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Bé, ja ens trobem aqui, en I'Gltima fase abans de dipositar la tesi... els agraiments. Per alguns,
la part més senzilla, per altres, la més complicada. Ara toca asseure’s, respirar fons, fer un cop
d’ull al passat i donar les gracies a tota la gent que ha fet possible que avui estigués jo aqui,
davant de I'ordinador, escrivint els agraiments. Hi ha tanta gent a la qui li vull donar les gracies,
gue espero no deixar-me ningu en aquest procés que al final ha durat.... més de set anys! Com

passa el temps!

Pero no puc comencgar a donar les gracies a tots els que m’heu acompanyat en aquest procés
d’escriure la tesi doctoral, sense fer un esment molt gran a aquelles persones que em van
donar l'oportunitat d’entrar a treballar a I’'Hospital Germans Trias i Pujol quan jo era una
recent llicenciada de només 22 anys. La Dra Fuensanta Milla i el Miquel Tarén, van fer possible
que entrés al mercat laboral, primer com una becaria de la “Fundacié per a la investigacio
clinica i molecular del cancer de pulmd” i després com a técnic especialista de la Unitat de
Biologia Molecular del Laboratori d’Hematologia de I'Institut Catala d’Oncologia. Els hi estic
plenament agraida de que em donessin aquella oportunitat i que, 17 anys més tard, encara
estigui per aqui aprenent dels meus companys i gaudint de la meva feina. Pero com vaig
arribar a Can Ruti? Li tinc que donar les gracies a la Neus, companya de facultat, bona amiga i
badalonina fins la medul-la! Per aquell llavors, ella estava de practiques a la Unitat de
Citogenética i un dia, quan estavem a classe, em va dir que buscaven gent per obrir una Unitat
de Biologia Molecular. Jo pensava que era impossible que m’agafessin, ja que no tenia cap
tipus de nocid practica (teorica si, és clar!), pero resulta que la sort estava de la meva part...
Crec que del que em va passar s’anomena “estar en el lloc oportd en el moment precis”.
D’aquella época recordo amb afecte tota la gent que em va ajudar a entendre millor
I’'hematologia: les explicacions de la Isabel, el Javier, la Marisol i la Neus sobre la citogenetica
(sempre m’ha semblat dificilissima i alguns dels seus “trucs” per diferenciar els cromosomes no
hi havia qui les entengués... que és aixo que “la X porta biquini”?), la citologia amb el Tomas, la
citometria amb el Jordi Junca, etc... | 6bviament no em puc oblidar dels clinics: el Dr Ribera, la
Blanca, el Juanma, la Christelle, I'Alonso, la Montse, I'Albert, etc... Pero no només els
facultatius van ser mestres pacients, també en aquella eépoca em van acompanyar en aquest
viatge pel laboratori: la Rosa, la Nani, I’Alicia, la Tere, I’Angels, la Manoli, la Nuria, la Mari, i un

llarg etcetera!

Una mica més tard, amb I'arribada de la Lurdes, la Unitat de Biologia Molecular va comengar a
ser una realitat, i és que hi ha poca gent tant treballadora i alhora tan proxima com ella.
Sempre amb ganes d’aprendre i amb una paciéncia infinita per a ensenyar als demés, sempre li

he dit que ella és una “ment inquieta” i no sempre facil de seguir! Esta clar que sense ella



aquesta tesi no hagués vist mai la llum. El temps va passant i les tecniques moleculars agafen
importancia en quant al diagnostic, pronostic i seguiment de les neoplasies hematologiques.
Cada vegada tenim més feina i es necessita més gent. Arriben al laboratori la Diana i la Silvia,
dues persones importantissimes dins el grup molecular i obviament imprescindibles per la
realitzacié d’aquesta tesi. El laboratori sense les seves histories, la seva energia i els seus
somriures no seria el mateix! Pel laboratori de molecular també han passat estudiants de
doctorat, com la Laura i el Jordi (ara ja doctors tots dos). Ha estat un plaer compartir dies de
feina amb ells, tots dos amb un caracter encantador, sempre disposats a ajudar i a aprendre!
Ara no compartim laboratori, pero si edifici! | encara podem passar bones estones al passadis,
al coffee corner o a la cafeteria (bé, aix0 era abans que la pandémia del coronavirus capgirés
tota la nostra vida). | de manera més recent, van arribar la Itzi i el Pepe, que tot i que ja ens
coneixiem de feia temps (de la meva época de becaria del grup de cancer de pulmd) ara ja no
m’imagino la unitat de biologia molecular sense les seves bromes i les seves cangons de
“gramola”. Finalment, per consolidar el grup tal i com el coneixem actualment, va arribar el
Lluis, la persona més esportista del laboratori! Tant fa maratons, com triatlons... no hi ha qui el
pari! | tot i que no pertany especificament al grup de molecular, no puc oblidar-me de la
Natalia! Sort que la tenim a ella, que al ser la “pipiola” del grup, ens posa al dia de quina és la

