was the best
combination of independent predictors for PFS (P < .001)
(Table 4; Figure 1A-B). In turn, the presence of A/R/D pathogenic
variants at VAF = 30% (HR: 51.8; 95% Cl: 4.1-647) was the only
independent predictor for OS (P = .002) (Table 4; Figure 1B-C).
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Unless otherwise noted, results are expressed as number of cases (%). Per definition, all (ISM) cases showed hemoglobin levels = 100 g/L, neutrophil counts = 1000/p.L, and platelet counts = 100 X 10%/uL.

LDH, lactate dehydrogenase; NS, not statistically significant.

*Data are median (range).

According to the above results, a scoring system was constructed
to predict PFS for ISM patients based on the presence of a BM
KIT D816V VAF = 1% (1 point), and/or increased (=2.5 wg/mL)
sB2M levels (1 point), and/or the presence of pathogenic variants
in A/R/D genes at VAF = 30% (1 point): score 0, 119 patients
(64%); score 1,51 cases (27%); score 2, 11 cases (6%); and, score
3, 6 cases (3%). As expected, the 17 patients who showed co-
existence of =2 adverse features (scores 2 and 3) had a signifi-
cantly (P <.001, for scores 2 and 3) poorer PFS (median of 10 and
2 years, respectively) than did those with lower (=1) scores
(median PFS not reached) (Figure 2A). Similarly, a scoring system
based on the presence of pathogenic variants in the ASXLT,
RUNX1, and/or DNMT3A genes (A/R/D gene panel) at VAF =
30% (1 point) also proved to be a strong predictor (P < .001) for
OS among ISM patients, with median OS rates of 7 years vs not
reached for cases with a score 1 vs a score 0, respectively
(Figure 2D). When these 2 scoring systems were applied to the
validation cohort of ISM patients (Figure 2B-E) and the whole
ISM patient series (n = 322), similar results (Figure 2C-F) were
observed with regard to PFS (P < .001 and P < .001, respec-
tively) and OS (P = .04 and P < .001, respectively).

Discussion

The activating KIT D816V mutation is a hallmark of SM2032; it is
present in =90% of patients when sensitive molecular approaches
are used.>? Despite the high frequency of KIT D816V in non-
advanced SM and advSM,?° on its own, this mutation cannot explain
the progression of ISM to SSM and advSM or a distinct patient
survival. However, acquisition of the KIT D816V mutation in MSCs
and uncommitted hematopoietic precursor cells,*® in association
with multilineal involvement of BM hematopoiesis by KIT, has been
recurrently associated with a poorer outcome in ISM patients.* At
the same time, it represents a hallmark of ASM and ASM-AHN
cases, where it is typically observed in association with (additional)
mutations in genes other than KIT; in this regard, some specific
mutational profiles have been recurrently shown to confer an ad-
verse outcome in SM.'216:34 Altogether, these findings suggest that
multilineal KIT, together with mutations in genes other than KT,
might provide the genetic background required for disease pro-
gression and death. However, there are still limited data about the
frequency and potential prognostic impact on ISM of mutations in
genes other than KIT that are associated with advSM, and its po-
tential relationship with multilineal KIT also remains to be investi-
gated. Thus, of the 18 genes reported to be recurrently mutated in
advSM and analyzed here, only 11 (ASXL1, CBL, DNMT3A, EZH2,
IKZF1, JAK2, KRAS, SF3B1, SRSF2, RUNX1, TET2) have been in-
vestigated in >5 ISM cases/series, for a total of 81 ISM patients
analyzed in 4 distinct series’>'%; no data are available about the
relationship between the frequency and prognostic impact of muta-
tions within these genes and its association with multilineal KIT.

We investigated, for the first time, the frequency and prognostic
impact of different genetic variants in 18 genes, other than KIT,
in a large series of 200 ISM patients studied at diagnosis and
followed for a median of 9 years; results were subsequently
validated in an additional cohort of 122 ISM patients. Remark-
ably, all of the ISM patients who progressed to SSM or advSM
(and eventually died) showed "high-risk” ISM'>3® features at
diagnosis (ie, ISM with BM KIT VAF = 1%, D816V* MSCs, and
high serum baseline tryptase levels), but they did not meet the
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Table 3. ISM included in the discovery cohort (n = 200): univariate analyses of prognostic factors for PFS and OS

PFS os

No. of cases/total cases Median (y) Median (y)

Clinical and laboratory variables
Age at diagnosis
=55y 52/200 NR .008 NR NS
<55y 148/200 32 NR
Organomegalies NR
Hepatomegaly
No 181/196 32 NS NR NS
Yes 15/196 NR NR
Splenomegaly
No 186/196 32 NS NR NS
Yes 10/196 NR NR
Hepatomegaly/splenomegaly
No 174/196 32 NS NR NS
Yes 22/196 NR NR
Osteolysis/osteoporosis
Yes 141/170 32 NS NR NS
No 29/170 NR NR
Biochemical features
ANC
=2.6 X 10°/L 30/184 NR NS NR NS
>2.6 X 10°/L 154/184 NR NR
No. of platelets
=150 X 10%/L 8/189 NR NS NR NS
>150 X 10%/L 181/189 32 NR
Hemoglobin
=110 g/L 1/189 NR NS NR NS
>110 g/L 188/189 32 NR
LDH
>230 U/L 140/190 NR .001 NR NS
=230 U/L 50/190 30 NR
SAP
<140 U/L 182/193 32 .001 NR <.001
=140 U/L 7/193 NR NR
sB2M
<2.5 pg/mL 170/187 NR <.001 NR <.001
=2.5 pg/mL 17/187 5 NR
IgE
<100 KU/L 154/176 30 NS NR NS
=100 KU/L 22/176 NR NR
Genetic features
Gene variants
ASXL1
WT 193/200 32 NR
VUS 5/200 NR NS NR NS
Pathogenic 2/200 2 <.001 NR <.001
CDH11
WT 199/200 32 NR
VUS 1/200 NR NS NR <.001
DNMT3A
WT 190/200 32 NR
VUS 3/200 NR NS NR NS
Pathogenic 7/200 6 <.001 NR <.001

LDH, lactate dehydrogenase; NR, not reached; NS, not statistically significant; WT, wild-type.
*Versus WT group.
TNinety-three cases had the KIT D816V mutation and 1 had the KIT D816H mutation.
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Table 3. (continued)

No. of cases/total cases

EPHA7
WT 199/200
VUS 1/200
ITGA10
WT 198/200
Pathogenic 2/200
KAT6B
WT 199/200
VUS 1/200
PIK3CD
WT 197/200
VUS 3/200
ROS1
WT 197/200
VUS 3/200
RUNX1
WT 198/200
VUS 1/200
Pathogenic 1/200
SF3B1
WT 198/200
VUS 2/200
TET2
WT 194/200
VUS 2/200
Pathogenic 2/200
A/R/D gene pathogenic variants
No 191/200
Yes 9/200
A/R/D gene pathogenic variants
=30% 192/200
<30% 8/200
Number of mutated cases
Isolated KIT mutation 165/200
=1 VUS variant 21/200
=1 Pathogenic variant other than KIT 14/200
KIT mutational profile in the BM
MC restricted 106/200
Multilineal involvementt 94/200
BM KIT D816V allele frequency
<1% 118/191
=1% 73/191
PB KIT D816V allele frequency
<6% 83/96
=6% 13/96

PFS (0]
Median (y) Median (y)
32 NR
NR NS NR NS
32 NR
NR NS NR NS
32 NR
NR NS NR NS
32 NR
NR NS NR NS
32 NR
NR NS NR NS
32 NR
NR NS NR NS
2 <.001 NR <.001
32 NR
NR NS NR NS
32 NR
NR NS NR NS
NR NS NR NS
32 NR
5 <.001 NR <.001
32 NR
4 <.001 7 <.001
32 NR
NR NS NR NS
6 <.001 NR <.001
NR <.001 NR .009
30 NR
NR <.001 NR .004
30 NR
NR <.001 NR .03
15 NR

LDH, lactate dehydrogenase; NR, not reached; NS, not statistically significant; WT, wild-type.

*Versus WT group.
FNinety-three cases had the KIT D816V mutation and 1 had the KIT D816H mutation.

WHO diagnostic criteria for SSM or advSM (ie, <2 B-findings and
no C-findings)."®

In line with previous data reported in the literature in smaller
series, showing that 16% (mean) of cases are mutated (range, 11-
40),"*"7 17% of our ISM patients had multiple mutations (ie, =1
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mutation in addition to KIT D816). Of note, this frequency is
significantly lower than that reported previously for SSM patients
(3/6 cases; 50%) and advSM patients, including ASM (22/39
cases; 56%), SM-AHN (131/184 cases; 71%), and MCL (23/36
cases; 64%), investigated for a variable number of genes (range,
7-410),"%%34 including the 18 genes analyzed here.
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Table 4. ISM: multivariate analyses of prognostic factors for PFS and OS (n = 187)*

PFS os
Prognostic factor HR (95% CI) HR (95% CI)
Age at diagnosis =55y NS NT
SB2M = 2.5 pg/ml 9.8 (2.6-36) <.001 NS
LDH < 230 U/L NS NT
SAP > 140 U/L NS NS
A/R/D pathogenic mutations with allele frequency = 4.2 (1.2-10) .02 51.8 (4.1-647) .002
30%
A/R/D pathogenic mutations NS NS
=1 pathogenic mutation other than KIT NS NS
KIT D816V allele frequency = 1% in BM 12.0 (1.3-108) .02 NS
KIT D816V allele frequency = 6% in PB NS NS
Multilineal involvement of BM hematopoiesis by KIT NS NS
D816V

Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; LDH, lactate dehydrogenase; NS, not statistically significant; NT, not tested.

*With the exception of PB KIT D816V allele frequency = 6%, which was performed in only 96 cases.

Similarly to ISM patients with a BM KIT VAF = 1%, multimutated
ISM cases showed more adverse prognostic features than ISM
patients with an isolated KIT mutation (eg, elevated sp2M and
SAP levels), in association with significantly shorter PFS and OS
rates. In line with these findings, a significantly different overall
frequency of multimutated cases, as well as of patients carrying
pathogenic variants in genes other than KIT, was found among
ISM patients with (vs without) BM KIT VAF = 1%. Altogether,
these results confirm and extend previous observations from our
group and from other investigators with regard to the impact of
multilineal KIT on PFS of ISM cases and of pathogenic variants in
genes other than KIT on OS of advSM patients.* 1213151635 |n line
with this, as well as with previous findings in advSM,* the com-
parison between VAF of KIT and other mutated genes suggests
that the KIT mutation might be a secondary event in the great
majority of multimutated patients.

Of the 18 genes investigated here, the most frequently mutated
genes were ASXLT and DNMT3A. ASXL1 has frequently been
reported to be mutated in advSM, in association with a shorter
OS'217; in contrast, despite the fact that the DNMT3A gene has
frequently been found to be mutated in SM'#'¢ and other non-
MC myeloid neoplasias,®*” controversial results have been
reported in the literature with regard to the impact of DNMT3A
genetic variants on OS of patients with advSM and other non-MC
myeloid neoplasias.'*'¢3¢37 Here, the presence of pathogenic
variants in =1 of these 2 genes, and/or RUNXT gene mutations
(A/R/D gene panel), had a strong adverse prognostic impact on
our ISM patients. These results confirm the adverse prognostic
impact of the ASXL1 and RUNXT genes on advSM,'?15¢ as well
as among ISM cases. In contrast, none of our patients from the
discovery cohort had SRSF2 and EZH2 genetic variants, sug-
gesting that these adverse genetic markers might emerge at
later stages of disease, after advSM is already established (or just
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prior to disease progression). Interestingly, SRSF2 was found to
be mutated in only 2 patients from the validation cohort who
progressed to ASM and SM-AHN (supplemental Table 4) and in
whom the SRSF2 mutations appeared to be a secondary event
to other deleterious variants in genes other than KIT (TET2 and
DNMT3A), with VAF of 34% vs 48% and 20% vs 53%, re-
spectively (supplemental Table 2). In line with this hypothesis,
SRSF2 and EZH2 gene mutations have been reported in SM-
AHN patients'213151¢ and, to a lesser extent, in MCL'* and ASM
patients,'®'¢ whereas none of the 81 ISM cases investigated
previously in the literature carried an SRSF2 and/or EZHZ2 gene
mutation.

Interestingly, when BM VAF = 30% was established as a cutoff
for the A/R/D pathogenic variants, a slight increase in their
discriminatory prognostic power for PFS and OS was observed,
because all ISM patients that progressed and died had patho-
genic variants in A/R/D genes, with high (=30%) VAF for the
mutated genes (supplemental Tables 1 and 2).

Despite all of the above data, multivariate analysis of prognostic
factors for PFS and OS showed that increased sp2M levels,
together with KIT VAF = 1% in BM and the presence of path-
ogenic A/R/D gene VAF = 30%, were the only variables that
retained an independent prognostic value for PFS, with the
pathogenic A/R/D mutations with VAF = 30% also being the
only independent predictor for OS in ISM patients. Based on
these 3 variables, 2 scoring systems were constructed that
resulted in patient groups with significantly different outcomes in
terms of PFS and OS. Thus, these included a large group of
patients with high PFS and OS rates (>90%) at 10 years, together
with a small subgroup of ISM patients with significantly higher
risk of undergoing disease progression and death at 10 years
(100% and 50%, respectively). Altogether, these results are
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Figure 1. PFS and OS curves of the variables with independent prognostic value in the multivariate analysis. PFS (left panels) and OS (right panels) curves of ISM patients grouped
according to the KIT D816V allele frequency in the BM (A), sB2M levels (B), and the presence vs absence of pathogenic variants in the A/R/D gene panel with VAFs = 30% (C).

fully in line with previous observations from our group in an
independent cohort of 145 ISM patients in whom the mutational
status for genes other than KIT had not been investigated?; in
addition, they also show for the first time that detection of
multilineal KIT based on laborious analysis of the KIT mutation in
(multiple) purified BM cell populations might be replaced by
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a much simpler, faster, and easy-to-standardize quantitative
ASO-gPCR approach to evaluate the KIT VAF in whole-BM
samples.?? This change in KIT detection procedure is also
probably supported by the fact that assessment of the KIT VAF
in BM provides information about the degree of involvement
of BM hematopoiesis by the KIT mutation and the overall
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Figure 2. PFS and OS curves of ISM patients, grouped according to the proposed scoring systems, for the discovery and/or the validation patient cohorts. Scoring
systems for PFS (A,C,E) and OS (B,D,F) are based on (1) the combination of sB2M levels at diagnosis (score 1 when = 2.5 pg/mL), and/or the KIT D816V VAF in BM (score 1 when
=1%), and/or pathogenic variants in the A/R/D gene panel with VAF = 30% (score 1 when =1 mutation with VAF = 30% in any of these 3 genes) (A,C,E) and (2) pathogenic variants
in the A/R/D gene panel with VAF = 30% (score 1 if there was a mutation in any of these 3 genes with VAF = 30%) (B,D,F). Please note that all patients who scored 1 in (A) had
multilineage involvement of BM hematopoiesis by the KIT mutation with sB2M levels < 2.5 pg/mL. NR, not reached.
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MC tumor burden, as supported also by the significant, but
marginal, correlation observed here and in previous studies
between BM KIT VAF = 1% and sBT levels and BM MC tumor
burden evaluated by flow cytometry and histopathology.3®

Interestingly, we confirm the independent prognostic impact of
sB2M levels in ISM.# High sB2M has also been associated with
a poorer outcome in many hematological malignancies other
than ISM, such as multiple myeloma, mantle cell lymphoma,
diffuse large B-cell lymphoma, and non-Hodgkin lymphoma, in
general *-43 whereas it remains to be specifically investigated in
advSM. The precise source of sB2M in ISM (as well in other
hematological tumors) still remains to be fully identified. This is
primarily due to the fact that B2M is constitutively produced and
exposed on the surface membrane of nearly all nucleated cells in
association with the HLA class lo molecule, from which it is
released to the serum in a soluble form.** Previous studies have
shown that sB2M levels increase in parallel with a greater cell
turnover®® and/or during an immune response (eg, following
native antigen interactions with the a1 and a2 HLA type |
domains) and subsequent disruption of HLA-la binding to the
B2-microglobulin molecule.*®

Unlike in previous studies,*'2 we could not confim the in-
dependent prognostic value of high SAP levels for OS, which
was replaced by the A/R/D pathogenic variants with VAF = 30%.
In this regard, it should be noted that only a small number of all
ISM patients showed high sB2M levels at diagnosis and A/R/D
pathogenic variants with VAF = 30%, with all but 1 dying in the
first 6 years following diagnosis of ISM, after they had already
undergone disease progression. Interestingly, all such patients
also had multilineal KIT with BM VAF = 1%, thereby representing
a very small subgroup of ISM patients with a particularly adverse
outcome. However, because of the low number of deaths ob-
served within our ISM cohort, our results regarding OS (despite
confirmation in a validation cohort) should be taken with caution;
thus, further studies in other independent and larger ISM patient
cohorts, with longer follow-up, are required to confirm these still-
preliminary findings. Altogether, our results indicate that BM KIT
VAF and sB2M levels must be evaluated in every newly di-
agnosed ISM patient, for early risk stratification and identification
of the few ISM cases who are at high risk for disease progression
and who might benefit from a closer follow-up and, eventually,
also (early) cytoreductive therapy. In addition, testing for the
A/R/D pathogenic mutations and their VAF should be man-
datory in ISM patients, either at diagnosis or just after they
progress to SSM or advSM, to identify those cases at higher
risk for death.
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Supplemental Table S-1.- Comparison of clinical-biological and genetic features of discovery

CLINICAL AND BIOLOGICAL FEATURES

Age at diagnosis (years)*
Sex (F)
Skin lesions

Organomegalies:
Hepatomegaly

Splenomegaly
Osteolysis/osteoporosis (without bone fractures)
Mild cytopenia
Hemoglobin (g/L)*
ANC (x 109/L)*
N. of platelets (x 10°/L)*

SBT (ug/L)*
2200 pg/L

LDH (U/L)*
<230 U/L

SAP (U/L)*

2140 U/L
sB2M (ug/mL)*

22.5 pug/mL
IgE (KU/L)*

2100 KU/L
Progression to SSM or advSM
Death

GENETIC FEATURES

D816V KIT

ASXL1

CBL

CDH11

DNMT3A

EPHA7

ITGA10

JAK2

KAT6B

KRAS

PIK3CD

ROS1

RUNX1

SF3B1

SRSF2

TET2

21 variant other than KIT

21 pathogenic variant other than KIT
A/R/D mutations

A/R/D pathogenic mutations
A/R/D pathogenic mutations AF 230% in BM
KIT D816V allele frequency 21% in BM

Total
N=322
46 [0-78]

152/322 (47%)
231/322 (72%)

19/314 (6%)
18/315 (6%)
46/292 (16%)
21/312 (7%)
142 [100-190]
3.6 [0.5-10]
240 [100-480]
30.3 [4-1298]
200/320 (6%)
262 [90-704]
78/301 (26%)
69 [6-290]
17/303 (6%)
1.72 [0.2-6.9]
34/309 (11%)
21.7 [2-2395]
48/279 (17%)
21/322 (7%)
6/322 (2%)

313/322 (97%)
8/322 (3%)
2/322 (0.6%)
1/322 (0.3%)
18/322 (6%)
2/322 (0.6%)
8/322 (3%)
2/107 (2%)
1/322 (0.3%)
2/107 (2%)
3/322 (1%)
2/322 (0.6%)
2/322 (0.6%)
2/322 (0.6%)
2/322 (0.6%)
9/322 (3%)
55/322 (17%)
23/322 (7%)
27/322 (8%)
17/322 (5%)
12/322 (4%)
108/313 (35%)

Discovery
N=200

44 [0-76]
97/200 (49%)
151/200 (76%)

15/196 (8%)
10/196 (5%)
29/170 (17%)
13/196 (6.6%)
142 [100-190]
3.6 [1.6-10]
235 [100-480]
32.9 [4-1298]
14/199 (7%)
256 [97-530]
50/190 (26%)
66 [6-758]
11/193 (6%)
1.7 [0.9-6.9]
17/187 (9%)
20.7 [2-2395]
22/176 (13%)
14/200 (7%)
4/200 (2%)
Discovery
N=200
191/200 (95.5%)
7/200 (4%)
1/107 (1%)
1/200 (1%)
10/200 (5%)
1/200 (1%)
2/200 (1%)
2/107 (2%)
1/200 (1%)
2/107 (2%)
3/200 (2%)
2/200 (1%)
2/200 (1%)
2/200 (1%)
0/200 (0%)
4/200 (2%)
35/200 (18%)
14/200 (7%)
18/200 (9%)
9/200 (5%)
8/200 (4%)
78/191 (40%)

Validation
N=122

50 [10-78]
55/122 (45%)
80/122 (66%)

4/118 (3%)
8/119 (7%)
17/122 (14%)
8/116 (7%)
143 [110-180]
3.6 [0.5-10]
243 [114-418]
26 [5-914]
6/121 (5%)
274 [90-704]
28/111 (25%)
74 [34-279]
10/114 (9%)
1.9[0.2-4.5]
17/122 (14%)
26.5 [2-815]
26/103 (25%)
7/122 (6%)
2/122 (2%)
Validation
N=122
122/122
1/122 (1%)
1/122 (1%)
0/122 (0%)
8/122 (7%)
1/122 (1%)
6/122 (5%)
NT
0/122 (0%)
NT
0/122 (0%)
0/122 (0%)
0/122 (0%)
0/122 (0%)
2/122 (2%)
5/122 (4%)
20/122 (16%)
9/122 (7%)
9/122 (7%)
8/122 (7%)
4/122 (3%)
30/122 (25%)

P-value

.04
NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

.02
NS

NS
NS

.03
NS

NS
NS

.04
.007

NS
NS

P-value

NS
NS
NS
NS
NS
NS

.03

NS

NS
NS
NS
NS
.04
NS
NS
NS
NS
NS
NS
.003
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Results expressed as number of cases and percentage between brackets or *as median
values and [range]. Per definition all (ISM) cases showed hemoglobin levels 2100 g/L,
neutrophil counts >1000/uL and platelet counts >100 x 10%/uL. AdvSM, aggressive SM,
SM associated with another neoplasm and mast cell leukemia; AF, allele frequency; ANC,
absolute neutrophil count; BM, bone marrow; sB2M, serum beta-2-microglobulin; F,
female; IgE, immunoglobulin E; ISM, indolent systemic mastocytosis; LDH, lactate
dehydrogenase; NS, statistically not significant; NT, not tested; SAP, serum alkaline
phosphatase; sBT, serum baseline tryptase; SSM, smouldering SM; Mild cytopenia, was
established considering hemoglobin levels <120g/L and/or platelets <120x10°/L and/or

ANC <2.6x10°%/L.
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Supplemental Table S-2.- List of genetic variants identified in ISM patients and their corresponding allele frequency in the
discovery (panel A) and validation (panel B) cohorts.