musica que sona actualment o d’aplicacions utils per la vida!

Com he dit, aquest és un viatge d’anys i pel laboratori passa moltissima gent, que d’una
manera o d’una altra han influenciat en la meva manera de treballar i de veure i viure la vida: a
citogeneética tenim I’Adela, I’Aleix i la Carmen. Els nostres dies al laboratori no serien el mateix
sense les seves trucades: “quan podrem punxar? Ens espereu? A les 12h se m’acaba la PCR...” |
les seves visites per analitzar les QFs. L’Elisa, una hematologa multidisciplinar, que tant et fa la
coagulacié, com et mira una citologia o t'informa una citometria, i sempre amb un somriure a
la cara. El Marc, ara responsable de citometria, perdo que ens vam coneixer quan encara era
estudiant de medicina i va voler fer unes practiques al laboratori de molecular. Ja llavors
demostrava una gran passio per la feina i és una altra “ment inquieta” del laboratori... Si mai
trobeu junts a la Lurdes, la Blanca i el Marc, tremoleu. Segur que estan maquinant algun
projecte nou! La Inés, que amb I'estudi de les talassémies ha fet la seva introduccié al mén de
la molecular! La practica fa mestres, i ara cada vegada ens ocupa menys temps la campanal
Després de tants anys, han estat molts els residents amb els quals hem compartit estones de
laboratori: I'Esther, la Natalia, la Susanna, la Sonia, el Ferran, I’Alfons, la Laia, |'Esther, la Inés,
la Miriam, la Cristina, el Marc, el Jesus, |’Alberto, la Susanna, I'’Anna, la Marta, la Clara, la

Monica, la Mireia, la Gigi, la Maria, etc..



De tota la gent de I'atic haig de fer una mencié especial a la Blanca, la Maria José i I'Olga.
Moltes gracies noies, m’heu ajudat tant... reclutant pacients, buscant informacié en les bases
de dades, amb I'estadistica... sense la vostra ajuda cap dels estudis que he presentat hagués
estat possible!!! Us he incordiat infinitat de vegades, sobretot a tu Olga... i sempre has respost

a les meves preguntes amb un somriure a la cara! Moltes gracies!

Als promotors de I'estudi CETLAM SMD-09, en Joan Bargay i la Lurdes! Esta clar que sense la
seva empenta i iniciativa en voler saber més, no s’hagués creat aquest protocol! | sense aquest
protocol... no hi hauria aquesta tesi! Moltes gracies! Tampoc em puc oblidar de totes les
persones que formen part del grup CETLAM, ja que sense el seu esforg¢ i constancia no hi
hauria els pacients inclosos i les mostres no haguessin arribat al laboratori per a que les
estudiéssim. | 0bviament agrair als pacients la seva generositat en voler participar a I'estudi. El

fruit d’aquesta tesi és gracies a tots ells!

Al grup de genomica i bioinformatica del IMPPC: el Lauro, la Raquel, el Xavi, el Guerau i el
Gabriel. | al grup de Genomica reguladora liderat per la Tanya Vavouri i amb la col-laboracid
de la Yulia Medvedeva. Tots ells ens van ajudar a I'inici dels estudis de metilacié. Uns inicis que
no van ser facils, ja que sdn completament diferents als que estavem acostumats amb les

tecniques assistencials!