A: Discovery cohort

Pattern of KIT Amino acid change Reference

Patient D816V BM Gene i ) sequence BM allele COSMIC ID Number of Variant
ID# involvement Coding Protein transcript ID burden References nature
46 VML DNMT3A c.A269G p.N90S NM_175630 43% - - VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 7% COSM1314 854 Pathogenic

RUNX1 €.T346C p.F116L NM_001754 48% COSM6022396 5 VUus
#2 MM KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.7% COSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A .C2644T p.R882C NM_022552 47% COSM53042 353 Pathogenic
#19 ML KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 24% COSM1314 854 Pathogenic

433 M ASXL1 €.2894_2896del  p.965_966del NM_015338 35% COSM4385115 2 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 4% COSM1314 854 Pathogenic

436 v SF3B1 c.A422G p.Y141C NM_001005526 50% COSM241581 1 VUus
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.2% COSM1314 854 Pathogenic

JAK2 c.C1814A p.S605Y NM_004972 19% COSM6849487 1 VUsS

#42 MM KRAS c.T560A p.I1187N NM_004985 20% COSM6006398 1 VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.2% COSM1314 854 Pathogenic
a5 MM TET2 €.4479delG p.K1493fs NM_001127208 41% COSM43488 1 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 49% COSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.C2644T p.R882C NM_175629 4% COSM53042 353 Pathogenic

#49 mc DNMT3A €.T2264C p.F755S NM_175629 30% COSM2911748 1 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 1% COSM1314 854 Pathogenic

ROS1 €.G2729T p.G910V NM_002944 47% - - VUsS
#3 MM KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 8% COSM1314 854 Pathogenic
456 M TET2 ¢.1837dupG p.612fs NM_017628 29% COSM4759845 1 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 8% COSM1314 854 Pathogenic

459 v DNMT3A c.A269G p.N90S NM_175630 48% - - VUs
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0% COSM1314 854 Pathogenic

PIK3CD c.C2461T p.R821C NM_005026 49% COSM1503840 7 VUus

#62 MM EPHA7 .C1997T p.T666I NM_004440 42% COSM4155328 3 VUus
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.9% COSM1314 854 Pathogenic
467 ML JAK2 €.G1849T p.V617F NM_004972 39% COSM12600 41459 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.9% COSM1314 854 Pathogenic

468 v ASXL1 c.G4561T p.A1521S NM_015338 11% - - VUs
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0% COSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A €.G1743C p.W581C NM_175629 14% COSM133127 16 Pathogenic

#72 mc DNMT3A €.G2159T p.R720L NM_175629 20% COSM1407104 3 VUus
kit c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.02% COSM1314 854 Pathogenic

SF3B1 c.A422G p.Y141C NM_001005526 48% COSM241581 1 VUsS
#73 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0% COSM1314 854 Pathogenic

84 v TET2 c.C4832A p.S1611Y NM_001127208 48% COSM1049765 2 Vus
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0% COSM1314 854 Pathogenic

487 v KAT6B c.G2612A p.R871Q NM_012330 54% COSM3686865 1 VUus
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0% COSM1314 854 Pathogenic

488 MM CDH11 ¢.G1430T p.R477M NM_001797 50% - - VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 1.1% COSM1314 854 Pathogenic

PIK3CD .C2944T p.982W NM_005026 8% - - VUsS
#96 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.1% COSM1314 854 Pathogenic
#101 VM ITGA10 .C3223T p.R1075X NM_003637 53% - - Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 3% COSM1314 854 Pathogenic

ASXL1 c.C404G p.S135C NM_015338 27% COSM6092858 2 VUus
#106 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0% COSM1314 854 Pathogenic

4114 vic ASXL1 €.2894_2896del  p.965_966del NM_015338 46% COSM4385115 2 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.9% COSM1314 854 Pathogenic

ASXL1 c.G656T p.G219V NM_015338 50% - - VUsS

#118 mc ROS1 c.A5446C p.T1816P NM_002944 51% COSM4340412 1 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 1.3% COSM1314 854 Pathogenic

DNMT3A ¢.C1913G p.S638C NM_175629 14% COSM5878792 2 VUsS
#125 MM KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 3% COSM1314 854 Pathogenic
4134 VML RUNX1 c.T438G p.N146K NM_001754 50% COSM5879756 11 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 40% COSM1314 854 Pathogenic
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ASXL1 ¢.1888_1910del p.H630fs NM_015338 35% COSM41716 28 Pathogenic
#137 MML DNMT3A .G2645A p.R882H NM_175629 40% COSM52944 851 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 8% COSM1314 854 Pathogenic
#143 Mc PIK3CD c.G274A p.V92M NM_005026 46% - - VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.1% COsM1314 854 Pathogenic
ASXL1 c.2531delC p.T844fs NM_015338 38% COSM6494661 3 Pathogenic
#149 MML CBL €.T1150C p.C384R NM_005188 12% COSM34057 13 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 21% COsSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.C958T p.R320X NM_175629 38% COSM133721 9 Pathogenic
#152 MM KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 1% COsSM1314 854 Pathogenic
4159 MM DNMT3A c.G2645A p.R882H NM_175629 50% COSM52944 851 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 9.9% COsSM1314 854 Pathogenic
4184 MM KRAS c.G210T p.Q70H NM_004985 24% COSM5008063 2 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 9.9% COsSM1314 854 Pathogenic
TET2 c.G2179T p.A727S NM_017628 17% COSM222930 1 VUS
#189 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.2% COsSM1314 854 Pathogenic
#190 MC ITGA10 ¢.C3499T p.Q1167X NM_003637 38% - - Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.1% COsSM1314 854 Pathogenic
#193 MML DNMT3A c.G2645A p.R882H NM_175629 42% COSM52944 851 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 37% COsSM1314 854 Pathogenic
B: Validation cohort
ratent RN e oot TS e g Namerar e
ID# involvement Protein transcript ID burden References
TET2 .C1954T p.Q652X NM_017628 48% cosm42047 10 Pathogenic
TET2 €.836_849del p.T279fs NM_017628 43% COSM5944490 1 Pathogenic
#204 MML DNMT3A €.G2645A p.R882H NM_175629 48% COSM52944 851 Pathogenic
SRSF2 c.C284G p.P95R NM_003016 34% COSM211661 106 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 8,6% COsSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.G2645A p.R882H NM_175629 45% COSM52944 851 Pathogenic
#211 MML KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 28% COsSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.G2645A p.R882H NM_175629 19% COSM52944 851 Pathogenic
#235 MML KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 9,4% COsM1314 854 Pathogenic
ITGA10 ¢.C2958G p.1986M NM_003637 46% - - VUS
#231 MM KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 2,9% COsM1314 854 Pathogenic
4273 MM ITGA10 c.C671T p.T224M NM_003637 44% - - VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 8% COsSM1314 854 Pathogenic
4283 MC ITGA10 c.C2529G p.1843M NM_001303041 40% - - VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 <1% COsSM1314 854 Pathogenic
4284 MM ASXL1 ¢.1927dupG p.G642fs NM_015338 24% COSM1411076 102 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 2% COsM1314 854 Pathogenic
4302 MC ITGA10 ¢.G1005C p.Q335H NM_001303041 24% - - VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.5% COsSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.G2645A p.R882H NM_175629 44% COSM52944 851 Pathogenic
#325 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.02% COsSM1314 854 Pathogenic
EPHA7 c.A2024C p.Q675P NM_004440 40% - - VUS
#327 mcC ITGA10 c.G1993A 0.D665N NM_003637 45% COSM4576223 1 VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.01% COsM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.G2645A p.R882H NM_175629 6% COSM52944 851 Pathogenic
#331 MC TET2 c.3764dupA p.Y1255fs NM_001127208 40% COsSM110747 1 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.08% COsM1314 854 Pathogenic
#339 MC DNMT3A c.C1139T p.A380V NM_175629 42% COSM1019237 8 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.2% COsSM1314 854 Pathogenic
ITGA10 c.T2332A p.S778T NM_003637 43% - - VUS
#344 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.5% COsM1314 854 Pathogenic
TET2 c.T4184A p.V1395E NM_001127208 46% - - VUS
DNMT3A ¢.C1988T p.S663L NM_175629 49% COSM1583141 1 VUS
#346 mMcC TET2 ¢.1859dupA p.Y620fs NM_017628 40% COSM5990055 1 Pathogenic
DNMT3A c.C2141T p.S714F NM_175629 36% COSM5580894 30 Pathogenic
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.2% COsM1314 854 Pathogenic
4360 MC TET2 c.A5669G p.N1890S NM_001127208 33% COSM5708976 5 VUsS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.5% COsSM1314 854 Pathogenic
#365 MC ROS1 c.G3080A p.G1027D NM_002944 47% - - VUS
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KIT C.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.3% COSM1314 854 Pathogenic
4367 MC ROS1 ¢.G6200T p.C2067F NM_002944 46% - - VUS
KIT C.A2447T p.D816V NM_000222.2 3% COSM1314 854 Pathogenic
DNMT3A c.A1258T p.K420X NM_175629 15% - - Pathogenic
#383 mc KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.3% COsM1314 854 Pathogenic
4388 Me CBL c.C1648T p.R550W NM_005188 49% COSM6910465 1 VUS
KIT c.A2447T p.D816V NM_000222.2 0.06% COsM1314 854 Pathogenic
SRSF2 c.C284G p.P95R NM_003016 20% COSM211661 106 Pathogenic
#390 MM TET2 c.824A>T p.N275I NM_017628.4 53% - - VUS
KIT C.A2447T p.D816V NM_000222.2 1.8% COSM1314 854 Pathogenic

Mutated allele burden in BM expressed as percentage of total gene sequence reads. The number of references
represents the number of times a mutation has been reported in the literature, according to the COSMIC database
(v85, released 08-MAY-18); Abbreviations: del, deletion; fs, frameshift mutation; NA, not available; VUS, variant

of unknown significance; -, not yet registered in the COSMIC database.
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Supplemental Table S-4.-ISM patients from the validation cohort who showed progression to advanced SM (n=7):
clinical and biological features at diagnosis and at disease progression.

PATIENT ID# #206 #215 #284 #204 #253 #390 #211
D P D P D p D P D P D p D P
Sex F M M M F M F
Age (years) 65 69 61 72 43 57 73 75 52 54 66 70 35 37
CLINICAL/BIOLOGICAL FEATURES
Skin lesions + + + + + + + + + + + + + +
Hepatomegaly (H) /splenomegaly - + - + - + - +H - + - +§ - +H
Spleen size (cm) 15 14 13 18 22
Osteolysis/osteoporosis - - - - - - - - - - - + - R
BM MC morpholohy
BM MC aggregates (%) <30 30 ! <30 50 <30 NA <30 <30 <30 90 <30 <30 <30 NA
Spindle-shaped MC + + + + + + +
Dysmyelopoiesis - + - + - - - + - - - + - +
Hypoalbuminaemia - - - - - - - + - - - - _ _
Weight loss - - - - - - - - - + - + - R
Hemoglobin <110 g/L - + - - - - - + - - - - - +
ANC <1 x 10%/L - - - - - - - - - - - - - -
N. of platelets <100 x 10°/L - - - - - - - - - - - + - R
sBT pg/l 127 197 { 380 230 ! 802 914 730 851 190 386 123 53 188 56
LDH <230 U/L - + + + + + - - - - - - - -
SAP >140 U/L + + - - - - + + + + + + - -
sp2M 22.5 pg/mL + + + + + + + + + + + + + +
II\IIUTATIONAL PROFILE
3 i Multilineal involvement MM MML MM MML MM MM MML
3|
= i BM allele burden (%) 40 40 2.1 8.6 6.2 1.8 28
x4
- - - SRSF2
Other mutations e DIS\IF:\j:'gA TET2 DNMT3A
TET2
OUTCOME
Type of disease progression SSM SSM SSM ASM ASM SM-AHN SM-AHN
PFS (years) 3 11 14 2 2 6 2
OS (years) 5 14 15 3 3 6 5
Exitus - - - - - + +

Abbreviations: ANC, absolute neutrophil count; ASM, aggressive systemic mastocytosis; BM, bone marrow; D, at
diagnosis; F, Female; LDH, lactate dehydrogenase; M, male; MM, multilineal (myeloid) BM involvement by the D816V
KIT mutation MML, multilineal (myeloid+lymphoid) BM involvement by the D816V KIT mutation; MSC, mesenchymal
stem cells; NA, not available; NS, not statistically significant; OS, overall survival; P, at progression; PFS, progression free
survival; SAP, serum alkaline phosphatase; sBT, serum baseline tryptase; sB2M, serum beta-2-microglobulin; SM-AHN,
systemic mastocytosis associated to another hematologic neoplasm; SSM, smoldering systemic mastocytosis; -, values
considered negative for the specified threshold/absent; +,  values considered positive for the specified
threshold/present; *, analyses were not performed at diagnosis but prior to disease progression; § with organ
impairment.
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Articulo 3: “Propuesta de un algoritmo prondstico universal para pacientes
diagnosticados de mastocitosis sistémica”

Introduccidn. La SM constituye un grupo heterogéneo de enfermedades hematoldgicas entre las que
se incluyen una gran mayoria de pacientes (90%-95%) con una esperanza de vida normal (NonAdvSM)
y un grupo mas reducido de casos con prondstico adverso (AdvSM). Sin embargo, el prondstico de cada
paciente a nivel individual dentro de estos dos grupos de SM (y en cada uno de los distintos subtipos
diagndsticos OMS de SM) sigue siendo muy heterogéneo. Asi, mientras una pequefa parte de las
NonAdvSM progresa a formas avanzadas de la enfermedad con un incremento importante del riesgo
de muerte, una proporcidn significativa de los pacientes diagnosticados de formas AdvSM presentan
un curso clinico estable durante afios. Asi, aunque la clasificacion actual de la OMS constituye una
herramienta muy util para la estratificacion al diagndstico de los pacientes con SM en formas no
avanzadas y avanzadas de la enfermedad, no proporciona informacion suficiente para predecir la
futura evolucién de la enfermedad a nivel individual, dentro de cada subtipo diagndstico de SM. Por
este motivo, recientemente se han diseiiado y validado diferentes algoritmos prondsticos en los que
en base a distintas combinaciones de pardmetros clinicos, de laboratorio y moleculares, se propone
una estratificacion de los pacientes con formas NonAdvSM y/o AdvSM segun su riesgo de progresion
y/o muerte; esto permitiria en principio, un seguimiento mas adecuado de la enfermedad y la toma de
decisiones terapéuticas de forma optimizada para cada paciente. No obstante, un andlisis detallado de
los beneficios de estos modelos de estratificacion de riesgo en SM demuestra que cada uno de ellos
se ha elaborado partiendo de un conjunto de pardmetros clinicos, bioldgicos y genéticos distintos, no

habiéndose realizado en ningun estudio independiente una validacién simultanea de los mismos.

Objetivo. En este trabajo nos propusimos disefiar y validar en una amplia cohorte de pacientes con SM
representativa de la heterogeneidad real de esta enfermedad, un algoritmo prondstico capaz de
predecir de forma robusta y fiable la progresion de la enfermedad a formas mas graves de la misma
y/o la supervivencia global de pacientes con SM, basado en el analisis simultaneo de todos los

pardmetros que han demostrado tener valor pronostico independiente en estudios previos; en un
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Materiales, métodos y resultados

segundo paso, nuestro objetivo se centréd en determinar la capacidad predictiva del algoritmo
resultante del andlisis anterior, respecto a los sistemas de estratificacién de riesgo propuestos

previamente.

Pacientes, materiales y métodos. En conjunto estudiamos un total de 1275 pacientes con diferentes
formas de SM distribuidos en una serie de exploracion (n=422) y una cohorte de validaciéon (n=853).
En estos pacientes analizamos simultdneamente todas las variables que habian sido identificadas
previamente como factores prondsticos independientes en los 7 algoritmos prondsticos definidos en
los afios 2018 y 2019. La capacidad predictiva del algoritmo resultante (GPSM, abreviado del inglés
“Global Prognostication Score for Mastocytosis”) se comparé con la de los demas modelos predictivos
propuestos para pacientes con SM a través del indice de Harrell’s (indice C), con el objetivo de
identificar cual seria la mejor combinacidn de parametros clinicos, biolégicos y genéticos para predecir

la PFSy la OS de pacientes con SM.

Resultados. De acuerdo con los resultados de los andlisis univariante y multivariante de factores
prondsticos realizados en la serie exploratoria de pacientes con SM, elaboramos dos nuevos modelos
predictivos (GPSM) para PFS y OS. El modelo GPSM-PFS estaba basado en la combinacién de tres
factores prondsticos (adversos) independientes que incluian: un nimero de plaguetas en sangre
<100x10°/Ly niveles elevados de sB2M (>2,5ug/mL) y de triptasa basal (>125ng/mL) en suero. A su vez
el modelo GPSM-OS se baso en los niveles de hemoglobina en sangre (€110g/L vs >110g/L), los niveles
séricos de fosfatasa alcalina (<140UI/L vs 2140IU/L) y la presencia vs ausencia de mutaciones en los
genes ASXL1/RUNX1/DNMT3A. Ambos modelos permitieron estratificar al conjunto de pacientes con
SM en grupos de bajo riesgo, riesgo intermedio y alto riesgo, tanto en la cohorte exploratoria como en
la de validacidn. De forma similar, pudimos corroborar que los 7 modelos pronésticos propuestos
previamente estratificaban a los pacientes con SM en grupos con distinto riesgo de progresion y/o
muerte. No obstante, la comparacién directa entre estos modelos y los dos modelos propuestos en

este trabajo mostré que los sistemas GPSM-PFS (indice C: 0,84) y REMA-PFS (indice C: 0,83) constituian

122



Materiales, métodos y resultados

en nuestra serie global de 1275 pacientes los dos algoritmos con mejor capacidad predictiva para PFS,
especialmente cuando restringimos el andlisis a aquellos pacientes con formas NonAdvSM (indice C:
0,85y 0,93, respectivamente). En contrapartida, los scores GPSM-0S y AdvSM-IPSM resultaron ser los
de mayor capacidad predictiva para OS, tanto en la serie global de pacientes con SM (indice C: 0,92 y
0,90, respectivamente) como cuando se restringia el analisis a los pacientes con AdvSM (indice C: 0,72

y 0,73, respectivamente)

Conclusiones: En conjunto, estos resultados demuestran que en la actualidad es posible clasificar los
pacientes con SM de forma robusta y fiable segln su riesgo de progresion y/o muerte, basandose
Unicamente en biomarcadores detectables en sangre y disponibles de forma universal en laboratorios
de todo el mundo, lo que ayudard a definir en el futuro estrategias de seguimiento y de tratamiento
mas adecuadas para los pacientes con SM de nuevo diagndstico, tanto en el contexto de ensayos

clinicos como en el mundo real.
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Prognostication Score for Systemic Mastocytosis

Javier | Mufioz-Gonzilez, MSc2, Ivin Alvarez-Twose, MD?3, Maria Jara-Acevedo, PhD2* Roberta Zanotti, MD¥ Cecelia
Perkins MPH, Mohamad Jawhar, MD*?, Wolfgang R. Sperr, MD*, Khalid Shoumariyeh, MD*3, Juliana Schwaab, MD*?, Georg
Greiner, MD8, Ana Henriques, PhD?3, Carolina Caldas, MSc'?, Carlos Fernindez-Giménez, MD*?, Laura Sanchez-Murioz, MD?3,
Andrea Mayado, PhD*?, Alba Pérez-Pons, MSc%?, Annette Schmitt-Graeff, MD, Justus Duyster, MD®3, Ilaria Tanasi, MD,
Francesco Olivieri, BSc*’, Elvira Mora-Casterd, MD>, Irene Luna, MD®, Leonor Senent, MD®, Maria-Helena Baiias, MD®, Amanda
Nuriez-Garcia, MD’, Manuel Jurado-Chacon, MD’, Guillermo Martin-Sianchez, MD3, Enrique Colado, MD?, Blanca Xicoy, MD*°,
Georgina Gener-Ricos, MD%, Jason Gotlib, MD, Patrizia Bonadonna, MDY, Andreas Reiter, MD*?, Peter Valent, MD*5, Andrés
C Garcia-Montero, PhD*?*, Alberto Orfao, MD%%*

Summary

Background. Several risk stratification models have been recently proposed for systemic mastocytosis (SM) but
have not been directly compared. Here we designed and validated a risk stratification model for progression-
free survival (PFS) and overall survival (OS) of SM based on all currently available prognostic factors, and
compared its predictive capacity for patient outcome with that of other risk scores.

Methods. In a discovery cohort of 422 SM patients, we evaluated the prognostic impact of previously identified
independent prognostic features for PFS and OS and designed a global prognostic score for mastocytosis
(GPSM). The GPSM score was validated in an independent cohort of 853 patients and compared to pre-existing
risk models in the entire patient series (n=1275), using PFS and OS as endpoints and the C-index as readout.

Findings. The GPSM scores for PFS and OS were based on unique combinations of independent prognostic
factors for PFS (platelet count <100x10°/L, serum B2 microglobulin >2 5ug/mL and serum baseline tryptase
>125ng/mL) and OS (haemoglobin <110g/L, serum alkaline phosphatase 21401U/L and SRSF2, ASXL1, RUNX1
and/or DNMT3A gene mutations), which showed clear-cut discrimination between low-risk and high-risk
patients in the discovery and validation cohorts, with a small group of intermediate-risk patients. The GPSM-
PFS score was an accurate predictor of PFS of SM (C-index: 0 84) particularly among non-advanced SM (C-
index: 0 85). In turn, the GPSM-OS score was an excellent predictor of OS in the entire cohort (C-index: 0 92)
and in advanced SM (C-index: 0 72).

Interpretation: All evaluated risk classifications predict outcome in SM. However, the REMA-PFS and GPSM-
PFS models for PFS and the AdvSM-IPSM and GPSM-OS scores for OS emerged as the most accurate models,
indicating that robust prognosis and patient management may be prospectively achieved based on biomarkers
that are easily accessible and widely available in diagnostic laboratories worldwide.

Funding; Instituto Salud Carlos III; FEDER; Junta Castilla-Le6n; Charles and Ann Johnson Foundation; Stanford
Cancer Institute Innovation Fund; Austrian Science Fund.

Introduction

Systemic mastocytosis (SM) is a clinically
heterogeneous group of haematological diseases that
comprises indolent SM patients who (usually) exhibit
a normal life expectancy, smouldering SM and other
less frequent advanced forms of SM (AdvSM) with
poor prognosis, including aggressive SM, SM with an
associated haematological neoplasm, and mast cell
leukaemia. These SM subtypes are defined by the
World Health Organization (WHO)-based
classification and related WHO criteria providing
useful prognostic information.11011 However, the
prognoses of individual patients within each WHO
SM subvariant show substantial heterogeneity,
whereas a high degree of prognostic overlap may also
exist across the AdvSM subtypes (aggressive SM, SM
with associated haematological neoplasm and mast
cell leukaemia).24 Thus, while a fraction of non-
advanced SM (NonAdvSM; indolent SM and
smouldering SM) patients will progress to more
advanced forms of SM and eventually die,*!2 some
patients with aggressive SM, SM with associated

haematological neoplasm or mast cell leukaemia
may demonstrate stable disease for years despite
their generally worse survival.>?7 In the last two
decades, several clinical, laboratory and molecular
prognostic factors have been identified in SM.5912-14
More recently, several of these prognostic factors
have been combined in up to seven distinct scoring
systems currently available for risk stratification of
SM patients in general or within their NonAdvSM
and AdvSM subgroups.5689 However, each of these
risk stratification models is based on the analysis of
distinct sets of pre-selected clinical, laboratory
and/or molecular variables, including also the use of
different cut-off values for some of the variables
employed in these risk scores.5689 Until now, no
study has simultaneously compared all independent
prognostic factors included in the previously
proposed risk score systems for their prognostic
value in SM. In addition, the proposed score systems
have not been directly compared to provide guidance
on which are more accurate to predict patient
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Research in context

Evidence before this study

Systemic mastocytosis (SM) comprises a highly heterogeneous group of haematological diseases stratified into
non-advanced subtypes of SM (NonAdvSM) and advanced SM (AdvSM) with prognostic implications.!?2
However, within the NonAdvSM and AdvSM, and each WHO category of SM, the patients’ prognoses and
outcomes still remain highly heterogeneous with substantial overlap among distinct subtypes of AdvSM.27
Because of this, up to seven different risk stratification models (MAPS, MARS, CRS, REMA-PFS, REMA-OS,
NonAdvSM-IPSM, and AdvSM-IPSM) for SM have been proposed since 2018.568° However, the independent
prognostic factors included in these seven risk stratification models have never been investigated simultaneously.
Thus, the different risk stratification classifications have not been directly compared to provide guidance on the
most robust and accurate models. In practice, this is particularly relevant since these risk stratification models for
SM rely on different combinations of parameters that include both widely available clinical and laboratory
parameters and more complex molecular markers that are not readily available in many centres.

Added value of the study

We investigated the prognostic impact of all clinical, laboratory, and genetic variables that had previously
emerged as independent prognostic factors in recently proposed risk stratification models for both progression-
free survival (PFS) and/or overall survival (OS) of SM, NonAdvSM, and AdvSM, based on a large discovery
cohort of 422 patients. Consequently, we designed and validated a global prognostic score for PFS (GPSM-PFES)
and OS (GPSM-OS) of SM in an independent international multicentre cohort of 853 SM patients. Direct
comparison of the GPSM scores and all pre-existing risk stratification models revealed that the GPSM-PFS score
together with the REMA-PFS model were the best predictors for PES in SM, particularly among NonAdvSM; in

turn, the AdvSM-IPSM and the GPSM-OS scores proved to be the most robust predictors for OS in the entire SM

cohort and among AdvSM.

Implications of all the available evidence

Altogether, our findings indicate that robust risk stratification can be achieved in SM based on blood/plasma-
derived biomarkers that are widely available and easily accessible in routine diagnostic laboratories worldwide,
for adequate risk stratification, treatment selection, and patient management.

outcomes (e.g. progression-free survival, PFS and
overall survival, OS) in both NonAdvSM and AdvSM.
Their selection has become of relevance due to an
increasing number of new drugs becoming available
with the potential to improve response rates in SM.1516

In the current study, we developed and validated a
risk stratification model based on simultaneous
evaluation of all clinical, laboratory and molecular
variables that have been previously reported to have
independent prognostic value (for PFS and OS) in SM,
among a large (discovery plus validation) cohort of
1275 patients. Subsequently, we compared the new
scoring system, with other recently proposed risk
stratification models for SM, including the Mayo
Alliance Prognostic System (MAPS)# the Spanish
Network on Mastocytosis scores (REMA-PFS and
REMA-OS),° the Clinical Risk Score (CRS)° the
Mutation-Adjusted Risk Score for AdvSM (MARS)e
and the International Prognostic Scoring Systems for
Mastocytosis (NonAdvSM-IPSM and AdvSM-IPSM)>.

Patients and Methods

Patients and samples. A retrospective study based on
a total of 1275 SM patients divided in two different
(discovery and validation) cohorts was performed. The
discovery set consisted of 422 SM patients diagnosed at
the reference centres of the Spanish Network on
Mastocytosis (REMA): Cancer Research Centre
(Salamanca, Spain) and Virgen del Valle Hospital
(Toledo, Spain) while the validation set included 853
SM patients had been diagnosed in different centres of

excellence for mastocytosis in the USA and Europe
(Appendix p 3). Patients who had undergone an
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(n=28) were excluded from both study cohorts.
Diagnosis and classification of SM were established
according to the WHO criteria and retrospectively
revised as per the WHO 2016 classification.! For all
analyses, SM patients were also classified in
NonAdvSM vs AdvSM, with the following
distribution: 372 NonAdvSM (368 indolent SM and
4 smouldering SM) and 50 AdvSM (18 aggressive
SM, 31 SM with associated haematological
neoplasm, and 1 mast cell leukaemia) in the
discovery cohort (Appendix p 5), plus 626
NonAdvSM (608 indolent SM and 18 smouldering
SM) and 227 AdvSM (44 aggressive SM, 171 SM with
associated haematological neoplasm, and 12 mast
cell leukaemia) in the validation cohort. Each
individual patient was further assigned to the risk
groups defined by the following recently proposed
score systems: MAPS,8 REMA-PFS? and REMA-OS,°
CRS,®* MARS? and both the NonAdvSM-IPSM5 and
AdvSM-IPSM5 based on clinical, laboratory, and
molecular prognostic features (Appendix p 5).
Progression of SM was defined only as
transformation to a more advanced form of SM
and/or associated haematological neoplasm from
diagnosis to the last follow-up: i) indolent SM to
smouldering SM, aggressive SM, SM with
associated haematological neoplasm or mast cell
leukaemia, ii) smouldering SM to aggressive
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SM, SM with associated haematological neoplasm or mast cell
leukaemia; and iii) aggressive SM to SM with associated
haematological neoplasm or mast cell leukaemia. In addition, SM
patients with associated haematological neoplasm showing leukaemic
transformation of the associated haematological neoplasm (e.g. from
myelodysplastic syndrome to acute myeloid leukaemia) were also
considered to have disease progression. Patients with mast cell
leukaemia were excluded from PFS analysis since no further
progression can occur, except evolution to a high-grade associated
haematological neoplasm. Cytoreductive treatment given to AdvSM
patients is shown in the Appendix (pp 7-14). Prior to entering the
study, each individual gave his/her written informed consent to
participate according to the Declaration of Helsinki, and the study was
approved by the local institutional ethics committees (reference
2016/PI16/00642).

Clinical and laboratory studies. All clinical and laboratory features
(and their corresponding cut-offs) that had previously been identified
to be of independent prognostic value for OS, PFS and/or event-free
survival - i.e. such as age at diagnosis (260y),>68 haemoglobin
(£110g/L or <100g/L)56 platelet counts (<150 x10°/L or
<100x10°/L),>68 serum alkaline phosphatase (SAP; >140IU/L or
>100IU/L),>68 serum baseline tryptase (sBT; 2125ng/mL),5 serum (-2
microglobulin (sf2M; 22 5pg/mL),%12 white blood cell (WBC) counts
(216x10°/L),> KIT D816V allele frequency in bone marrow (21%)?,
presence of one or more SRSF2, ASXL1, RUNX1, and/or DNMT3A
gene mutationsé8914 were all assessed at diagnosis. Due to the
retrospective value of the study within the entire cohort of patients
(n=1275), 602 (47%) cases had available data for every variable under
study; these included 359/422 (85%) patients in the discovery cohort
and 243/853 (28%) cases in the validation series (Appendix p 5).

Molecular analyses. Targeted next-generation sequencing was
performed locally in whole bone marrow-derived genomic DNA
(gDNA) for the ASXL1, DNMT3A, KIT, RUNX1, and SRSF2 genes for
every patient. Technical details regarding library preparation, exome
DNA sequencing, alignment, variant calling and filtering of the
variants is provided in the appendix (pp 3-4). Analysis of genetic
variants of KIT at codon 816 was performed in parallel in whole bone
marrow gDNA from SM patients in the discovery cohort by a real-
time allele-specific oligonucleotide PCR, as described elsewhere!” and
in the Appendix (pp 3-4).

Statistical methods. PFS and OS curves were plotted by the Kaplan-
Meier method and measured as time from diagnosis to progression to
more advanced forms of SM and death or to the last visit in case of
stable disease and patients that remained alive, respectively. For PFS
analysis, death was not censored for consistency with previous studies
analysing PFS in SM.5 To calculate weighted 95% confidence intervals
for PFS and OS the Greenwood's correction was used. The log-rank
test was used to establish the statistical significance of differences
between survival curves. For multivariate analysis, the covariate
adjustment model followed by the Cox proportional hazard
regression (with forward stepwise variable selection) model was
applied to those variables that showed prognostic impact on PFS and
OS in the univariate analysis. For those three variables for which >2
distinct cut-offs had been used previously (i.e. haemoglobin <100 g/L
or <110 g/L, platelets counts <100x10°/L or <150x10°/L, and SAP 2100
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IU/L or 2140 IU/L), each cut-off was separately
considered in the multivariate analysis. The one with
the higher hazard ratio (HR) and lower p-value was
chosen for subsequent analyses. Harrells’
concordance index (C-index) and 95% confidence
intervals (CI) were used to evaluate the ability of the
individual prognostic scores to predict outcome. C-
index was initially calculated as Somers” D
differences and then transformed into the Harrell’s C-
index (Somers” D+1)/2).18 C-index values of <0.7
indicated no discrimination, while 0 7-0 8 reflected
fair, 0 8-09 good and >0 9 C-index values excellent
discrimination. The predictive impact on PFS and OS
between he different score odels was compared in the
entire SM patient cohort as well as in the major
NonAdvSM and/or AdvSM cohorts, depending for
which group each individual prognostic models had
been initially proposed; in addition, PFS and OS
analyses were repeated in the subgroup of patients,
in which all prognostic variables had been
simultaneously assessed (n=602). All statistical
analyses were performed with the SPSS software
version 20 0 (IBM Corporation, Armonk, NY).

Results

Discovery and Validation sets. A total of 1275 SM
patients were studied including a discovery cohort of
422 SM patients (219 men and 203 women; median age
at diagnosis: 48 years [range: 0-79 years]) and a
validation cohort of 853 SM patients (476 men and 377
women; median age at diagnosis of 55 years [range:
0-91 years]) followed for a median of 5 0 years (range:
0-15 years) and 46 years (range: 0-35 years),
respectively. Patients in both cohorts showed overall
similar clinical, biological, and molecular features,
although a greater frequency of SM-AHN cases
(753% vs 62%, p=004) at the expense of lower
prevalence of ASM was observed among AdvSM in
the validation vs the discovery cohorts (19 4% vs 36%,
p=0-004) (Appendix p 5). At the moment of closing
this study, 34 patients in the discovery cohort (24
NonAdvSM and 10 AdvSM) and 47 patients in the
validation cohort (19 NonAdvSM and 29 AdvSM) had
progressed to more advanced forms of SM while 28
patients in the discovery cohort (6 NonAdvSM and 22
AdvSM) and 135 in the validation cohort (22
NonAdvSM and 113 AdvSM) had died of SM-related
causes with 10-year PFS (90%, 95% CI: 86-94%; and
89%, 95% CI: 85-93%, respectively) and OS (87 %, 95%
CI: 81-93%; and 72%, 95% CI: 66-78 %, respectively).

Progression-free and overall survival estimates of
the prognostic scores. As expected, our results
confirmed the clinical value of all seven prognostic
score models (i.e. the REMA-PFS, REMA-OS,
NonAdvSM-IPSM, AdvSM-IPSM, MAPS, CRS, and
MARS) (p<0 001) employed to predict for PFS and/or
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Table 1. Prognostic impact of individual clinical, laboratory and molecular variables included in recently proposed
prognostic scores for SM (n=422): univariate and multivariate analysis for progression-free survival (PFS) and overall
survival (OS).

Univariate analysis Multivariate analysis
PFS* 08 PFS* 08
! s 1oy s 1oy R HR
VARBLES N o o P ol o T | ewey T ey T
Age (at diagnosis) <60y ‘ 329 9% %4 w0l 98 9 00! NS \s
260y S R Y 86 7
Haemoglobin <100 (g/L ) 4 2
aemoglobin <100 (g/L) : 68 5 001 58 7 001 NS xS
>100(glL) D40 | %5 R 9 95
Haemoglobin <110 (g/L) bR 67 47 65 37 47
: <0001 <0-001 NS g 002
SH0@L) 1 389 | 9% 9% 9% (-7-127)
N- of platelets <100 (x 10°L) | 25 61 51 54 41 32
‘ <0001 <0001 0-008 NS
SI0x10°L) ¢+ 397 | 95 93 9% 95 (1-3-76)
N-of platelets <IS0(x10°L) | S0 | 66 6l 6 53
| <0001 <0-001 NS NS
SI0IL) 1 3 | 9T % 9 97
SAP <100 (IU/L) P25 | 99 98 9 98
: <0001 <0001 N NS
>100 (IU/L) R I A 8 T4 S
< i :
SAP <140 (IUL) | I T 74 002
>140 (IUL) s ol e s 7555 (2:0:26°6)
SBT <125 (ng/mL) 75} 9 98 100 98 64
! <0-001 <0-001 0004
>125 (ng/mL) P00 60 80 68 (1:8-23-1)
SP2M <2:5 (ug/mL) bo3s | 100 98 100100 118
! <0001 <0001 <0001
)5 (ug/iL) LTS 6T 5 7858 (3:2433)
WBC <16 (x10°L) oA | %5 9% 9 %
<0001 <0-001 NS NS
216 (x10°L) L0 |76 MR 7 MR
KITDSIGVAF<I%inBM ' 248 | 99 99 98 98
) ‘ <0-001 <0-001 NS NS
>1%imBM 1 149 | 85 76 90 79
SIRID  Wild type P30 | 9% 9% 9 97 65
| <0001 <0-001 0-001
Mutated VI ) 0 53 (2:2-18)
S/A/R/D 0 Mutations P30 |95 93 9% 9
1 Mutation b6 7% 66 <0001 | 75 48 <0-001 NS NS
>) Mutations Lo 16 66 44 3535

Abbreviations: AF, allele frequency; BM, bone marrow; Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; NR, not reached; NS, not
statistically significant; SAP, serum alkaline phosphatase; S/A/R/D, SRSF2/ASXLI/RUNXI/DNMT34; sp2M, serum beta-2-
microglobulin; sBT, serum baseline tryptase; WBC, white blood cells; y, years; *, PFS analyses were defined considering progression
only as transformation to a more advanced form of SM.

OS on both the discovery cohort (Table 3) and the entire set (Appendix
pp 14-18) of patients with SM. This was reflected by a significantly
lower 5- year and 10-year PFS and OS rates from the low-risk to the
high-risk patient groups, as defined in each classification model for both
the entire patient cohort and for the NonAdvSM or AdvSM patient
groups for which each score had been specifically proposed (Table 3 and
Appendix pp 14-18).

Interestingly, similar results were found between the PFS and OS
estimates for patients included in the originally reported data sets for
each of the score models compared to our cohort, including similar i) 10-
year PFS rates for NonAdvSM-IPSM low-risk (96% vs 98%),
intermediate-1 (86% vs 84%) and intermediate-2 risk (76% vs 59%)
patients; ii) median PFS rates (years) for the REMA-PFS score 0 [not
reached (NR) vs NR], score 1 (NR vs NR), score 2 (10 vs 7) and score 3
(2 vs 2); and iii) median OS for the MARS low-risk (NR vs NR),
intermediate (4 3 vs 4 1) and high-risk (1 9 vs 2) groups; and iv) the

128

CRS low-risk (NR vs 11), intermediate (39 vs
4 4) and high-risk (2 5 vs 1 9) cases; as well as v)
the MAPS low-risk (NR vs NR), intermediate-1
(7 vs 6 3), intermediate-2 (3 vs 3 9) and high-risk
(1 vs 3) patient groups; and vi) the REMA-OS
score 0 (NR vs NR) and score 1 (7 vs 5) groups of
patients.

Construction of a Global Prognostic Score for
SM (GPSM). Currently available prognostic
scores for SM only assess a fraction of all clinical,
laboratory, and molecular variables each that
have independent prognostic value in SM. Thus,
we first investigated the prognostic impact of all
these prognostic variables in a discovery cohort
of 422 SM patients in which all variables were
available in 85% of cases (Appendix p 5). Overall
our results confirmed that when individually
examined, all clinical, laboratory, and molecular
variables assessed have prognostic impact on
both PFS and OS of our SM patients (p<0-001)
(univariate analysis in Table 1). Multivariate
analyses based on the same variables revealed
distinct ~ combinations  of  independent
parameters to predict PFS and for OS (Table 1)
that included: i) platelet counts <100x10%/L
(HR: 32; 95% CI: 13-76; p=0008), together
with sp2M 22 5pg/mL (HR: 11 8; 95% CI: 3 2-
43 3; p<0001) and sBT >125ng/mL (HR: 64;
95% CI: 18-231; p=0004) for PFS ; and ii)
haemoglobin <110g/L (HR: 47; 95% CI: 17-
127; p=0-002), SAP 2140IU/L (HR: 7 4; 95% CI:
20-266; p=0002) and the S/A/R/D (SRSF2,
ASXL1, RUNX1 and/or DNMT3A) gene
mutations (HR: 6 5; 95% CI: 22-18 8: p=0001)
for OS (Table 1). Based on the relative weight
(i.e. HR) of these variables in multivariate
analysis, two separate (global) prognostic score
(GPS) models were developed, with the aim to
predict PFS (GPSM-PFS) and OS (GPSM-OS) in
patients with SM (Table 2). Subsequently,
patients were stratified into the low-risk,
intermediate-risk, and high-risk groups defined
by these GPSM models for PFS (score of 0; 1-3 5;
and >3 5; respectively) and OS (score of 0; 1-1 5;
and >2; respectively), with the following patient
distribution in the discovery cohort: 304 low-
risk, 47 intermediate-risk, and 48 high-risk
patients with 5 year-PFS rates of 100%, 95% and
58%, respectively, and 10 year-PFS rates of 99%,
83% and 46%, respectively (p<0001; data was
missing in 23 patients); and, ii) 330 low-risk, 43
intermediate-risk and 38 high-risk cases with
median 5 year-OS of 100%, 94% and 62%,
respectively, and 10 year-OS of 100%, 94% and
30%, respectively (p<0001; data missing in 11
cases), (Figure 1A).
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Table 2. Global prognostic score models (GPSM) for progression-
free survival (PFS) and overall survival (OS) of SM patients.