La creaci6 de I'Institut de Recerca contra la leuceémia Josep Carreras, campus Can Ruti ha fet
que estiguéssim en contacte amb grups de recerca i que d’aquesta relacié aprenguéssim tots.
Els primers en arribar, el grup de SMD del Francesc Solé, al principi format per la Mar, la Veraii
la Laura, amb les quals vaig passar moltes hores i molts nervis amb els inicis dels panells de
NGS. Quin neguit quan els bioanalyzers no donaven el perfil que tocava i s’havia de tornar a
fragmentar! El Covaris tenia els seus “trucs”... | dbviament agrair a la M2 Pilar i 'Anna, de la
Plataforma de Genomica del IGTP, la seva inestimable ajuda amb I'inici dels estudis de NGS. La
vostra experiéncia i suggeriments van ser claus per agilitzar els analisi dels panells de NGS.
Amb el temps, el grup de SMD va créixer i van arribar el Francisco, la Pame, la Nuri, la Rocio, la
Jessica... Amb molts d’ells no he compartit laboratori, pero si cursos i congressos de SMD.
Sempre un plaer! El grup del Marcus Buschbeck, sobretot la relaci6 amb la Raquel i el
Roberto. La Raquel, i els seus Ficolls, les teves visites al laboratori sempre sén benvingudes...
sempre i quan no ens “acaparis” la centrifuga! ;) | qué puc dir del Roberto? Sense tu I'estudi de
metilacid no hagués vist mai la llum! Jo encara estaria intentant obrir I'arxiu amb un excel!

Moltes gracies per tot, perqué després de tota la feina que t’he donat, els meus mails (la



majoria d’ells quilométrics!) i els “petits” problemes amb les versions de les bases de dades...

encara em dirigeixes la paraula! ©

Als meus directors de tesi, el Dr Feliu i la Lurdes. Qué puc dir d’ells que no sapigueu ja? Sén
dues persones amb un coneixement infinit, una manera de ser excepcionals i sempre amb un
somriure a la cara. Moltes gracies per les vostres correccions, sempre enriquidores, per la
vostra paciencia i la vostra ma esquerra. Les vostres observacions sempre han estat en positiu i

aixo és d’agrair!

| per anar acabant, entrarem a la part més personal. Gracies a tots els amics. La Judlia i la
Cristina, companyes de I'escola Pia Balmes i que tot i que actualment vivim lluny i ens veiem
poc, sabem que ens tenim a una trucada de telefon. Als pares de I'escola que s’han convertit
ens amics, las Marta, el Juan, I'Elisabeth i '’Axel, quan ens les nostres trobades m’aneu
preguntant per I’evolucid de la tesi... Sé que no és el tema més emocionant del mén, pero tot i
aixi m’escolteu i em doneu suport. A la meva familia i la familia politica. Els millors que hauria
pogut imaginar! Gracies als meus sogres, la Quimeta i el Blas, que m’ajuden en tot el que
poden i més! | gracies als meus pares, I’Ana i el Pablo, que ens han ensenyat al Pau, I'lgnasi i a
mi, que les coses importants a la vida requereixen esforg, i que la feina ben feta no té preul!
Gracies per escoltar-me, tot i que la majoria de vegades no sabeu de que us estic parlant...
pero tot i aixi, em deixeu fer... Gracies papes, sou un gran exemple a seguir! Us estimo! No
sabeu lo molt que us he enyorat aquestes setmanes que no ens hem pogut veure ni abracar! |
tot i que fa molt de temps que no estan amb nosaltres, aquesta tesi també és en part de les
meves iaies... Recordo quan els hi deia que treballava a la unitat de biologia molecular i em
contestaven: “nena, aixo no sera perillés?”. O lo orgulloses que estaven de tenir una neta
treballant en un hospital... i em repetien: “qui anava a dir que amb una carrera tan “rara” com
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Biologia, acabaries treballant a un hospital com Can Ruti!”. | finalment, dono les gracies al meu
marit, I'Albert, i a la familia que he creat amb ell. Gracies per ser el meu suport emocional!
Quan m’escoltes i deixes que ho tregui tot... em dones pau i em fas veure les coses amb
perspectiva. Sense tu estaria perduda! Ets el meu marit, perd també el meu amic, psicoleg,
fisioterapeuta, informatic... i el més important... el que m’ha “regalat” les dues persones més
importants de la meva vida! Els nostres fills, I’Alba i I’Arnau, les joies de casa nostra. Sé que

aquesta tesi m’ha “robat” hores d’estar amb ells, pero també espero que els hi hagi ensenyat

que les coses que volem, necessiten el seu temps i més si es volen fer bé!