PFS oS
VARIABLES Score Score
Haemoglobin <110 (g/L) 1
N. of platelets <100 (x 10%/L) 1
SAP >140 (IU/L) 1-5
sBT >125 (ng/mL) 2
sp2M >2-5 (ug/mL) 35
SRSF2, ASXLI, RUNXI, and/or DNMT3A gene mutations 1
GPSM
Low-risk 0 0
Intermediate-risk 1-3-5 1-1-5
High-risk >3-5 >2

Abbreviations: SAP, serum alkaline phosphatase; sp2M, serum beta-
2-microglobulin; sBT, serum baseline tryptase.

Of note, patients in the intermediate risk group for the GPSM-PFS or
the GPSM-OS models showed low sB2M and SAP levels associated
with other adverse features. This translated in a closer (but poorer)
outcome to that of low-risk cases. This would allow for a simplified
categorization of SM patients into just low-risk and high-risk cases
with both GPSM-PFES (10-year PFS rates of 98% and 44% for low
[score of 0-3 5] and high-risk [score >3 5] cases, respectively) and
GPSM-OS (10 year-OS rates of 99% and 28%, for low-risk [score of 0-
1 5] and high-risk [score >1 5] patients, respectively). These results
were further confirmed in a multicentre-based validation cohort of
SM patients with clearly distinct outcomes for low-risk,
intermediate-risk, and high-risk patients as defined by the GPSM
scores for PFS and OS: i) GPSM-PFS stratified 480 patients as low-
risk, 90 intermediate-risk, and 100 high-risk SM patients with 5 year-
PFS rates of 98% vs 93% vs 75%, respectively, and 10 year-PFS of 96%
vs 93% vs 54, respectively (p<0-001); and GPSM-OS identified 612
low-risk, 41 intermediate-risk, and 115 high-risk cases, with 5 year-
OS of 99%, 61% and 30%, respectively, and 10 year-OS of 97%, 35%
and 23, respectively (p<0001) (Figure 1B).

Comparison between the GPSM score for PFS and OS and other
risk stratification models for SM. Comparison among the distinct
scoring systems, including the GPSM score proposed herein,
showed important differences among the scoring models (Figure
2). Thus, in the entire cohort (discovery + validation set), the
proposed GPSM-PFS and the REMA-PFS scores were those
showing the highest predictive value for PFS, as reflected by
(highest) C-index values of 084 and 083 (vs 077 for the other
models tested), respectively (Figure 2A). In turn, the GPSM-OS and
AdvSM-IPSM scores were the scoring models that showed best
discrimination for OS (C-index of 0 92 and 0 90), together with the
MAPS (C-index: 0 88) and MARS (C-index: 0 86) risk stratification
models (Figure 2B). When NonAdvSM and AdvSM patients were
considered separately, similar results were observed. Thus, the
GPSM-PFS and REMA-PFS models were those displaying the
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highest C-index values for PFS within NonAdvSM
patients (085 vs 093, respectively) (Figure 2C),
while the AdvSM-IPSM score and the GPSM-OS
were the best models for OS within AdvSM patients
(C-index: 073 and 072 vs 064-069 for the other
risk stratification models tested) (Figure 2D). Very
similar results were observed when the distinct
prognostic scores were compared exclusively
among those 602 patients (441 NonAdvSM [431
indolent SM and 10 smouldering SM] and 161
AdvSM [38 aggressive SM, 117 SM with associated
haematological neoplasm, and 6 mast cell
leukaemia]) in whom data was available on all
variables selected for the entire set of prognostic
models (Figure 2, right panels).

Contribution of the GPSM scores to re-stratification
of patient risk-groups defined by other prognostic
models.

Interestingly also, both the GPSM-PFS and the
GPSM-OS models could effectively discriminate
between patients with significantly distinct outcomes
among those classified in individual risk categories
defined by the NonAdvSM-IPSM, REMA-PES,
AdvSM-IPSM, MARS, CRS, and MAPS scoring
models (Appendix pp 19-21). For example, re-
stratification of patients assigned to distinct risk
groups by the REMA-PFS based on the GPSM-PFS
score proved useful to redefine the REMA-PFS low
(score 0) (p<0001), intermediate-1 (score 1) (p=0 01),
and intermediate-2 (score 2) (p=004), into two and
three subgroups of SM patients with significantly
different outcomes (Figure 3A); in addition, a small
group of patients (6/394) that were included in the
REMA-PFS high-risk category but showed a better
outcome were also identified based on the GPSM-PFS
criteria (Figure 3A). Similarly, the GPSM-OS score
allowed more accurate re-stratification of low and
intermediate risk groups as defined by the AdvSM-
IPSM model into two and three patient subgroups
with significantly different OS (p<0-001) for both
AdvSM-IPSM low risk (AdvSM-1) and intermediate
risk categories (AdvSM-2 and AdvSM-3) (Figure 3B).
Similar results were obtained when the GPSM scores
were used for re-stratification of patients included in
the risk groups as defined by the NonAdvSM-IPSM
score for PFS and the REMA-OS, CRS, MARS, and
MAPS models (Appendix pp 19-21) for OS.

Discussion

Here, we investigated in a large cohort of 1275 SM
patients the prognostic impact of all clinical,
laboratory, and molecular variables that have
emerged as independent prognostic factors in
recently proposed risk stratification models for both
PFS and/or OS. As expected, we confirmed the
prognostic impact of all individual prognostic factors
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Table-3. Prognostic impact on progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) of the WHO classification and the differen

scores previously proposed for mastocytosis in the discovery cohort of 422 SM patients: univariate analysis.

Univariate analysis
All SM NonAdvSM AdvSM
. PFS* 08 . PFS* 08 _ PFS* 08
. © Sy 10y Sy 10y 'Sy 10y Sy 10y '+ Sy 10y Sy 10y
Prognostic Score Niew e P e ) N ) ) (%) (%) New e "o )
WHO (Valent P et al. Blood 2016) i i i
Indolent SM 368: 96 93 99 97 | |
Smouldering SM 41100 100 100 100 ; ;
SM-AHN 18 145 34 <0:001| 60 44 <0-001 ' '
Aggressive SM 31:92 92 70 64 ; :
Mast cell leukaemia 1 1100 NR 100 NR ! ;
REMA-PFS (Munoz-Gonzalez JI et al. , , ,
Blood 2019) ! ! !
Score 0 2171100 100 2141100 100 !
Score 1 111197 91 10199 93 |
Seore 2 46 63 54 U001 w0 47 00 E
Score 3 10 140 20 8125 13 .
REMA-OS (Munoz-Gonzalez JI et al. : : :
Blood 2019) : ! :
Score 0 398 9% 94 ] 99 99 ]
Score | 2% 76 50 00T g9 56 0001
NonAdvSM - IPSM (Sperr W et al. | | |
Lancet Haematol 2019) i i !
Low risk 249199 98 99 98 245199 99 99 99 !
Intermediate risk 1 108189 82 <0-001| 95 89 <0-001 | 91193 86 <0001 |99 96 0-002|
Intermediate risk 2 381 64 48 75 55 18149 37 100 75 i
AdvSM - IPSM (Sperr W et al. Lancet | | |
Haematol 2019) E E E
AdvSM-1 342199 97 100 99 ! 5 1100 100 100 100
AdvSM-2 4677 71 91 69 ] 10} 89 89 89 59
AdvSM-3 26160 51 V0 gg g 00T Big 6 |6 o V0
AdvSM-4 8 155 NR 46 NR : 8 155 NR 46 NR
MAPS (Pardanani A et al. Blood ; ; ;
Advances 2018) ' ' '
Low risk 371, 99 98 | |
Intermediate | 8 100 80 <0-001 | 4 100 100 g
Intermediate 2 6 ! 82 NR ! 51 78 52
High risk 37 59 45 5 37! 59 45
CRS (Jawhar M et al. J Clin Oncol 2019) ! ! !
Low risk 375! 9 97 ] i § 80 67
Intermediate risk 28 76 57 00 5 20 65 51
High risk 16 ! 55 35 : 16 ! 55 35
MARS (Jawhar M et al. ] Clin Oncol : : :
2019) : : :
Low risk 381, 99 97  <0-001 : 12 91 78
Intermediate risk 17 1 88 60 ! 13 84 72 003
High risk 24 ! 45 31 ! 24 ! 45 31

Abbreviations: AdvSM: advanced systemic mastocytosis; NonAdvSM, non-advanced systemic mastocytosis; NR, not reached; NS, not
statistically significant; SM, systemic mastocytosis; *, PFS analyses were defined considering progression only as transformation to a more

advanced form of SM.

included in these models568° with similar median PFS and
OS rates in our cohort compared to those reported in the
original data sets for each score model.568° However,
multivariate analysis based on the Spanish REMA cohort of
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422 SM patients revealed two unique combinations
of independent prognostic factors for improved

prediction of PFS and OS.
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These included a combination of
widely available parameters such as
the platelet count, sBT, and sp2M
levels for PFS and a set of other
variables (haemoglobin, SAP, and
the S/A/R/D mutations) for OS.
Several of these parameters have
been tested frequently, and some
emerged as independent prognostic
factors (platelet counts <100x10%/L,
SAP=140 UI/L, and presence of
mutations within the S/A/R/D
genes) in at least two prognostic
models. Finally, some risk factors,
like sp2M, had not been applied
broadly in many centres and were
thus only selected in a single risk
model.? Based on all prognostic
factors evaluated, we established
two separate prognostic scores, one
for predicting PFS (GPSM-PFS) and
one for predicting OS (GPSM-OS) in
patients with SM. In addition, both
models proved to be of value for
risk stratification in the total cohort
of SM patients, as well as in both the
NonAdvSM and AdvSM patients
groups when examined separately.
Overall, our results confirmed that
all previously proposed prognostic
scoring systems for SM stratified
our patients into two to four risk
groups with significantly distinct
outcomes in terms of PFS and/or
0s.

Since complete data on all
individual prognostic factors was
missing in a substantial fraction of
the patients, particularly in the
validation cohort, due to the
retrospective and  multicentric
nature of the study, all analysis
were reported in the cohort of 602
patients with complete data with
identical results. Despite all the
above, we observed important
differences between them,
depending on the prognostic
outcome (endpoint) examined (PFS
vs OS) and the specific group of SM
patients analysed (all patients vs
NonAdvSM or AdvSM cases).
Thus, further comparison of the
GPSM  models vs previously
reported risk classifications
performed in the entire patient
cohort showed that all four models
evaluated for PFS59 provided a
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Figure 1. Progression-free survival (PFS*) (panel A) and overall survival (OS) (panel B) Kaplan-Meier
estimates of SM patients stratified according to the proposed global prognostic scores for SM (GPSM)
in the discovery and validation cohorts. Abbreviations: NR, not reached; *, PFS analyses were defined considering
progression only as transformation to a more advanced form of SM.

IE Discovery cohort

GPSM-PFS GPSM-0S
. 100% - 1006 ;
£ Low-risk  p<0-001 ‘ Low-risk
E e - —_— s so% Intermediate-risk ~ P<0-001
E —_—
3 Intermediate-risk ®
2 60%-| 2 60%
; - :
< aos High-risk -~ High-risk
2 _ u ;
8 209 100095 1000) 3908 L00%) 8 209  51:05(95%CI) 10y-05 (95%C)
5 e s e
& 0% —58% “‘7?%’ 45%‘28'5“?"’ : ooel —B2HAETE%)  30%(12-48%)
o s 10 is 0 5 10 15
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
Low-risk 304 142 71 26 Low-risk 330 159 72 42
Int.-risk 47 18 12 5 Int.-risk a3 28 13 3
High-risk 48 19 8 3 High-risk 38 13 5 2
Validation cohort
GPSM-PFS GP5M-05
& 10096 parmpes Low-risk 10026
= Intermediate-risk p<0-001 LoweniX p<0-001
2 B0% ® 808 5y-05 [95%CI) 10y-OS (95%C1)
2 LH g erkjeseon) s den)
g 60% _ i % 60%56- 30%(25-35%)  23%(18-28%)
& High-risk 2
096 = 26| \—l
.S = [ e Int.-risk
8 5y-PFS (95%C1) 10y-PFS (95%C1) g 3 o
A — 7- 96%(95-97% - s g 6
) . —ggéﬁgu-ggﬁ 93%{90-9 sr,} 20% ngh-nsh
e —75%(69-81%)  54%(45-63%)
o 0% : ; : 0%
o s 10 1s o s 10 15
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
Low-risk 480 288 81 12 Low-risk 612 331 95 17
Int.-risk 90 43 14 6 Int.-risk a1 12 3 1
High-risk 100 21 3 0 High-risk 115 17 5 1

good prediction of PFS, with the best performance being attained by the GPSM-PFES and the
REMA-PEFS scores. Similarly, all risk score models except the REMA-OS score performed well
in evaluating OS. Despite this, the AdvSM-IPSM and the GPSM-OS scores, together with the
MAPS and MARS models, were those showing the best performance for OS. Of note, both the
GPSM-PFS score and the GPSM-OS model proved useful in discriminating patients with
distinct survival rates (PFS and OS, respectively) among individual risk groups, as defined
by the other previously proposed risk stratification models. Similar results for the distinct
score systems were observed for PFS of NonAdvSM, when the REMA-PFES followed by the
GPSM-PFS models emerged as the most robust risk classifications. Of note, these two scores
(GPSM-PFS and REMA-PFES) are the only models in which sp2M was available and selected
for patient risk stratification, suggesting this variable provides important information related
to the likelihood of SM patients undergoing disease progression, particularly among
NonAdvSM.
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Figure 2. Comparative analysis of the impact of currently available risk stratification scores vs the proposed
GPSM model to predict for progression-free survival (PFS*) and overall survival (OS) in SM. Panels A and B
show PFS and OS in the entire patient cohort, respectively; panel C, PFS in the NonAdvSM; and panel D, OS in AdvSM. In each
panel (A to D) data is shown for the entire SM cohort (n=1275) of NonAdvSM (n=998) and AdvSM (n=277) patients (left column),
and for those patients with available complete data on all prognostic factors (right columns) for all SM groups (n=602) including
NonAdvSM (n=441) and AdvSM (n=161). Results are expressed as median C-index values and 95% confidence intervals, where
C-index values <0 7 indicate no discrimination, between >0 7 and <0 8 fair discrimination, between >0 8 and <09 good and >0 9
an excellent discrimination. *, PFS analyses were defined considering progression only as transformation to a more advanced

form of SM.
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The better performance for PFS
of these scores including sp2M
could be related to the fact that
in contrast to other biomarkers
such as serum baseline
tryptase that closely reflect the
tumour burden, sp2M is a
marker of undergoing immune
response that also reflects the
interaction ~ between  the
neoplastic mast cells and the
tumour microenvironment,!9
leading to an independent
predictive value, as also
recurrently shown for other
haematological malignancies.20
In contrast, none of the scores
evaluated was able to
adequately predict progression
to more advanced forms of SM
within AdvSM patients (data
not shown). This might be
because the classification of SM
in NonAdvSM vs AdvSM is
already a most potent
prognostic score model and

C-Index (95% CI)

082 (0-78-0-86)
076 (0-70-0-80)
074 (0:68-0:79)
081 (0-75-0-86)

C-Index (95% Cl)

067(062-071)  pecause most AdvSM patients
:2:::';:'2 ::: already display diagnostic
067 (0-83-051) features associated with a large
0-81(0-77-0-86) mast cell tumour burden and
084 (0-80-0:89) poorer prognostic PFS

0:8210:8>0.92) features, usually in the absence

of progression to even more
advanced disease subtypes
(overall progression of 39/277
AdvSM cases, 14%) prior to
death. In addition, the
definition of the onset of
another neoplasm within SM
with associated haematological
neoplasm and mast cell
leukaemia remains a challenge
due to the clinical
heterogeneity of the different
associated haematological
neoplasms that have been
reported in association with
SM#2122  and the lack of
progression of the great
majority of mast cell leukaemia
cases.22324
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Similarly, all the risk scores
tested could predict OS
among AdvSM and
NonAdvSM cohorts.
Despite this, the AdvSM-
IPSM and GPSM-OS scores
displayed  the  highest
predictive value among all
risk models tested in both
the NonAdvSM and AdvSM
patient groups. Altogether,
the REMA-PFS  score
followed by the herein
proposed GPSM-PFS model
are robust for prognostic
stratification of NonAdvSM
patients already at diagnosis
into groups with different
probabilities of undergoing
disease = progression. In
contrast, the AdvSM-IPSM
and  GPSM-OS  scores
followed by the MAPS and
MARS systems were the best
predictive models for OS of
SM patients, particularly of
AdvSM patients. It is open
for discussion why a score
solely based on the analysis
of clinical and laboratory
parameters without
molecular biomarkers (i.e.
AdvSM-IPSM), showed an
equivalent and perhaps
better performance vs other
molecular-based risk
stratification ~models. In
part, this might be due to the
fact that the variables
selected might better reflect
the overall genetic and
molecular instability of the
tumour, and thereby
replacing the overall value
of the molecular markers.
However, it should also be
considered that among all
risk stratification models
proposed so far, the AdvSM-
IPSM model was based on
the largest cohort of
(multicentre) SM patients,
which might confer it
greater  robustness and
reproducibility.5689

Figure 3. Kaplan-Meier estimates of the prognostic impact of the GPSM-PFS and GPSM-OS scores on
progression-free survival (PFS*) and overall survival (OS) of SM patients classified into distinct risk
groups by the REMA-PFS? (panel A) and AdvSM-IPSM? (panel B) risk stratification models. In panel A
the impact of the GPSM-PFS score on PFS is shown, while in panel B the prognostic value of the GPSM-OS score on OS
is displayed. 9, Mufioz-Gonzalez J1, et al. Blood 2019; 5, Sperr W, et al. Lancet Haematol 2019. *, PFS analyses were
defined considering progression only as transformation to a more advanced form of SM.
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Figure 3. Kaplan-Meier estimates of the prognostic impact of the GPSM-PFS and GPSM-OS scores on
Taken together, our findings progression-free survival (PFS*) and overall survival (OS) of SM patients classified into distinct risk
have several important practical groups by the REMA-PFS? (panel A) and AdvSM-IPSM? (panel B) risk stratification models. In panel A
the impact of the GPSM-PES score on PFS is shown, while in panel B the prognostic value of the GPSM-OS score on OS
is displayed. 9, Mufioz-Gonzalez J1, et al. Blood 2019; 5, Sperr W, et al. Lancet Haematol 2019. *, PFS analyses were
defined considering progression only as transformation to a more advanced form of SM.

implications. First, they indicate
in case genetic mutations other
than the KIT allele burden in

bone marrow are not available, p—
they are not strictly required for
adequate prognostication. 1009% i p<0:001
Secondly, they show that even - HLHP __ SyOsiesKa) 10v-0s(e5%cl)
in case the KIT allele burden in z ST A e
bone marrow was not assessed T N — R TR
at diagnosis, its prognostic 2 a0 T
impact on PFS (as proposed E dvsh3 T LI_‘;
previously by the REMA-PFS 6 20%
score) may be satisfactorily el
replaced in the herein proposed o s 10 1s
GPSM-PFS score by inexpensive Time from diagnosis (vears)
and widely available laboratory =~ = == === = oo e e e e e e e oo
parameters such as the platelet
count in blood combined with
sBT levels along with sp2M, AdVSVHPSM-L AdvSM-1PSM-2
already selected also in the mO%L frmepm— o 100% ]y p<0-001
- i _ PSM-0S (Low risk| GPSM-OS (nt. rsk] _
REVATTS, In the absence of £ o p0001 E o P35 fow 150
. . > >
associated prognostic markers. % 60% S é 60% \ ‘GPSM_P"Fs"mi;k]‘
Similarly, risk stratification of B [ GPSHDS [High risk)
SM patients for OS based on the 8 20%|_ Srosteswc) dovostska) 8 2om]_ Jrostea) worostesa)
AdvSM-IPSM  score has  the |t =
advantage over the GPSM-OS, 0 5 10 1s 0 5 10 1s
MAPS, gand MARS scores of N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
relying on a set of easily ~ AdSMIPSM(AdSML) 385 . 35 AvSMIPSM{Aavsma) 9t 3 1 :
accessible blood markers such GPSM-0S (Lowrisk) 347 177 91 3 GPSM-0S (Lowrisk) 57 20 7 2
as haemoglobin levels, platelet (int.risk) 34 19 10 P (ntrisk) 17 9 3 1
and WBC counts, and sBT, (Highrisk) 4 3 2 0 (Highrisk) 18 8 ] 0
while it does not require more
complex analyses of genetic
mutations  associated = with AdvSM-IPSM-3 AdvSM-IPSM-4
patient outcome in other SM
prognostic models.8914.25 100%7 p=0-03 100%1 NS
However, assessing these E so% - £ sox PSS it 1)
genetic mutations has the 5 L .1‘3"5"“'05“"‘””’k"'“t-"s“l 3 . "
advantage of being a stable and g o7 \ g o \\
reliable marker for patient % 20%] L % ao%| L __Srassic) 1ovseokcy
follow-up,2 that are not 2 "1 GPSWLOS (High rsk) 3 | o
(usually) altered by current 208 _srostoskal ;‘;;ﬂ;!:g:]‘”]j- | o L
drug treatments or by 0% )—33%(25741%)-% 25%(17-33%) - ~ o%e . Gl’Sl\:'-OOS(HIEhriskllys
infectious/ allergic processes, N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
unlike  other clinical ~ and  Gyripcuingems s 3 7 1 AdvSMHIPSM (AdvsM-4) 34 6 0 0
i%l?ggl}ézﬁr:gsiase‘j;g;;s GPSM-OS([owr‘isk) 14 5 0 0 GPSM-0S (Low r.isk) 0 0 0 0
(Int.risk) 21 8 2 0 (Int.risk) 3 1 0 0
(Highrisk) 57 10 5 1 (Highrisk) 31 5 0

134 www.thelancet.com/haematology November 2020


http://www.thelancet.com/haematology

Articles

Of note, even under these circumstances, the AdvSM-IPSM score
model outperformed the other scores that are based on a
combination of clinical and laboratory parameters and molecular
markers, indicating that when not available gene mutations other
than diagnostic KIT mutations might be replaced by other more
widely available laboratory parameters for prognostic purposes in
SM patients. Another advantage of the GPSM-PFS and AdvSM-
IPSM score models relies on their potential utility for minimally
invasive blood-based patient monitoring and (potential) re-
stratification during follow-up as they do not require more invasive
procedures such as those involved in bone marrow sampling.
However, further longitudinal studies in large series of SM patients
with long follow-up are required to confirm this hypothesis.

Overall, our findings provide guidance on the performance of
currently available prognostic scores that facilitate selecting the most
informative risk models for adequate patient stratification,
therapeutic decisions and clinical management of SM patients, both
in the real world and in future clinical trials.
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Supplementary Text
Material and Methods

Patients and samples. Patients (n=853) in the validation cohort were diagnosed in the following centers:
Stanford University School of Medicine / Stanford Cancer Institute, Stanford, California (n=168 patients);
Department of Hematology and Oncology, Medical Center, Faculty of Medicine, University of Freiburg,
Freiburg, Germany (n=68 patients); Hematology and Oncology, University Hospital Mannheim,
Heidelberg University, Mannheim, Germany (n=90 patients); Section of Hematology, Department of
Medicine, Verona University Hospital, Verona, Italy (n=426 patients); Department of Internal Medicine I,
Division of Hematology and Hemostaseology, Medical University of Vienna, Vienna, Austria (n=91
patients); Department of hematology of the Hospital Universitario y Politécnico de la Fe, Valencia, Spain
(n=4 patients); Hospital San Pedro Alcantara, Caceres, Spain (n=3 patients); Hospital Virgen de las Nieves,
Granada, Spain (n=2 patients); Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander, Spain (n=2

patients); and Hospital Universitario Central de Asturias, Oviedo, Spain (n=1 patient).

Molecular analyses. For preparation of DNA libraries, the TruSeq Custom Amplicon Low Input kit
(Illumina, San Diego, CA) was used, and gDNA from each of the 422 SM patients from the discovery
cohort and 81 patients from the validation cohort, for whom genetic data was not locally available, was
subsequently sequenced at a 2x150bp read length on a HiSeq 2500 genome sequencer (Illumina) with an
average of 645,407 paired end filter reads per sample and a mean coverage of 1660X. Reads were then
aligned to the hg19 human reference sequence using the Smith-Waterman algorithm.! For variant calling,
the Illumina Somatic Variant Caller/Genome Analysis toolkit (GATK) was used; filtering was conducted
manually using the following previously described? selection steps: i) only those non-synonymous coding
genetic variants identified with >1% allele coverage were initially selected; ii) the sequences obtained were
subsequently compared to the 5,000 exomes,’ the IBS 1,000 Genome Project* and the EXAC> population
databases in order to discriminate between somatic variants and single nucleotide polymorphisms (SNPs);
iii) from the remaining genetic variants, only those that had not been previously reported in Spanish, African
or European (non-Finnish) populations and/or those with a minor allele frequency (MAF) <0.1% were
further considered; and, iv) potentially deleterious variants as defined both by the SIFT® and PolyPhen’
algorithms, were finally selected. All genetic variants identified were subsequently confirmed by Sanger
sequencing on gDNA extracted from BM and/or PB from the same patient (kindly provided by the Spanish

National DNA Bank Carlos III, University of Salamanca, Salamanca, Spain; http://www.bancoadn.org).
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For a more stringent approach to pathogenicity, variants were classified as variants of unknown significance
(VUS) or pathogenic variants, as described elsewhere.®® Only those variants classified as pathogenic were
considered for the purpose of this study following the standards and guidelines of the American College of

Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology.’
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Supplementary Table S1.- Clinical, biological, and genetic features observed at diagnosis in
NonAdvSM (n=998) and AdvSM patients (n=277) included in the Discovery and Validation

cohorts.

NonAdvSM AdvSM
(n=998) m=277)
R e R R
WHO diagnostic subtypes
Indolent SM 368/372 (99%) 607/626 (97%) NS
Smouldering SM 4/372 (1%) 19/626 (3%) NS
Aggressive SM 18/50 (36%) 44/227 (19-4%) 0-004
SM-AHN 31/50 (62%) 171/227 (75-3%) 0-04
Mast cell leukaemia 1/50 (2%) 12/227 (5-3%) NS
Age at diagnosis (years) 46 (0-78) 50 (0-83) <0-001 64 (15-79) 65 (24-91) NS
>60y 63/372 (16-9%) 161/468 (25-7%) 0-001 31/50 (62%) 160/227 (70-5%) NS
Sex (F) 185/372 (49-7%) 301/626 (48-1%) NS 18/50 (36%) 76/227 (33-5%) NS
Organomegalies:
Hepatomegaly 23/359 (6-4%) 36/618 (5-8%) NS 15/38 (39-5%) 112/212 (52-8%) NS
Splenomegaly 27/363 (7-4%) 27/619 (4-4%) NS 33/49 (67-3%) 154/215 (71-6%) NS
Haemoglobin (g/L) 14-5 (10-19) 14-1 (10-18-2) NS 10-3 (7-15) 11-1(5-8-18-1) NS
<100 0/372 (0%) 1/624 (0-2%) NS 23/50 (46%) 78/226 (34-5%) NS
<110 5/372 (1:3%) 3/624 (0-5%) NS 29/50 (58%) 110/226 (48-7%) NS
N. of platelets (x 10%/L) 241 (101-480) 253 (68-511) 0-002 98 (16-749) 140 (5-979) NS
<100 0/368 (0%) 1/625 (0-3%) NS 25/50 (50-0%) 85/227 (37-4%) NS
<150 17/372 (4-6%) 12/625 (1-9%) 0-015 34/50 (68%) 113/227 (49-8%) 0-04
SAP (IU/L) 69 (6-290) 70 (22-343) NS 182 (48-731) 167 (30-1679) NS
>100 67/354 (18:3%) 103/613 (16-8%) NS 33/41 (80-5%) 167/237 (70-5%) NS
>140 27/371 (7-:3%) 28/613 (4-6%) NS 29/41 (70-7%) 134/237 (56-5%) NS
sBT (ug/L) 29 (1-1298) 262 (3-819) NS 180 (5-1469) 170-5 (4-1930) NS
>125 44/372 (11-8%) 50/626 (8%) NS 32/47 (68-1%) 133/221 (60-2%) NS
>200 26/372 (7%) 21/626 (3-4%) 0-013 22/47 (46-8%) 88/222 (39:6%) NS
sp2M (ng/mL) 1-7 (0-:2-6-9) 1-8 (0-17-8-88) NS 3:5(1-2-7-8) 3-8 (0-7-22-6) NS
>2-5 43/366 (11-7%) 47/519 (9-1%) NS 33/38 (86-8%) 121/151 (80-1%) NS
WBC (x10%L) 6-5(1-:2-50-3) 6-5(2:5-30-1) NS 69 (1-6-23) 87 (1-4-111-7) 0-02
>16 3/372 (0-8%) 2/625 (0-3%) NS 7/50 (14%) 52/227 (22-:9%) NS
KIT D816V mutation 357/372 (96%) 561/601 (93-3%) 0-02 49/50 (98%) 195/211 (92-4%) NS
KIT D816V AF >1% BM 129/348 (37-1%) 35/90 (38-9%) NS 35/49 (71-4%) 112/124 (90-3%) 0-001
Pathogenic gene mutations:
ASXLI 4/372 (1-1%) 2/158 (1-:3%) NS 6/50 (12%) 29/160 (18-1%) NS
DNMT3A4 15/372 (4%) 5/158 (3-1%) NS 6/50 (12%) 3/160 (1-9%) 0-001
NRAS 0/138 (0%) 1/160 (0-6%) NS 0/13 (0%) 3/160 (1-8%) NS
RUNXI 1/372 (0-3%) 0/158 (0%) NS 14/50 (28%) 24/160 (15%) 0-01
SRSF2 2/372 (0-5%) 5/158 (3-2%) 0-02 21/50 (42%) 58/160 (36:3%) NS

Results were expressed as number of cases and percentage between brackets or as median values (range).
To assess the statistical significance (set at P<0-05) of differences observed among groups, the Mann-
Whitney U test was used. Abbreviations: AdvSM: advanced systemic mastocytosis; AF, allele frequency;
BM, bone marrow; F, female; NonAdvSM, non-advanced systemic mastocytosis; SAP, serum alkaline
phosphatase; sBT, serum baseline tryptase; sp2M, serum beta-2-microglobulin; SM-AHN, systemic
mastocytosis with associated haematological neoplasm; WBC, white blood cell counts; *, Mast cell

leukaemia patients were excluded from this analysis.
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Supplementary Table S2.- Clinical, laboratory, and genetic features proposed in recently reported prognostic

scores for systemic mastocytosis.

Risk-stratification model

Pvr;rgi:gf:sc REMA-PFS!  REMA-OS? N“'I‘I‘fsdﬁM' A}‘I',VS%' MAPS'  CRS® MARS?

AdvSM "

Age >60 years (at diagnosis) + + + 4 4

Haemoglobin <100 g/L + +
<110 g/L .

N. of platelets <100 x10%/L + 4 +

<150 x10%/L 4

sBT >125 pg/L +

sB2M >2-5 ug/mL +

SAP >100 IU/L +

>140 IU/L . N

WBC > 16 x10°/L -

KIT D816V AF >1% BM +

Gene mutations other than KIT' ( AIJED) ( A1+{D) (AIJ;N) (S,:R)

Abbreviations: AdvSM, advanced systemic mastocytosis; AF, allele frequency; ARD, ASXLI/RUNXI/DNMT3A;
ARN, ASXLI/RUNXI/NRAS; BM, bone marrow; IPSM, international prognostic scoring system for mastocytosis;
CRS, clinical risk score for advanced systemic mastocytosis; MARS, mutation adjusted risk score for advanced
systemic mastocytosis; MAPS, mutation adjusted prognostic score; NonAdvSM, non-advanced systemic
mastocytosis, OS, overall survival; PFS, progression free survival, REMA, Red Espafiola de Mastocitosis scores for
indolent systemic mastocytosis; SAP, serum alkaline phosphatase; sBT, serum baseline tryptase; sp2M, serum beta-
2-microglobulin; SAR, SRSF2/ASXL1/RUNXI; WBC, white blood cell counts; +, variable included in the specified
prognostic score; !, Pardanani A, et al. Blood Adv 2018; 2, Mufioz-Gonzalez J1, et al. Blood 2019; 3, Jawhar M, et al.
J Clin Oncol 2019 ; 4, Sperr W, et al. Lancet Haematol 2019.
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Supplementary Table S3.- AdvSM patients: cytoreductive treatment received during
clinical follow-up.

ID# Diagnosis at last follow-up Cladribine  Midostaurin Other
Discovery cohort
#5 ASM Yes No =
#7 ASM No No -
#8 ASM No No -
#9 ASM Yes No -
#10 ASM Yes No -
#11 ASM Yes No -
#12 ASM Yes No -
#13 ASM No No -
#14 ASM Yes No -
#15 ASM No No -
#16 SM-AHN (CMML) No No Hydroxyurea
#17 SM-AHN (AML) No No Idarubicin + Cytarabine
#18 SM-AHN (MDS) No No Hydroxyurea
#19 SM-AHN (AML) No No -
#20 SM-AHN (MDS) No No IFN-2a + Hydroxyurea
#25 ASM No No -
#26 ASM No No Hydroxyurea
#28 SM-AHN (MM) - - -
#51 SM-AHN (AML) Yes No Idarubicin + Cytarabine
#97 SM-AHN (LPD) Yes No -
#99 SM-AHN (MM) No No =
#114 SM-AHN (AML) No No -
#121 SM-AHN (AML) No No
#152 ASM No No Hydroxyurea
#157 SM-AHN (AML) No No e (i
#160 SM-AHN (CMML) No No -
#161 SM-AHN (MDS) No No Ant“}iyrcni‘;fg;gggb““n
#259 MCL Yes Yes -
#261 SM-AHN (CMML) No No -
#262 ASM No Yes -
#263 SM-AHN (CLL) No No -
#265 MCL No No -
#266 SM-AHN (MPN) No No -
#267 SM-AHN (AML) No No -
#268 SM-AHN (MDS) Yes No -
#269 SM-AHN (MDS) No No -
#270 MCL - = -
#271 SM-AHN (AML) No No -
#272 SM-AHN (PLB) No No =
#275 ASM No No -
#278 SM-AHN (MDS) No No -
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#282 ASM Yes No
#286 SM-AHN (MDS) Yes Yes
#300 SM-AHN No No
#304 ASM No No
#305 SM-AHN (AML) Yes Yes
#3006 ASM Yes No
#311 ASM Yes No
#312 SM-AHN (MDS) No No
#315 SM-AHN (CMML) No No
#323 SM-AHN No No
#329 SM-AHN (CMML) No No
#336 SM-AHN (CMML) No No
#337 SM-AHN (MDS) No No
#338 SM-AHN (AML) No No
#343 ASM No No
#350 ASM Yes No
#353 ASM No Yes
#448 ISM-AHN (PV) No No
#449 ISM-AHN (NHL-B-MZL) - -

#450 ISM-AHN (MDS) - -

#451 SM-AHN (MDS) - -

#452 SM-AHN (MDS) - -

#453 SM-AHN (MDS) - -

#456 SM-AHN (NHL-B) - -

#460 SM-AHN (MDS) No No
#461 SM-AHN (MDS) - -

Validation cohort

#454 SM-AHN (CMML) Yes No
#467 SM-AHN (CEL) No Yes
#469 SM-AHN (MPN) No Yes
#470 MCL No Yes
#471 ASM No Yes
#472 SM-AHN (CMML) No Yes
#475 MCL Yes Yes
#481 ASM No Yes
#483 SM-AHN (MDS) No Yes
#486 SM-AHN (CEL) Yes No
#487 SM-AHN (MDS) Yes Yes
#488 SM-AHN (CMML) No Yes
#489 ASM Yes Yes
#490 SM-AHN (CMML) No Yes
#491 ASM Yes Yes
#492 MCL Yes Yes
#493 SM-AHN (CMML) Yes Yes
#494 SM-AHN (CMML) No Yes
#495 SM-AHN (CMML) No Yes
#496 SM-AHN (CMML) No Yes



#497
#502
#511
#512
#514
#515
#516
#518
#519
#521
#522
#523
#524
#529
#531
#533
#534
#537
#545
#546
#547
#550
#554
#555
#556
#559
#560
#561
#563
#564
#567
#569
#572
#574
#584
#586
#590
#595
#596
#597
#600
#606
#607
#610
#611
#0613
#615

SM-AHN (CMML)
ASM
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
ASM
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MPN)
SM-AHN (CMML)
ASM
SM-AHN (CMML)
ASM
MCL
SM-AHN (CMML)
ASM
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MM)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MPN)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
ASM
ASM
MCL
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (MM)
SM-AHN (MDS)

SM-AHN (lymphoma)

SM-AHN (ET)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (PV)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (ET)
SM-AHN (CEL)

Yes
Yes
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#618
#619
#622
#623
#624
#627
#631
#636
#640
#641
#642
#643
#644
#645
#646
#647
#648
#650
#653
#654
#655
#656
#657
#658
#659
#660
#661
#662
#663
#664
#665
#666
#667
#668
#669
#670
#671
#672
#673
#674
#675
#676
#677
#678
#679
#680
#681

MCL
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (PV)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CML)
SM-AHN (CEL)
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
ASM
SM-AHN (MDS)
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (MDS)
MCL
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
MCL
SM-AHN (CEL)
ASM
MCL
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (CMML)
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)

Yes
Yes

Yes
No
Yes
Yes

Yes
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#682
#683
#684
#685
#686
#687
#688
#689
#690
#691
#692
#693
#694
#695
#696
#697
#698
#699
#700
#701
#702
#703
#704
#705
#706
#708
#709
#710
#711
#712
#714
#715
#716
#7117
#718
#719
#720
#721
#722
#723
#724
#7125
#7127
#728
#7129
#730
#731

SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
ASM
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
MCL
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
MCL
ASM
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
MCL
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (CEL)
SM-AHN (MDS)

11
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#733
#734
#7136
#7137
#738
#7156
#763
#769
#7177
#799
#3812
#852
#855
#868
#3870
#897
#907
#917
#926
#951
#957
#964
#970
#971
#1015
#1082
#1090
#1100
#1114
#1136
#1141
#1144
#1146
#1147
#1148
#1150
#1151
#1155
#1156
#1158
#1159
#1160
#1161
#1163
#1164
#1178
#1180

SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)

SM-AHN (CMML)
SM-AHN (NHL)

MCL
SM-AHN (CML)
SM-AHN (RARS-T)
SM-AHN (RARS-T)
SM-AHN (AML)
SM-AHN (MPN)
SM-AHN (PMF)

SM-AHN (CMML)
SM-AHN (AML)

SM-AHN (CMML)

SM-AHN (RARS-T)
ASM
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
ASM
SM-AHN (MM)
ASM
MCL
ASM
ASM
ASM
SM-AHN (PMF)
SM-AHN (NHL)
SM-AHN (NHL)
SM-AHN (NHL)
SM-AHN (ET)
SM-AHN (MPN)
SM-AHN (MDS)
MCL
SM-AHN (ET)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (MDS)
ASM

SM-AHN (CMML)
SM-AHN (NHL)

SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CML)

SM-AHN (PV)

SM-AHN (CMML)

SM-AHN (CMML)

SM-AHN (CMML)

Yes

Yes
Yes

Imatinib

Hydroxyurea
Hydroxyurea
Polychemotherapy

Azacitidine

Polychemotherapy

Azacitidine

Bortezomib

Hydroxyurea

Polychemotherapy

Dasatinib + Hydroxyurea
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#1185
#1186
#1193
#1194
#1195
#1196
#1202
#1204
#1205
#1215
#1232
#1240
#1243
#1248
#1255
#1266
#1267
#1273
#1274
#1278
#1279
#1284
#1294
#1308
#1313
#1314
#1317
#1321
#1325
#1327
#1337
#1338
#1340
#1341
#1345

SM-AHN (Myelofibrosis)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (Smouldering Plasmocytoma)
ASM
ASM
SM-AHN (AML)
ASM
ASM
SM-AHN (Primary Myelofibrosis)
SM-AHN (MDS/MPN)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (ET)
ASM
MCL
SM-AHN (NHL)
MCL
ASM
MCL
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (-)
SM-AHN (IMF)
SM-AHN (AML)
ASM
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (CMML)
ASM
ASM
ASM
SM-AHN (CMML)
MCL
SM-AHN (MPN)
SM-AHN (MDS)
SM-AHN (CMML)
SM-AHN (MPN)
SM-AHN (LLC)