Aixi que a tots vosaltres.... gracies, gracies i mil vegades... GRACIES!!!!!






5hmC: 5-hidroximetilcitosina

5mC: 5 metil-citosina

ADN: acid desoxiribonucleic

ADNdc: ADN de doble cadena

AEE: agents estimulants de I'eritropoesi

AHM: agents hipometilants

AIR: acondicionament d’intensitat reduida

Alo-TPH: trasplantament al-logenic de progenitors hematopoetics

AMO: aspirat de moll d’os

AR: acid retinoic

AR: Anémia refractaria

AREB: Anémia refractaria amb excés de blasts

AREB-1: Anemia refractaria amb excés de blasts tipus 1

AREB-2: Anémia refractaria amb excés de blasts tipus 2

AREB-t: Anémia refractaria amb excés de blasts en transformacio

ARN: acid ribonucleic

ARNm: acid ribonucleic missatger

ARSA: Anémia refractaria amb sideroblasts en anell

AZA: 5-azacitidina

CC: citogenetica convencional

CCUS: citopenia clonal de significat incert (clonal cytopenia of undetermined significance)

CFC-G: cel-lules formadores de colonies de granulocits neutrofils

CFC-GM: cél-lules formadores de colonies de granulocits i monocits



CFC-M: cél-lules formadores de colonies de macrofags

CFU-Ba: unitat formadora de colonies de basofils

CFU-E: unitat formadora de colonies eritroides

CFU-Eos: unitat formadora de colonies d’eosinofils

CFU-L: unitat formadora de colonies limfoide

CFU-LM: unitat formadora de colonies limfoide mieloide

CFU-M: unitat formadora de colonies mieloide

CFU-Meg: unitat formadora de colonies de megacariocits

CH: concentrat d’hematies

CHIP: hematopoesi clonal de potencial indeterminat (clonal hematopoiesis of indeterminate

potential)

CRDM: Citopeénia refractaria amb displasia multilinia

CRDU: Citopenia refractaria amb displasia unilinia

CRT: terminacid ciclica reversible (cyclic reversible termination)

DEC: decitabina

EPO: eritropoetina

ERV: retrovirus endogens (endogenous retroviruses)

FAB: Grup Franc-America-Britanic

FISH: Fluorescence in-situ hybridization

G-CSF: factor estimulador de colonies de granulocits

GESMD: Grup Espanyol de Sindromes Mielodisplastiques

GO: Gene Ontology

GST: gen supressor de tumors

GTPasa: proteina guanosina trifosfatasa
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Hb: Hemoglobina

HDAC: Histona deacetilasa

HDACi: inhibidors d’histones deacetilases
HMT: histona metiltransferasa

ICE: Idarrubicina, citarabina i etoposid

ICUS: citopénia idiopatica de significat incert (idiopathic cytopenia of undetermined

significance)
IPSS: index Pronostic Internacional (International Prognostic Scoring System)
IPSS-R: index Pronostic Internacional revisat (Revised International Prognostic Scoring System)

ISCN: Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenetica Humana (International System for

Human Cytogenetic Nomenclature)

LAM: leucemia aguda mieloide

LAMs: leucémia aguda mieloide secundaria

LEC: Leucemia eosinofilica cronica

LMC: Leucémia mieloide cronica

LMCa: Leucemia mieloide cronica atipica, BCR-ABL1 negativa
LMMC: leucemia mielomonocitica cronica

LMMIJ: Leucemia mielomonocitica juvenil

LM-PCR: lligacié mitjangada per PCR (ligation mediated PCR)
LNC: Leucemia neutrofilica cronica

ME: malaltia estable

MFP: Mielofibrosis primaria

miRNAs: micro acid ribonucleic

MO: medul-la ossia



NGS: seqlienciacid de nova generacid (Next Generation Sequencing)
NMP: Neoplasia mieloproliferativa