Hydroxyurea
Hydroxyurea
Hydroxyurea

Ipartasertib

Abbreviations: AML, acute myeloid leukaemia; ASM, aggressive systemic mastocytosis; CEL, chronic
eosinophilic leukaemia; CLL, chronic lymphocytic leukaemia; CML, chronic myeloid leukaemia; CMML,
chronic myelomonocytic leukaemia; ET, essential thrombocytopenia; ID, patient code number used to
identify patients analysed in this study; LPD, lymphoproliferative disorders; MCL, mast cell leukaemia;
MDS, myelodysplastic syndrome; MM, multiple myeloma; MPN, myeloproliferative neoplasms; -, data
on specific therapy not available; NHL, non-Hodgkin lymphoma; NHL-B-MZL, marginal zone B cell non-
Hodgkin lymphoma; PLB, primary lymphoma of bone; PMF, Primary myelofibrosis; PV, polycythemia
vera; RARS-T, refractory anemia with ring sideroblasts with thrombocytosis; SM-AHN, systemic
mastocytosis with an associated haematological neoplasm.
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Supplementary Figure 1. Kaplan Meier estimates for progression-free survival* (panel A) and overall
survival (panel B) of SM patients (n=1275) grouped according to the WHO'*!? classification, the REMA-
PFS," the REMA-OS,!* IPSM for NonAdvSM,* IPSM for AdvSM,'* MAPS,'> CRS!® and MARS'® prognostic
scores and progression-free survival of NonAdvSM (panel C) and overall survival of AdvSM (panel D).
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Progression-Free Survival (NonAdvSM)
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Overall Survival (AdvSM)
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In panels A and B, PFS and OS curves are shown for all risk classification models in the whole patient cohort, while in
panels C and D PFS and OS are specifically shown for the patient group and outcome measure each score was specifically
designed and validated for (REMA-PFS,"* NonAdvSM-IPSM'* and GPSM-PFS for PFS of NonAdvSM; and CRS,'®
MARS,'® AdvSM-IPSM', and GPSM-OS for OS of AdvSM). Abbreviations: AdvSM, advanced systemic mastocytosis;
ASM, aggressive systemic mastocytosis; IPSM, international prognostic score for mastocytosis; CRS, clinical risk score;
ISM, indolent systemic mastocytosis; MCL, mast cell leukaemia; MAPS, mutation adjusted prognostic score; MARS,
mutation adjusted risk score for advanced systemic mastocytosis; NonAdvSM, non-advanced systemic mastocytosis;
NR, not reached; REMA, Spanish Network on Mastocytosis score for indolent systemic mastocytosis; SM-AHN,
systemic mastocytosis with associated haematological neoplasm; SSM, smouldering systemic mastocytosis.'>, Pardanani
A, et al. Blood Adv 2018; '3, Mufioz-Gonzalez J1, et al. Blood 2019; ', Jawhar M, et al. J Clin Oncol 2019 ; *, Sperr W,
et al. Lancet Haematol 2019; 112, Valent P, et al. Blood 2017; *, PFS analyses were defined considering progression only

as transformation to a more advanced form of SM.
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Supplementary Figure 2. Kaplan Meier estimates of the impact of the GPSM-PFS and GPSM-OS scores on

progression-free survival (PFS*) and overall survival (OS) of SM patients classified into distinct risk groups by

the NonAdvSM-IPSM'™ (panel A), MAPS'S (panel B), CRS'® (panel C), MARS!® (panel D), and REMA-OS"? (panel

E) risk stratification

models

NonAdvSM - IPSM MAPS
A B
§ 100% pex p<0:001 100%| p<0-001
= Low risk
] e Sy-05 (95%Cl) 10y-0S (95%C1)
= B0 ey e T  80% —98%(96-100%) 94%(90-98%)
s - ————— s —gggz 43—23;&: 49}:{25 7332)
= t 2 = S— 43%(18-68!
‘3 S0 Intermediate risk 1 \—1 _% &5 —36%(26- .5%{ 23%(11-35%)
ﬂ)
£ - E = '
s 40 Intermediate risk 2 = 403 Int.Risk 1~
2 Sy-PFS (95%C1) 10y-PFS (95%Cl| ]
o 2096 —9;%:93[—100%1] gg\;'e[ss—(wc%]l 3 2095
& —— B5%(79-91%) 79%(69-89%)
£ —— 72%(62-82%) S6%(36-76%)
o% o :‘i 1‘0 1‘5 0% o 5 10 is
Time from diagnosis (years) Time from diagnosis (years)
NonAdvSM-IPSM (Low risk) MAPS (Low risk)
= 100% BN ——e 100246
§ GPSM-PFS (Low risk) p<0 001 | GPSM-OS (Low risk) p<0-001
.g BO% GPSM-PFS (Int. risk) g 2096 -
é E GPSM-0S (Int. rlsk]
e 60% s 6096
= 3
[ ’ . a - I
E a09% GPSM-PFS (High risk) = ao% GPSM-0S (High risk)
[
a Sy-PFS (95%CI)  10y-PFS [95%C1) < Sy-05 (95%C1) 10y-OS (95%CI)
¥ 209 — 100%(99-100%) 100%(99-100%) (=} 2096+ —— 99%(98-100%) 98%(95-99%)
] —— 100%(99-100%) 100%{99-100%) —— 91%(81-100%) 74%(54-94%)
2 —— 71%(38-100%) —— B5%(58-100%) 52%(9-95%)
a 0% o ¥ T T
o s 10 1s o s 10 1s
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
e o) Lo N T — L MAPS (Lowrisk) _ 447 235 109 38
GPSM-PFS (Low risk) 286 159 68 25 GPSM-0S (Low risk) 399 207 97 34
(Int. risk) 20 25 8 4 (Int. risk) 41 22 10 2
(Highrisk) 8 4 0 0 (High risk) 7 6 2

NonAdvSM-IPSM (Intermediate risk 1)

MAPS (Intermediate risk 1)

‘;g‘ 100%——:-?;_____._ GPSM-PFS (Low risk)  p<0-001 100%| NS
= E - -2—“'—1_‘_______, —1“
] - 1 — — ,
% 8056 LLL\__ L GPSM-PFS (ini. risk) X sov% l[ - j -
= =
2 con § cose ] l_ GPSM-OS (High risk)
& GPSM-PFS (High risk) a - .
é 20% E 0% GPSM-OS (Int. risk)  GpsM-0S (Low risk)
8 sose] — S¥a(ar [!9;3?;‘::“ ;‘;‘;er;f %’sii‘ic" 3 e 5y-05 (95%Cl) 10y-0S [95%C1)
gﬂ o s%((?s 100%) 81%(65-97%) = :Egéﬁéﬁéé 32%3123323
g oo —— 69%(53-85%)  52%(32-72%) R En(a1.100%) Sewiaaaar)
o s 10 1s % s 10 1s
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
MNonAdvSM-IPSM (Int. risk-1) 173 67 35 8 MAPS (Int. risk 1) 30 10 4 1
GPSM-PFS (Low risk) 84 35 18 4 GPSM-0S (Low risk) 12 1 1 1
(Int.risk) 44 17 11 4 (Int.risk) 13 6 1 0
(High risk) 45 15 6 0 (High risk) 5 3 2 0
NonAdvSM-IPSM (Intermediate risk 2) MAPS (Intermediate risk 2)
T 1009 NS 100%6
B_—a- F“\'\ T | GPSM-PFS (Low risk) | | NS
1 —
= BO%E| == S BOZ6-{ l .
2 e GPSM-PFS (Int. risk) T_“ GPSM-O0S (Low risk)
3 >
‘s  eo% GPSM-PFS (High risk) T c0% ) ]
= i a _ GPSM-PFS (Int. risk)
g 4096 ﬁ 4095
2 5y-PFS (95%Cl) 10y-PFS (95%CI) 2 5y-08 (95%CI) 10y-O0S (95%C1) GPSM-0S
g 209 __7Liice 100%) 78%(56-100%) O zo%|—67%(40-94%) NR (High risk)
» —— 93%(79-100%) NR ——61%(32-90%) 43%(2-84%)
= — 72%(60-84%)  48%(24-72%) —62%(47-77%)  37%(21-53%)
0% 0%
o s 10 is o 5 10 is
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
Nl dbEYHE (L o) _aid IR 5 _....% MAPS (Int.risk2) 25 11 i 1
GPSM-PFS (Low risk) 9 3 1 GPSM-0S (Low risk) 5 2 0 0
(Int.risk) 24 2 4} 0 (Int.risk) 12 4 1 1
(Highrisk) 81 13 2 o (High risk) 8 2 0

MAPS (High risk)

100%—1 GPSM-0S (Low risk) p=0-003
£ so% \ GPSM-PFS (Int. risk)
=
2 Sy-05 (95%CI) u)v -0S (95%C1)
2 60%6 —— 100%(99-100%)
= — BB%(63-100%) 83%(53 100%)
w — 26%(16-36%) 16%(4-28%)
o 40%
[
g
3 2096 - GPSM-0S (High risk)

T
0%% 1
o s 10 1s

N. of cases

Time from diagnosis (years)

| WAEE (i) e B CR—"]
GPSM-0S (Low risk) 1 0 0
(Int. risk) 9 4 3 o}
(High risk) 90 13 3 0

155



CRS MARS

p<0-001 100% p<0-001

Low risk Low risk

£ sox F so%q{ L |
: et ovesomn < Ly g
2 so% 'L.] —57%43-71%)  37%(19-55%) 2 0% ll'. _38252232%{ §§2§Ef§:§§§}
E [ rET%(15-39%) 14%(0-28%) g —20%(8-32%)  10%(0-22%)
& .
T 40% LLH g N % 40%-
[
[ -y

o
8  os —Ll Intermediate risk 8 20%

Intermediate risk

High risk i '—|
0% 0% v :

High risk

o 5 10 1s o 5 10 15

Time from diagnosis (years) Time from diagnosis (years)

CRS (Low risk) MARS (Low risk)
100%5- 100% <0-001
“, GPSMOS (Lowrisk) p<0-001 . —___  GPSM-OS (Low risk)
8 80% — R 80% b
T R s GPSM-05 (Int. risk)
S s0% GPSM-05 S e0%
3 (Int. risk) &
,=£ a0%- f=£ 40%| GPSM- igh risl
[ GPSM-0S ¢
. . > 5y-0S (95%Cl) 10y-0S (95%C|
5 20% _3},'333&?53253 ;2&%‘:‘_;;;?“ (High risk) o 20% —g:% 971.99% ! 96!);[94[.98%] ]
——B84%(72-96%)  67%(49-85%) —— B6%|76-96%) 78%(64-92%)
—?2%&48-96% 51%(24-78%) —— T4%(52-96%) 49%(22-76%)
o s 10 is o 5 10 15
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
CRS (Lowrisk) 481 246 115 40 MARS (Low risk) 485 248 116 40
GPSM-0S (Low risk) 413 208 97 35 GPSM-0S (Low risk) 413 208 97 35
(Int.risk) 53 27 13 3 (Int.risk) 55 29 13 3
(Highrisk) 15 11 5 2 (Highrisk) 17 11 6 2
CRS (Intermediate risk) MARS (Intermediate risk)
100% NS 10026 LI NS
= | GPSM-0S (Low risk) 3 i -
£ oo% 1—" l g s=o% H‘L—l GPSM-0S (Low risk)
g > g 45:1—‘
£ o LLH—: £ eos]
3 =
@ . GPSM-0S (Int. risk n - i
=  ao0%| (int. risk) = 0% GPSM-05 (Int. risk)
@ g 5y-0 (95%Cl) | 10y-05 (95%C1)
> - ; > 1
O zo0%s —2%’9?{35?3333!3 GP.SM .os O 20% —sm[msm 67%(40-94%) | GPSM-OS
—729%(48-96%) (High risk) ~——69%(44-84%)  40%(9-71%) | (High risk)
— 4B%(30-66%)  22%|2-42%) —53%(33-73%)  28%(17-39%)
0% 0% T T ™
o 5 10 is o 5 10 is
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from d\'agnosis [VEBI’S]
CRS(Int.risk) 59 19 5 0 IS i N R L I
GPSM-0S (Low risk) 4 2 1 0 GPSM-0S (Low risk) 4 2 0 0
(Int.risk) 17 8 1 0 (Int.risk) 15 7 2 0
(Highrisk) 38 9 3 0 (Highrisk) 31 9 2 0
CRS (High risk) MARS (High risk)
100% = -
p=0-04 100% y i NS
N GPSM-OS (Int, risk) _ GPSM-PFS (Int. risk)
X 80% - R s0%
E g
S s0% 5y-08 (95%C1) 10y-0S (95%Cl) S 60%-
c —80% sz-ss%% 80%(62-98%) 5
A \LL‘ — 19%(13-25%) 8%[4-12%) @
= 40% \ T A40%
[ ]
3 | H‘—L‘ GPSM.-0S (High risk 3
. - (High risk) O 20% Y GPSM-0S (High risk)
I—I .
0% 0% r T ] T
o 5 10 is o 5 10 is
N. of cases Time from diagnosis (years) N. of cases Time from diagnosis (years)
CRS (High risk) 62 8 2 0 MARS (High risk) 67 7 il 0

GPSM-0S (Low risk) 0

0 0 0 GPSM-0S (Low risk) 0 0 0 0
(Int. risk) 5 1 1 0 (Int.risk) 5 0 0 0
7 1 0 7 1 0

(Highrisk) 57 (Highrisk) 62

156



REMA 0S
E
100%—”1\\ Score O p<0-001
- 3, —
§ 280% | “ll Sage VRN
K] lLr\ 5y-0S (95%C1) 10y-OS (95%CI)
S 60%| L —89%(85-93%)  84%(80-88%)
£ L, ——49%(35-63%)  23%(9-37%)
@ ! y
= 40%
N
& zo0% Scorel |
0% T T T
(] 5 10 15
Time from diagnosis (years)
REMA-OS (Score 0)
100%- p<0-001
R sow| ! T H.L
g 5% k‘\j GPSM-0S (Int. risk)
v
T a0% GPSM-OS (High risk)
@
3 5y-0S [95%Cl) 10y-O0S (95%C1)
O 209 —sgse:s?-ss% 95‘;;[94-93%:
—79%(67-91%) 650%(48-80%)
—37%(30-43%)]  33%(17-49%)
0%
o 3 10 15
N. of cases Time from diagnosis (years)
(REMA-OS(score0) 552 ' 250N =)
GPSM-0S (Low risk) 417 210 98 35
(Int. risk) 61 26 10 3
(Highrisk) 65 14 6 1

REMA-OS (Score 1)

- p<0-001

| GPSM-0S (Int. risk)

5y-05 (95%C1) 10y-0S (95%C1)
——83%(61-100%) 72%(44-100%)
— 38%(22-54%) 11%{1-21%)
I_l_|

GPSM-0S (High risk)

10026
80%|
3
5
2 60%%6-
=3
vy
= 40% |
s o
@
>
[=] 20%%
0%
o
N. of cases

5 10 is

Time from diagnosis (years)

REMA-OS (Score1) 59

GPSM-OS (Lowrisk) 0
(Int.risk) 14

23 8 1
0 0 0
10 5 0
13 3 1

(Highrisk) 45

In panel A the impact of the GPSM-PFS score on PFS is shown, while in panels B to E, the prognostic value of the
GPSM-OS score on OS is displayed. !°, Pardanani A, et al. Blood Adv 2018; '3, Mufioz-Gonzalez JI, et al. Blood
2019; ', Jawhar M, et al. J Clin Oncol 2019 ; ', Sperr W, et al. Lancet Haematol 2019. *, PFS analyses were defined

considering progression only as transformation to a more advanced form of SM.
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Discusion

La SM esta constituida por un grupo de enfermedades hematoldgicas con un comportamiento
clinico heterogéneo, agrupadas segln la clasificacion OMS del afio 2016° en un total de cinco
subgrupos diagndsticos diferentes. Desde el punto de vista prondstico estos 5 subtipos de SM pueden
reagruparse a su vez en funcién de su comportamiento y agresividad clinica, en NonAdvSM (ISM y SSM)
con una esperanza de vida similar a la de la poblacién sana de la misma edad, y AdvSM (ASM, SM-AHN
y MCL) con un prondstico adverso y una esperanza de vida significativamente acortada'?. No obstante,
tanto entre las formas indolentes como entre las avanzadas de SM, se observa un comportamiento
clinico y prondstico heterogéneo®. Asi, entre los pacientes con ISM, la mayoria presentan una
enfermedad relativamente estable durante décadas, mientras que en algunos la enfermedad progresa

hacia formas clinicamente mas graves®. En la actualidad, se estima que entre 5% y 10% de los

pacientes diagnosticados de ISM a lo largo de su vida terminan por progresar a SSM vy distintas formas
de AdvSM, con el consiguiente acortamiento en su esperanza de vida?. A su vez, aunque la mayoria
de los pacientes con AdvSM muestra un comportamiento clinico agresivo requiriendo tratamiento
citorreductor, una pequefa proporcidn de estos pacientes muestra un curso clinico estable durante

afios e incluso décadas>*’.

Actualmente se desconocen los mecanismos etiopatogénicos implicados en la transformacion
maligna de la SM. No obstante, desde el punto de vista ontogénico se sabe que, con independencia
del subtipo diagndstico y su comportamiento clinico mas (AdvSM) o menos grave (NonAdvSM), las
células tumorales de estos pacientes se caracterizan por presentar en su gran mayoria la mutacion
D816V de KIT*??%, Aunque esta mutacidn parece tener un papel relevante en la ontogenia de la
enfermedad, y se le reconoce como un marcador genético tipico de la SM al constituir uno de los cuatro
criterios menores para el diagnéstico de SM, la mutacién D816V de KIT por si misma no puede explicar
el comportamiento estable vs agresivo de la enfermedad, ni la progresién observada en algunos
pacientes con ISM*2°, Aun asi, desde hace mas de una década sabemos que la mutacién D816V de KIT
afecta de forma sistematica, ademas de alos MC tumorales, a células HSC**. Dependiendo del nimero
de células precursoras hematopoyéticas afectadas por la mutacién, en paralelo con la susceptibilidad
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individual a adquirir lesiones genéticas secundarias, variaria la probabilidad de progresar a formas
AdvSM, tal como se ha observado en modelos murinos?! y en pacientes con AdvSM#3213321323 pe
acuerdo con esta hipodtesis, estudios mas recientes han demostrado que la adquisicidon de la mutacién
D816V de KIT en MSC y HSC** y la consiguiente afectacién multilineal de la MO por la mutacion, se
asocian por un lado, a AdvSM?¢% y por otra parte, en pacientes con ISM, a mayor probabilidad de
progresion a formas AdvSM y menor supervivencia®. Asimismo, en los Ultimos afios se ha confirmado
la existencia de mutaciones en genes diferentes de KIT que afectan a una proporcion significativa de
pacientes con AdvSM y en menor medida, a las formas indolentes de la enfermedad, quedando por
establecer de forma precisa su frecuencia en la ISM*¢, Ademas, hoy se sabe que la mayoria de estas
mutaciones afectan a genes que estan alterados también de forma recurrente en otras hemopatias
malignas, habiéndose asociada el nimero y tipo de mutaciones de los genes ASXL1, SRSF2 y RUNX1, a

un prondstico méas adverso de los pacientes con AdvSM*346,

A lo largo de las dos ultimas décadas se han identificado, ademas de las alteraciones genéticas
antes mencionadas, numerosos parametros clinicos y bioldgicos con impacto prondstico en la
SM2B16157 - Alsunos de estos pardmetros se han incorporado de forma progresiva en las distintas
revisiones de la clasificacion OMS de la mastocitosis como criterios Utiles para el diagndstico de nuevos
subtipos de SM; tal es el caso de los niveles (muy) elevados de triptasa, propuestos como criterio
diagndstico diferencial, dentro de las ISM, para SSM*%?2, Pese a estas modificaciones y los esfuerzos
realizados por conferir un valor prondstico mas preciso a la clasificacion OMS de la SM, en la actualidad
sigue existiendo una gran heterogeneidad prondstica dentro de cada uno de los distintos subgrupos
diagndsticos OMS de SM**. Por ello, durante los Ultimos dos afios se han multiplicado los estudios en
los que se han disefiado, validado y propuesto diferentes algoritmos prondsticos, con el objetivo de
lograr una mejor estratificacion de los pacientes con distintos subtipos diagnésticos de SM vy asi,
predecir mejor la probabilidad de progresar a formas mds avanzadas de la enfermedad, y la
supervivencia global de estos pacientes'®®'>71>% Sin embargo, cada uno de estos trabajos ha partido

del analisis de diferentes combinaciones de parametros clinicos, hematoldgicos, séricos y/o genéticos,
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a veces agrupados en base a distintos puntos de corte, sin que hasta la fecha se haya comparado de
forma directa y en una serie amplia de pacientes, el valor predictivo de los distintos modelos de
estratificacion de riesgo propuestos'®®5715° En este trabajo nos planteamos determinar el tipo,
frecuencia e impacto prondstico de las mutaciones que afectan a genes distintos de KIT en pacientes
con SM (y de forma especial con NonAdvSM), con el fin de disefiar nuevos algoritmos para la
estratificacion prondstica de estos pacientes que mejoren la capacidad predictiva de los modelos
disponibles. En este apartado de la Tesis Doctoral discutiremos de forma resumida los resultados del
trabajo realizado de forma separada para cada uno de los tres objetivos especificos planteados al inicio

de la misma.

1. Impacto prondstico de mutaciones somaticas y germinales presentes en
mastocitosis sistémica

A pesar de la aparicion relativamente temprana de la mutacién D816V de KIT a lo largo de la
vida de al menos una fraccidn significativa de los pacientes con SM3%, en la mayoria de los casos, la
sintomatologia tipica de la enfermedad aparece a partir de la tercera o cuarta década de vida?*?9323,
Estos hallazgos estarian de acuerdo con la hipdtesis planteada por varios autores, segun la cual, desde
la activacion constitutiva de KIT en HSC y la aparicion de la SM, hasta la transformacién hacia formas
sintomaticas y avanzadas de la enfermedad, se requiere de una expansidn y acumulacién progresiva
de células mutadas, probablemente asociada a la adquisicién de lesiones genéticas secundarias, una
mayor capacidad para mantenerlas (e.g. activacién/represién de mecanismos anti/pro-apoptéticos)?®®
y/o la cooperacién con un fondo genético particular (susceptibilidad) caracteristicas de cada paciente.
Asi, estudios realizados en modelos murinos y en pacientes con SM han demostrado que seria
necesaria la coexistencia de diferentes mutaciones, ademas de la mutacion D816V de KIT, para la
transformacion desde formas indolentes de la enfermedad a formas avanzadas de la misma?#*213321,323,
De acuerdo con estos hallazgos, estudios recientes han descrito la presencia de mayor nimero de

mutaciones somaticas que involucran genes diferentes de KIT en pacientes con AdvSM respecto a las
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NonAdvSM*, Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito ninguna mutacién concreta, ni un entorno
genético determinado, comun a los pacientes que presentan AdvSM#+47:124.213.242 Ayn asi, en las AdvSM
se ven afectados de forma recurrente un nimero variable de genes, que en su mayoria habian sido

descritos previamente como genes alterados también en otras hemopatias malignas mieloides**14322,

Un analisis mas detallado de los estudios realizados hasta la fecha en los que se investiga la
presencia de alteraciones en genes diferentes de KIT en pacientes con SM muestra sin embargo, que
en ellos habitualmente se ha analizado un niumero relativamente reducido de genes que incluyen de
forma practicamente exclusiva genes que se habian identificado previamente como alterados en otras
neoplasias mieloides***'4. Con el fin de explorar la posible existencia de alteraciones recurrentes en
otros genes, en nuestro trabajo analizamos las secuencias completas de las regiones codificantes de
un total de 410 genes distintos que habian sido previamente descritos como asociados a cancer y que
por lo tanto, constituian genes candidatos a estar involucrados en la transformacién maligna de la SM;
ademas, realizamos la secuenciacion del genoma completo de 4 pacientes diagnosticados de ASM.
Para poder obtener la informacién genética que permitiera establecer la cronologia de la aparicidn de
distintos alteraciones genéticas y definir las correspondientes vias de evolucidn clonal, analizamos en
paralelo ADN gendmico obtenido a partir de MC y otras poblaciones mieloides y linfoides purificadas
de MO y del propio pelo de cada paciente, centrdandonos en pacientes que presentaban afectacion
multilineal de la hematopoyesis por la mutacion D816V de KIT, asociada a niveles elevados de triptasa
en suero, y asi incluir en este estudio Unicamente variantes de NonAdvSM con elevada probabilidad

de progresar, ademads de pacientes con AdvSM.

Como resultado de los criterios de seleccion empleados, en nuestra serie encontramos un
porcentaje relativamente elevado de pacientes con afectacion de MSC de MO por la mutacién D816V
de KIT, asociado a una elevada tasa de progresién desde ISM y SSM a otras formas mas avanzadas de
la enfermedad. En términos globales, no encontramos mutaciones compartidas entre pacientes

diagnosticados de ASM e ISM que progresaran a formas mas avanzadas de la enfermedad, con
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excepcion de las mutaciones de los genes IKZF1 p.N159S, RUNX1 p.R162K y SRSF2 p.P95R, presentes
cada una en dos pacientes distintos. Mas aun, un analisis detallado de las variantes genéticas
encontradas en nuestra serie mostré que solo 2 (SF3B1 p.K666T y SRSF2 p.P95R) de las 67 variantes
encontradas en nuestros pacientes se habian descrito previamente en otras series de pacientes con
SM%4, Estos resultados pudieron ser confirmados mediante el analisis del genoma completo de 4
pacientes con ASM, lo cual demostré la ausencia de una mutacién somatica comun entre ellos, a parte
de la D816V de KIT. Curiosamente, la frecuencia de mutaciones observada en los MC clonales
purificados de MO de estos 4 pacientes fue significativamente mas bajo (0,12/Mb) que el descrito
anteriormente en otras neoplasias de origen mieloide y otros tipos de cancer®**3?°, lo cual sugiere la
existencia de menor inestabilidad genética en la ASM respecto a otras hemopatias mieloides. Sin
embargo, a pesar de que el recuento de MC de MO estd aumentado en la ASM respecto a la ISM,
podria suceder que desde el punto de vista prondstico, la célula “tumoral” mas relevante en estos
pacientes no sea el MC de MO, sino las HSC?*%¢, ya que todos los casos tenian mutacién multilineal de
KIT con afectacién de precursores CD34". En tal caso, tanto los granulocitos neutréfilos como, en
menor medida, los linfocitos T, probablemente compartan la mayoria de las variantes encontradas en
los MC patoldgicos. Nuestros resultados estan de acuerdo con esta hipotesis dado que la mayoria
(77%) de las mutaciones somaticas encontradas en los MC de MO estaban presentes también en
células de otras lineas mieloides y linfoides. En este sentido, cabe sefialar ademas, que la mitad de las
variantes genéticas encontradas en los MC de MO de los pacientes con SM estudiados estaban
presentes también en ADN proveniente del pelo de los pacientes, con una carga alélica de ~50%. En
conjunto estos hallazgos sugieren que estas variantes corresponden, o bien a variantes germinales, o
a mutaciones adquiridas en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. Ademas, mas de dos
terceras partes de los pacientes presentaban al menos una mutacién germinal (potencialmente
deletérea) en alguno de los 410 genes analizados, lo que suponia una frecuencia muy elevada en
comparacion con el 4%-30% de casos con mutaciones germinales encontrados en pacientes pedidtricos

y adultos con otros tipos de tumores®732°, A pesar de esta elevada frecuencia, la presencia de
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mutaciones germinales solo demostré tener impacto prondstico cuando coexistian al menos tres
mutaciones germinales de forma simultanea en el mismo paciente. Aun asi, un analisis mas detallado
de los pacientes que mostraban 23 variantes germinales reveld que éstos, a su vez, presentaban
también un nimero mas elevado de mutaciones somaticas con afectacién multilineal. En conjunto
estas observaciones podrian reflejar la existencia de una mayor inestabilidad gendmica entre estos
pacientes, asociadas a un impacto prondstico adverso, reflejada tanto en un mayor nimero de
mutaciones germinales como de mutaciones somdticas. A pesar de todo lo anterior, el pequefio
numero de casos analizados, junto con la ausencia de consenso a la hora de clasificar una mutacién

330 complican de forma notable la interpretacién del verdadero

germinal como variante deletérea
significado fisiopatogénico de nuestros hallazgos. Aun asi, cabe sefialar que en los ultimos afios se ha
incrementado la frecuencia con la que se detectan mutaciones germinales en genes relacionados con
cancer como ANKRD26%!, CEBPA®?, DDX41333, ETV6%3, GATA2%>, SAMD9*¢ y SAMDIL%¥, y que hoy
sabemos afectan al menos a 5-15%>3 de los adultos y 4-13%3* de los nifios con hemopatias de origen
mieloide (MPN y AML), erigiéndose como uno de los elementos claves a la hora de clasificar estas

enfermedades3\3%,

De forma paralela, se han identificado también un nimero creciente de mutaciones somaticas
en células hematopoyéticas de sujetos (adultos) aparentemente sanos, asocidndose una mayor
proliferacién de estas alteraciones a una edad mas avanzada'®2. Esta situacidn (i.e abreviada ARCH, del
inglés “age-related clonal hematopoiesis”) se caracteriza por la presencia de mutaciones somaticas en
genes frecuentemente mutados en otras neoplasias de origen mieloide, como los MDS y, en menor
medida, la AML y las MPN, como los genes ASXL1, DNMT3A, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2 y TET2,
alteradas en alrededor del 10% de los adultos (a priori sanos) >70 afios**3%%; desde el punto de vista
prondstico, los individuos con ARCH un riesgo hasta 12 veces superior de desarrollar una hemopatia
mieloide!*2. Por todo ello, hoy se considera que la ARCH constituye una condicién pre-leucémica
relacionada con la edad®>!¢, En conjunto, nuestros resultados apoyarian esta hipdtesis ya que mas

de la mitad de los pacientes con SM estudiados que presentaban 21 mutaciéon en algin gen
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caracteristico de ARCH (n=10/18 casos; 56%) mostraban ya al diagndstico, y/o terminaron por
desarrollar, una hemopatia asociada a la SM, afectando en menor medida a pacientes con SSM (11%)
y ASM (33%), respecto a otras formas de AdvSM. Esto sugiere que la adquisicidon de mutaciones
relacionadas con ARCH en pacientes con ISM constituiria un cofactor especialmente relevante, para
progresion de SM a formas mas avanzadas de la enfermedad, y dentro de estas de modo especial a
SM-AHN.

La identificacion del posible orden cronoldgico en el que se adquirieron las distintas
mutaciones somaticas presentes en pacientes que mostraban >2 mutaciones, revelé que en
practicamente un tercio de los casos la carga alélica de KIT era superior a la de las otras mutaciones.
Estos hallazgos sugieren que la mutacién D816V de KIT podria constituir la primera mutacién adquirida.
En otro tercio de los casos, la mutacion D816V de KIT estaba presente en un clon distinto o mostraba
menor carga alélica, que la detectada para las mutaciones que afectaban a otros genes con afectacion
multilineal como TET2, RUNX1 y EZH2, mostrando la mayoria de los pacientes de este grupo una
hemopatia asociada a la SM. Los hallazgos en este Ultimo grupo de pacientes apoyan observaciones
previas basadas en cultivos in vitro de unidades formadoras de colonias granulo-monociticas
provenientes de MO de pacientes con SM, que mostraron la existencia de un predominio de unidades
formadoras de colonias con mutaciones en genes diferentes de KIT en la mayoria de pacientes con SM-
AHN!2%, Ademds, en el Unico caso de nuestra serie en el que se confirmd que la mutacion de KIT era un
evento secundario, el paciente desarrollé una neoplasia mieloide justo antes de morir. La discrepancia
entre nuestros resultados y algunos trabajos previos de otros autores que sugieren que la adquisicién
de la mutacién de KIT podria ocurrir mds frecuentemente y de forma casi exclusiva como un evento
tardio (alteracién secundaria) en la AdvSM, podria ser debida a que todos los pacientes con >2
mutaciones analizados!?* correspondian a SM-AHN, y en el modelo de cultivo in vitro realizado podria
existir un crecimiento preferente de unidades formadoras de colonias con KIT silvestre vs células
precursoras tumorales con KIT mutado; por el contrario, nuestra serie estaba enriquecida en pacientes

con ISM y ASM con afectaciéon multilineal de KIT, en los que analizamos células primarias purificadas
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de MO, sin dar pie a que pudieran existir sesgos asociados a un crecimiento (potencialmente) distinto
de unas colonias frente a otras. Sin embargo, en nuestro estudio tampoco llevamos a cabo andlisis
sobre células individuales ni estudios clonogénicos, por lo que nuestras conclusiones han de ser

consideradas con cautela.

La mayor parte de los genes en los que encontramos mutaciones somaticas en nuestra serie,
excluyendo KIT, (e.g. ASLXL1, DNMT3A, EZH2, IKZF1, RUNX1, SF3B1, SRSF2 y TET2) ya habian sido
descritos previamente por otros autores como mutados en pacientes con AdvSM*>4¢124 y/o con otras
neoplasias mieloides!?%214.224,225,240,242341, ¢in embargo, nuestros resultados muestran por primera vez
que la mayoria de estas mutaciones presentan también afectacion multilineal de la hematopoyesis en
MO. Ademas, en nuestra serie corroboramos observaciones previas de otros autores que sugerian que
el numero de genes mutados (aparte de KIT), aumentaba de forma significativa desde la ISM a la ASM,

120 Asimismo, en conjunto nuestros hallazgos apoyan

lo que estd de acuerdo con observaciones previas
el papel de la mutacion D816V de KIT como un desencadenante de AdvSM bajo un entorno genético
alterado, definido no solo por la adquisicién temprana de mutaciones en otros genes diferentes a KIT
sino también, por el nimero de variantes germinales preexistentes. De hecho, la presencia de >1
mutacion somatica con afectacidon multilineal ademas de la de mutacion KIT, y/o la presencia de >3
variantes germinales en regiones codificantes de los genes asociados a cancer investigados, se
asociaron de forma significativa a mayor probabilidad de progresidn y una supervivencia global
acortada entre pacientes con SM.

Con el fin de dilucidar si alguno de los genes y mutaciones concretos encontrados
conferia un prondstico adverso en pacientes con SM, investigamos el impacto pronéstico de cada gen
individual y qué mutaciones concretas se asociaban con una mayor tasa de progresion y menor
supervivencia (impacto prondstico). En este sentido, nuestros resultados confirmaron que los casos

que presentaban >1 mutacidn en cualquiera de los genes del panel S/A/R (SRSF2, ASXL1 y RUNX1)%

mostraban una PFS y OS significativamente reducidas. Sin embargo, a diferencia de lo descrito por
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Jawhar et al*®, en nuestra serie la inclusién del gen EZH2 junto con los genes S/A/R, en un panel
S/A/R/E, constituia la combinacion de genes con mayor capacidad predictiva tanto para la PFS como
para la OS, siendo su valor prondstico superior a la del panel S/A/R. Estos hallazgos se traducen en que
la nueva combinacidn de genes mutados tenia mayor impacto prondstico (independiente), sobre la
PFS y la OS, en nuestra serie. En este sentido, merece destacar que el gen EZH2 fue el gen de esta
familia que mas frecuentemente se encontraba mutado en nuestra serie de acuerdo con lo observado
también por otros autores en SM*!?* y en cohortes de pacientes con otras hemopatias
mieloides??*322343 en las que las mutaciones en EZH2 y SRSF2 constitufan mutaciones mutuamente
excluyentes??!, Esto podria explicar por qué la inclusién de EZH2 en el panel de genes S/A/R/E mejora
la capacidad predictiva observada para la combinacion de genes S/A/R. Sin embargo, nuestros
resultados difieren de los descritos en algunos trabajos®®?'* con una mediana de seguimiento
significativamente menor a la nuestra (3,6 y 2 afios vs 6,5 afos, respectivamente), un periodo de
tiempo en el que menos de la mitad de nuestros pacientes con ISM que sufrieron progresidon a SSM o
a AdvSM, lo habian hecho. Ante estas diferencias, seria necesario confirmar nuestros hallazgos en
series mas amplias de pacientes con un seguimiento mdas prolongado.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que a pesar de que no haya ninguna alteracién
genética especifica de SM asociada a la progresidon y/o a formas avanzadas de SM, a parte de la
mutacién multilineal de KIT, para la transformacién maligna de la SM probablemente se requiera de
un entorno genético alterado con la presencia de distintas combinaciones de mutaciones germinales
y mutaciones somaticas y un patrén de afectacion multilineal de la hematopoyesis que involucren
tanto a los MC tumorales, como a otras células de la MO. En este contexto, las mutaciones que afectan
a los genes SRSF2, ASXL1, RUNX1y EZH2, emergen como la combinacién de marcadores genéticos de
mayor valor predictivo de progresion y supervivencia global de pacientes diagnosticados de ISM de

alto riesgo.
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2. Frecuencia e impacto pronostico de la mutacion de KIT y otras variantes

genéticas en la mastocitosis sistémica indolente

La mutacién D816V activante de KIT constituye el marcador molecular caracteristico de SM?°76,
estando presente en la MO de 290% de los pacientes, incluyendo tanto formas indolentes como
avanzadas de la enfermedad®’®. A pesar de la elevada frecuencia de esta mutacidon en pacientes con
SM?%, y su utilidad diagndstica, por si misma la mutacién D816V de KIT no permite explicar la progresion
a SSM o AdvSM observada en 5-10% de los pacientes con ISM. Aun asi, hoy sabemos que la afectacién
multilineal de la hematopoyesis por esta mutacion de KIT, se asocia con un prondstico adverso entre
pacientes diagnosticados de ISM?8, especialmente cuando se detecta en MSC ademas de los HSC y
distintos compartimentos de células mieloides y/o linfoides maduras de MO, Asimismo, la mutacién
D816V de KIT representa un marcador patognémico de ASM y ASM-AHN, enfermedades en las que
suele coexistir con mutaciones (adicionales) en otros genes*%, algunas de las cuales se han asociado
de manera recurrente a una supervivencia significativamente acortada de pacientes**4346:120.257,344
Estos hallazgos sugieren que la mutacién multilineal de KIT, junto con mutaciones en otros genes
distintos de KIT, podrian constituir el entorno genético requerido para la progresion de la enfermedad,
condicionando asi un comportamiento mas agresivo de la misma con mayor riesgo de muerte. Sin
embargo, en el momento inicial de este trabajo la informacion disponible, en pacientes con ISM, acerca
de la frecuencia y el potencial impacto prondstico de las mutaciones que afectan a genes diferentes
de KIT, y su relacién con la mutacion multilineal de KIT, era muy limitada. Asi, de los 18 genes descritos
como mutados de forma recurrente en pacientes con AdvSM (ASXL1, CBL, CDH11, DNMT3A, EPHA7,
EZH2, ICK, IKZF1, ITGA10, JAK2, KAT6B, KRAS, PIK3CD, ROS1, RUNX1, SF3B1, SRSF2, TET2)*24346214344
solamente 11 (ASXL1, CBL, DNMT3A, EZH2, IKZF1, JAK2, KRAS, SF3B1, SRSF2, RUNX1, TET2) habian sido
investigados en cohortes con >5 pacientes con ISM, hasta un maximo de 81 pacientes incluidos en

cuatro estudios diferentes*>#3:2>7,344,
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En este trabajo, describimos la presencia de 21 mutacidn en genes distintos de KIT en un 17%
de las ISM, siendo esta frecuencia concordante con la observada en los trabajos antes referidos
(frecuencia media del 16%; rango: 11%-40%)%*432143% En términos globales, este porcentaje es
significativamente inferior al descrito en trabajos previos en los que se analiza un nimero muy
variables de genes (rango: 7-410 genes)*>4346:120.214344 "antre pacientes diagnosticados de formas mas
avanzadas de la enfermedad como SSM (3/6 casos; 50%), ASM (22/39 casos; 56%), SM-AHN (131/184
casos; 71%) y MCL (23/36 casos; 64%). Desde el punto de visto prondstico, los pacientes con ISM y
mutaciones adicionales a KIT D816V y aquellos que mostraban una carga alélica para la mutacién de
KIT en MO 21%, mostraron un acortamiento significativo de la supervivencia (PFS y OS) respecto a
aquellos que carecian de mutaciones adicionales a KIT, y/o a una carga alélica de KIT D816V en MO
<1%. Cabe sefialar ademas que, aquellos pacientes que presentaban una de carga alélica para la
mutacion D816V de KIT en MO 21% mostraban también mayor frecuencia de mutaciones adicionales
en otros genes (ISM multimutadas), cuando los comparabamos con ISM que tenian una carga alélica
de KIT en MO <1%. En conjunto, estos resultados confirman observaciones previas tanto de nuestro
grupo?® como de otros autores?”, en relacidn al impacto prondstico adverso de i) la presencia en MO
de mutacion multilineal de KIT sobre la PFS de pacientes con ISM, y ii) de las variantes genéticas que
afectan a otros genes diferentes de KIT que en pacientes con AdvSM se habian relacionado
previamente con una OS significativamente mds corta?®4346.124214344 | 5 comparacion directa de la
carga alélica en MO para la mutacién D816V de KITy para las demas mutaciones identificadas en genes
distintos de KIT, mostro cifras globales inferiores para la mutacion de KIT, lo que apoyaria la hipdtesis
de que esta mutacion podria constituir un evento secundario en la mayoria de los pacientes con ISM
multimutados, de acuerdo con hallazgos previos de otros autores en series de pacientes con AdvSM
enriquecidas en SM-AHN®#,

Un andlisis mas detallado de los 18 genes mutados analizados mostré una afectacién
predominante en ISM de los genes ASXL1 y DNMT3A. El gen ASXL1 habia sido ya descrito previamente

y de forma repetida como mutado en pacientes con AdvSM, entre las que se ha asociado a una OS mas

171



Discusion

corta*®?1>, Por el contrario, las mutaciones en el gen DNMT3A, a pesar de haber sido descritas

M42,214,344 242,243

previamente por varios autores tanto en S como en otras hemopatias mieloides , ho se
habian asociado a un impacto prondstico claro, ni entre pacientes con AdvSM, ni en otras neoplasias
mieloides??214242.243.344 'En nyestra serie, la presencia de >1 variantes genéticas en cualquiera de estos
dos genes y/o en el gen RUNX1 (panel A/R/D), mostré un impacto prondstico negativo, tanto sobre la
PFS como sobre la OS de pacientes con ISM. Estos resultados confieren por primera vez un impacto
pronéstico adverso a las mutaciones de los genes ASXL1 y RUNX1 en ISM, de forma similar a lo
observado previamente en pacientes con AdvSM?*¢214344 por el contrario, ninguno de los pacientes
diagnosticados de ISM de nuestra serie exploratoria presenté variantes genéticas que afectaran a los
genes SRSF2 y EZH2, sugiriendo que estos dos marcadores genéticos adversos podrian aparecer en
estadios mas avanzados de la enfermedad, una vez se haya desarrollado ya una AdvSM (o justo antes
de la progresién de ISM a AdvSM). En este sentido, cabe sefialar que los dos Unicos casos de la serie
de validacidon en los que en este trabajo encontramos mutaciones en SRSF2 progresaron de ASM a SM-
AHN; en ambos pacientes las mutaciones de SRSF2 detectadas parecian ser secundarias a otras
variantes presentes en los genes TET2 y DNMT3A, mostrar una menor carga alélica (34% vs 48% y 20%
vs 53%, respectivamente). Junto con las observaciones previas de otros autores que describen una
asociacién estrecha entre las mutaciones de SRSF2 y EZH2, y SM-AHN*46214344 " astos hallazgos
apoyarian la hipétesis de que las mutaciones que afectan a ambos genes emergen de forma tardia en
pacientes con AdvSM, estando practicamente ausentes en pacientes con ISM. De acuerdo con esta
hipdtesis, los datos descritos en la bibliografia muestran que la frecuencia de mutaciones en SRSF2 y
EZH2 desciende de forma progresiva desde la SM-AHN (63% y 11%)** a la MCL (36% y 4%,
respectivamente)**120 y ASM (0% y 4%)'?° estando ausentes en 81/81 pacientes con ISM estudiados
previamente. Al analizar la carga alélica en MO para las mutaciones de los genes ASXL1, RUNX1 y/o
DNMT3A, observamos que todos los pacientes que progresaron y fallecieron tenian variantes

patogénicas en estos genes con carga alélica 230%. Como consecuencia de ello, al establecer un punto

de corte (230%) para la carga alélica en MO de las variantes patogénicas de estos genes, observamos
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un ligero (pero significativo) aumento en la capacidad predictiva de la PFS y la OS de pacientes con
ISM, para estas tres mutaciones genéticas.

Mediante un analisis multivariante confirmamos el valor prondstico independiente (adverso)
a la hora de predecir la PFS de pacientes con ISM de la presencia de i) mutaciones patogénicas con
carga alélica 230% en los genes A/R/D, ii) una carga alélica para la mutacion D816V de KIT en MO >1%
y iii) niveles séricos elevados de B2M. Por el contrario, la presencia de mutaciones patogénicas (con
carga alélica 230%) en los genes A/R/D constituia el Unico factor prondstico independiente para
predecir la OS de pacientes con ISM. Basandonos en estos pardmetros construimos dos algoritmos
prondsticos que estratificaban a los pacientes con ISM en dos grupos con distinto riesgo de progresién
y muerte, respectivamente. En conjunto estos hallazgos confirman y amplian resultados previos de
nuestro grupo en una serie independiente de 145 pacientes diagnosticados de ISM en los que por
entonces no se investigd la presencia/ausencia de mutaciones adicionales a la mutacion de KIT, y que
mostraba ya el valor pronédstico independiente para PFS de los niveles séricos de B2M y de la presencia
de mutacién multilineal de KIT?®. Ademds, nuestros resultados también demuestran por primera vez
que la deteccién de la mutacidon multilineal de KIT basada en el estudio de diferentes poblaciones
celulares purificadas de MO, podria sustituirse por el andlisis mediante ASO-gPCR de la carga alélica
de la mutacion D816V de KIT en muestras de ADN obtenidas de MO total, lo que representa un tipo
de andlisis mucho mas sencillo, rapido y facil de estandarizar®®®. El mayor poder predictivo de la
evaluacion de la carga alélica de KIT en MO, respecto a la determinacién de la afectacion multilineal
de la hematopoyesis basada en el estudio de poblaciones celulares purificadas, probablemente se
deba a que la primera aproximacién da informacidn simultanea acerca de la afectacion multilineal de
la hematopoyesis por la mutacién de KIT y de la carga tumoral de MC en MO. Esto podria contribuir
también a explicar los niveles de correlacidn relativamente bajos observados, tanto en nuestro trabajo
como en estudios previos?”’, entre la carga alélica en MO para la mutacién D816V de KIT y los niveles

de sBT o la carga tumoral de MC en MO evaluada por citometria de flujo o histopatologia”’.
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Mas dificil de explicar es la asociacién observada en nuestra serie de pacientes con ISM entre
niveles elevados de sB2M y una mayor fase de progresién a SSM y AdvSM?, En este sentido cabe
sefialar que, la asociacién entre niveles elevados de sf2M y un prondstico adverso se ha referido
también previamente en otras neoplasias hematoldgicas, como el mieloma multiple y distintos
subtipos de linfomas-Hodgkin como el linfoma de manto y el linfoma B difuso de célula grande2%%-2%3,
sin que se conozca con precision el mecanismo o los mecanismos patogénicos implicados. En este
sentido, desde hace tiempo se conoce que la sB2M se produce de manera constitutiva y esta presente
en la superficie celular de la practica totalidad de células nucleadas del organismo, asocidandose entre
otras proteinas, la cadena a del complejo mayor de histocompatibilidad (human leukocyte antigen —
HLA-) de tipo 1, expresado en la membrana citoplasmatica, desde donde se libera en forma soluble al
espacio extracelular'®, Esta liberacién de B2M en forma soluble podria incrementarse en diferentes
circunstancias y situaciones, como una mayor proliferacién celular®® y/o la respuesta inmune?®,
sugiriendo que ambos procesos podrian contribuir al incremento de los niveles de sB2M en pacientes
con ISM y mayor riesgo de progresar.

A diferencia de lo descrito por otros autores, en nuestro trabajo no hemos podido validar el
impacto prondstico independiente sobre la OS de pacientes con ISM, de los niveles elevados de
SAP?48_ Asi, en nuestra serie, este parametro se ha visto reemplazado por la presencia de variantes
patogénicas (con carga alélica 230%) en los genes ASXL1, RUNX1 y/o DNMT3A. Esto podria ser debido
a que estas mutaciones ocurren de forma previa a la progresion y la afectacidn funcional de distintos
organos y tejidos como el higado y/o el hueso, y al aumento paralelo de los niveles de SAP derivado
de los mismos. Asimismo, cabe sefialar que solo un pequefio nimero de pacientes con ISM mostro al
diagndstico, niveles elevados de sB2M, variantes patogénicas (con una carga alélica 230%) en los genes
ASXL1, RUNX1y/o DNMT3A y mutacion multilineal de KIT con carga alélica >1% en MO, de los que tras
haber progresado a AdvSM, fallecieron todos menos uno, a lo largo de los primeros 6 afios de

seguimiento. Esta asociacién entre distintos factores prondsticos explicaria por qué solo las
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mutaciones en los genes ASXL1, RUNX1 y/o DNMT3A mostraron valor prondstico independiente para
OsS.

En resumen, los resultados de este trabajo muestran que la carga alélica de KIT en MO, junto
con los niveles de sB2M, deberian ser evaluados en todos los pacientes recién diagnosticados de ISM
para una estimacién mas precisa del riesgo de progresién, al permitir identificar aquellos pacientes
con elevada probabilidad de progresar hacia AdvSM que podrian beneficiarse de un seguimiento mas
exhaustivo y eventualmente, de recibir de forma temprana tratamiento citorreductor. Ademas, la
identificacion de mutaciones patogénicas en los genes ASXL1, RUNX1 y DNMT3A y la determinacidn
de su carga alélica deberia realizarse también al diagndstico (o al menos inmediatamente tras la
progresion a SSM o AdvSM) en pacientes con ISM y elevado riesgo de progresion, lo cual permitiria
identificar aquellos pacientes con elevado riesgo de muerte asociada a SM. Sin embargo, debido al
bajo nimero de fallecimientos observados entre los pacientes incluidos en nuestra serie, las
conclusiones relacionadas con los factores prondsticos para la OS deben confirmarse en estudios
independientes sobre series amplias de pacientes con ISM y tiempos de seguimiento, si cabe, mas

prolongados.

3. Propuesta de un algoritmo pronadstico universal para mastocitosis sistémica

En los ultimos dos afios, ademas de los sistemas de estratificacion de riesgo para ISM descritos
en el capitulo anterior (REMA-PFS y REMA-OS) se han disefiado, validado y propuesto otros 5
algoritmos prondsticos distintos!*®1571% Tal aluvién de nuevos modelos de estratificacién de riesgo ha
generado dudas sobre cudl o cudles serian los mas iddneos para emplear en la rutina diagndstica y la
practica asistencial. Esto es debido a que en la elaboracidn y validacidn de cada uno de estos modelos,
se han considerado diferentes combinaciones de variables, sin que exista hasta la fecha ningun estudio
en el que se comparen de forma directa dos o mas de estos sistemas de clasificacién prondstica. En

este trabajo hemos querido, por un lado, elaborar y validar un sistema global de estratificacién
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prondstica partiendo de todos los parametros clinicos, biolégicos y genéticos que habian sido
identificados como factores prondsticos independientes en los distintos modelos propuestos
previamente; y por otra parte, nuestro interés se centré en comparar los nuevos modelos con todas
las clasificaciones de riesgo disponibles previamente. Para ello, analizamos una cohorte amplia de 1275
pacientes representativos de los distintos subtipos diagndsticos de SM, dividida en dos series, una serie
exploratoria con 422 pacientes de la REMA y otra de validacion con 853 pacientes procedentes de
varios centros de Europa y de EE.UU.

El analisis multivariante realizado sobre la serie exploratoria permitid identificar dos
combinaciones de parametros con valor prondstico independiente para PFSy OSy que han constituido
la base sobre la que se asientan los dos Global Prognostication Scores for Mastocytosis propuestos en
este trabajo (GPSM-PFS y GPSM-0S, respectivamente). El modelo GPSM-PFS incluia una combinacién
de pardmetros de fécil acceso, disponibles en todo el mundo en practicamente cualquier laboratorio
de diagndstico clinico (i.e. recuento de plaquetas, sBT y sB2M), mientras que el GPSM-OS requeria de
una combinacién mas compleja de pardmetros entre los que se incluian la deteccidon de mutaciones
en los genes SRSF2, ASXL1, RUNX1 y/o DNMT3A junto a los niveles de hemoglobina y de SAP. Ambos
modelos GPSM permitieron estratificar a los pacientes con SM en grupos de bajo y alto riesgo, con un
pequeio grupo de pacientes de riesgo intermedio, tanto cuando analizamos la serie exploratoria como
en la cohorte de validacion. Ademas, ambos algoritmos permitieron la estratificacion prondstica tanto
de los pacientes incluidos en la serie global, como de los pacientes con NonAdvSM y AdvSM, cuando
se consideraban de forma separada.

En general, nuestros resultados mostraron que los siete algoritmos prondsticos propuestos
previamente para SM evaluados en este trabajo, permiten una estratificacién prondstica aceptable de
los pacientes con SM. Sin embargo, un analisis mas detallado de los resultados obtenidos mostré
importantes diferencias entre ellos, segulin el grupo concreto de pacientes analizados (i.e. la serie global
o los pacientes con NonAdvSM o AdvSM por separado) y el marcador de evolucidn (PFS y OS). Asi, los

modelos GPSM-PFS y REMA-PFS destacaron sobre los demas al mostrar mayor precisién y eficiencia a
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la hora de predecir PFS en el conjunto de los pacientes. En contrapartida, para predecir la OS de toda
la serie, todos los modelos, con la excepcidn del REMA-OS, mostraron una buena capacidad predictiva,
siendo los sistemas GPSM-0S y AdvSM-IPSM, seguidos de los modelos MAPS y MARS, los que
mostraron mayor capacidad predictiva.

Al repetir estos andlisis de forma especifica para los pacientes con NonAdvSM, nuestros
resultados confirmaron que tanto el modelo REMA-PFS como el GPSM-PFS, seguian siendo los mejores
algoritmos para predecir PFS. En este contexto cabe sefalar, que estos dos modelos constituyen los
Unicos sistemas de clasificacién que utilizan los niveles de sB2M como factor prondstico, confirmando
asi que este parametro proporcionaria informacién relevante a la hora de determinar la probabilidad
de progresién entre pacientes con ISM. Esto podria ser debido a que, a diferencia de otros
biomarcadores que reflejan la carga tumoral como la sBT, los niveles de sB2M podrian reflejar ademas
la posible coexistencia de una respuesta inmune incrementada y/o alterada y la interaccién del MC
neoplasico con el micromedioambiente celular a nivel tisular®*3%, Por el contrario, ninguno de los
algoritmos disefiados para PFS (ni siquiera el GPSM-PFS) permitié predecir la progresién en las AdvSM.
Estos hallazgos podrian deberse a que la mayoria de pacientes con AdvSM muestran ya en el momento
del diagnéstico, parametros tipicamente asociados a (mayor probabilidad de) progresion. Ademas, es
bien conocido que con frecuencia resulta complejo, si no imposible, identificar la emergencia de una
neoplasia hematoldgica adicional, diferente a la preexistente, en pacientes con AdvSM, debido a la
gran heterogeneidad de las AHN asociadas a SM*¥*! y/o a la corta supervivencia de muchos de estos
enfermos>3%°°, Por el contrario, todos los algoritmos analizados mostraron una buena capacidad
predictiva para la OS al considerar de forma separada los pacientes con NonAdvSM y AdvSM; aun asi,
los modelos GPSM-0S y AdvSM-IPSM mostraron ser los que se asociaban a una estratificacion
prondstica mas precisa, y por lo tanto, los que tenian mayor capacidad predictiva para OS.

En conjunto, estos resultados demuestran que el modelo GPSM-PFS propuesto en este trabajo
constituye un sistema de clasificacién robusto a la hora de estratificar los pacientes diagnosticados de

NonAdvSM, en funcién del riesgo que presentan de progresar, mientras que el modelo GPSM-0S y el
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AdvSM-IPSM, seguidos de los sistemas MAPS y MARS, destacan como los mejores a la hora de predecir
la OS, sobre todo en pacientes con AdvSM. Curiosamente, sorprende que algoritmos basados
exclusivamente en parametros clinicos y de laboratorio de facil acceso, sin la necesidad de analizar
marcadores moleculares mdas complejos (AdvSM-IPSM y GPSM-PFS), muestren una capacidad
predictiva igual o incluso superior, a la de otros modelos en los que se incluyen las mutaciones
genéticas asociadas a peor pronodstico. Esto podria ser debido a que las variables seleccionadas en el
primer grupo de modelos pudiesen reflejar de forma fidedigna y/o temprana las consecuencias de la
inestabilidad genética/molecular del tumor, sustituyendo asi la capacidad predictiva de los marcadores
moleculares. Cabe destacar también que, de todos los modelos evaluados, el sistema AdvSM-IPSM
constituye el algoritmo desarrollado sobre la serie multicéntrica mas amplia de pacientes con SM
descrita hasta la fecha, pudiendo este hecho otorgarle una mayor robustez y reproducibilidad y en
definitiva un mayor valor predictivo en la evaluacion comparativa realizada aqui de los distintos
algoritmos prondsticos disponibles>6157:159:347

En conjunto, estos hallazgos, podrian tener importantes consecuencias directas en el futuro
manejo clinico de pacientes con SM, al demostrar que si no se dispone de informacidn sobre la carga
alélica de la mutacion D816V de KIT o de las mutaciones de otros genes en MO, ésta no seria
estrictamente necesaria para poder estratificar los pacientes con SM segln su riesgo de progresién
y/o muerte. Asi, en aquellos pacientes con SM en los que la carga alélica de la mutacion D816V de KIT
en MO no esté disponible al diagndstico, éstos podrian estratificarse segun su riesgo de progresion
aplicando el sistema GPSM-PFS propuesto en nuestro trabajo y que combina variables de bajo coste,
disponibles en la mayor parte de laboratorios en todo el mundo, como son el recuento de plaquetasy
los niveles de sBT y de spM, en ausencia de pardmetros derivados del estudio de la MO. De forma
similar, la estratificacidon de pacientes con SM en funcién de la OS basada en el modelo AdvSM-IPSM
tendria como ventaja sobre los algoritmos MAPS, MARS y GPSM-0S, el que se basa Unicamente en
parametros de laboratorio de facil acceso como los niveles de hemoglobina, el recuento de plaquetas

y leucocitos y los niveles de sBT, sin necesidad de realizar andlisis genéticos mas complejos'®®1%%347 En
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contrapartida el analisis de las mutaciones S/A/R o S/A/R/D tiene como ventaja el que dichas
mutaciones constituyen un marcador mas fiable al ser un marcador mas estable durante el transcurso

d3%, respecto a otros parametros clinicos y/o de laboratorio, como la sBT o sB2M, que

de la enfermeda
pueden verse alterados por la medicacion o por procesos (e.g. infecciosos y/o alérgicos)
intercurrentes®196349 A pesar de que estas circunstancias han podido ocurrir en nuestra serie, el
modelo AdvSM-IPSM estratifica mejor el riesgo de muerte de los pacientes con SM respecto a los
algoritmos prondsticos basados en combinaciones de factores prondsticos que incluyen marcadores
moleculares, cuestionando asi la necesidad de realizar estudios de secuenciacidn de otras mutaciones
genéticas que afectan a genes distintos de KIT con fines prondsticos, en pacientes con SM. Una ventaja
adicional de los algoritmos GPSM-PFS y AdvSM-IPSM, ya adelantada anteriormente en este apartado,
es que requieren Unicamente de parametros séricos y hematoldgicos cuya obtencidn se basa en el
estudio de una muestra de sangre con procedimientos minimamente invasivos, lo que facilita la re-
estratificacion de cada paciente a lo largo del tiempo, durante la evaluacién de la enfermedad, sin

necesidad de someter al paciente a un procedimiento invasivo como es el aspirado medular, tanto en

el contexto de ensayos clinicos como en la practica asistencial habitual
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Conclusiones

En relacion con la frecuencia, tipo e impacto prondstico de las mutaciones somaticas y

germinales presentes en pacientes con mastocitosis sistémica:

1.

No existe una alteracién genética especifica asociada a la progresiéon hacia formas
avanzadas de SM, a parte de la afectacion multilineal de la hematopoyesis por la mutacion
D816V de KIT.

La transformacion maligna en la SM, probablemente requiera de un entorno genético
alterado en el que coexisten diferentes combinaciones de mutaciones (somaticas y
germinales) con un patrén de afectacion multilineal de la hematopoyesis en el que se ven
afectados tanto los MC tumorales como células de otras lineas mieloides y/o linfoides de
MO.

La presencia de mutaciones en los genes SRSF2, ASXL1, RUNX1 y/o EZH2 constituye un
marcador genético potencialmente Util a la hora de predecir la progresién y supervivencia

de pacientes con ISM de alto riesgo.

En relacion con la frecuencia e impacto prondstico de la mutacion de KIT y de otras

variantes genéticas en pacientes con mastocitosis sistémica indolente:

4.

Entre 15-20% de los pacientes con ISM muestran mutaciones somaticas que afectan
ademas de KIT, otros genes de los que destacan por su frecuencia los genes DNMT3A,
ASXL1, TET2, ITGA10 y RUNX1. A diferencia de lo observado en AdvSM, en la ISM son raras
las alteraciones genéticas en las que se ven involucrados los genes SRSF2 y EZH2.

Los niveles elevados de B2M sérica junto con la presencia de la mutacion D816V de KIT con
carga alélica >1% en MO vy la coexistencia al diagndstico de mutaciones patogénicas en los
genes ASXL1, RUNX1y DNMT3A con carga alélica en MO >30%, constituyen la combinacion

de pardmetros con mayor poder predictivo de progresién desde ISM a SSM y AdvSM.
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En relacion con la estratificacion de riesgo y la propuesta de un nuevo algoritmo

prondstico universal para mastocitosis sistémica:

184

De todos los factores prondsticos independientes identificados hasta la fecha, la
combinacion del recuento de plaquetas en sangre y los niveles séricos de B2M y sBT por
un lado, y de las cifras de hemoglobina, SAP y las mutaciones A/R/D por otra parte,
constituirian las combinaciones de variables con valor independiente para predecir la PFS
y la OS de pacientes con SM, respectivamente. La inclusidon de estas combinaciones de
factores prondsticos en los modelos GPSM-PFS y GPMS-0S permite dividir los pacientes
con SM en dos grandes grupos de bajo y alto riesgo, junto a un pequefio grupo de riesgo
intermedio.

De todos los sistemas de estratificacién de riesgo propuestos para pacientes con SM, los
modelos REMA-PFS y GPSM-PFS son los que muestran una mayor capacidad predictiva
para PFS, especialmente entre pacientes con NonAdvSM. En contrapartida, los modelos
AdvSM-IPSM y GPSM-OS constituyen los mads precisos a la hora de predecir la OS, tanto en
el conjunto de pacientes con SM como en las formas avanzadas de la enfermedad.

La utilizacién de los modelos GPSM-PFS y AdvSM-IPSM permite una estratificacion
prondstica adecuada de los pacientes con NonAdvSM y AdvSM, basada de forma exclusiva
en parametros de facil acceso y disponibles en laboratorios de diagndstico clinico de todo
el mundo, obviando la necesidad de someter al paciente a procedimientos invasivos como

el aspirado medular.
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