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

PCR: reaccié en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
PRC2: complex repressiu del polycomb (Polycomb repressive complex)
Pre-ARNm: pre-ARN missatger

PV: Policitémia vera

RAR: receptor d’acid retinoic

RARE: element de resposta a acid retinoic (retinoic acid-response element)
RC: resposta completa

RCM: Remissié completa medul-lar

RH: resposta hematologica

RP: resposta parcial

RXR: receptor X de I’acid retinoic

SG: supervivencia global

SLP: supervivencia lliure de progressid

SMD del(5q): sindrome mielodisplastica amb delecié del cromosoma 5
SMD/NMP: Neoplasies Mielodisplastiques/Mieloproliferatives
SMD/NMP-I: Neoplasia mielodisplastica/mieloproliferativa inclassificable
SMD: sindrome mielodisplastica

SMD-EB: sindrome mielodisplastica amb excés de blasts

SMD-SA: sindrome mielodisplastica amb sideroblasts en anell

SNP: polimorfisme d’un Unic nucleodtid (single nucleotide polymorphism)
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SNP-A: arrays de SNPs (single nucleotide polymorphism arrays)

snRNP: petites ribonucleoproteines nuclears (small nuclear ribonucleoproteins)

SP: sang periférica

TE: Trombocitémia essencial

TID: tractament immunodepressor

TNF: factor de necrosi tumoral (tumoral necrosis factor)

TPH: trasplant de progenitors hematopoeétics

TSS: lloc d’inici de la transcripcié (transcription start sites)
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RESUM

Les sindromes mielodisplastiques (SMD) sén un conjunt heterogeni de neoplasies
hematopoéetiques clonals caracteritzades per citopenies, displasia en una o més linies
cel-lulars, hematopoesi inefectiva, alteracions genétiques recurrents i un augment del risc de
desenvolupar una leucémia aguda mieloide (LAM). Durant molt de temps, s’ha considerat que
les neoplasies eren resultat d’alteracions cromosdmiques, numeériques i/o estructurals, que
induien mutacions en gens que permetien tant |'activaciéo d’oncogens com la inactivacié de
gens supressors de tumors. Pero noves evidencies han demostrat que almenys en part, el
fenotip tumoral i el comportament biologic diferenciat que tenen les cél-lules tumorals, es deu
també a la presencia de canvis heretables en les formes d’expressid génica que succeeixen
sense que es donin canvis en la seqlUéncia primaria dels nucleotids. Aquesta regulacié de
I’activitat transcripcional és el resultat d’una reorganitzacié de I'estructura tridimensional de la
cromatina, que modula la seva accessibilitat a factors de transcripcid i proteines implicats en
els processos d’expressio genica, i és el que es coneix com epigenetica. La terapia epigenética,
amb I'Us d’agents hipometilants (AHM), és eficag en el tractament dels pacients amb SMD d’alt
risc i LAM que no sén candidats a quimioterapia intensiva o trasplantament al-logénic.
Tanmateix, les taxes de resposta al tractament amb AHM sdén baixes i és necessari trobar

biomarcadors pronostics i predictius de la resposta al tractament.

La caracteritzacid genética i epigenetica de les SMD i les LAM secundaries (LAMs) és important
no només per a entendre la biologia d’aquestes entitats sind també des d’un punt de vista
clinic per a definir millor el diagnostic, pronostic i seleccionar el tractament de la forma més

personalitzada possible.

En aquesta tesi s’aborda I'estudi de les SMD d’alt risc i les LAMs tant des del punt de vista
genetic com epigenétic. En la primera part del treball es caracteritza genéticament 39 pacients
diagnosticats de SMD d’alt risc o LAMs inclosos en el protocol CETLAM SMD-2009 tractats
homogeniament amb azacitidina (AZA). Aquesta caracteritzacié geneética es va fer mitjangant
sequenciacid massiva de nova generacid (NGS) utilitzant un panell costumitzat de 83 gens
relacionats amb patologia mieloide. El 95% dels pacients presentaven almenys una mutacié i
els gens més freqlientment alterats van ser: TP53 (49%), DNMT3A (21%) i SRSF2 (18%); seguits
de TET2 (15%) i U2AF1 (15%). Tot i que la cohort analitzada en aquesta tesi esta formada per
pacients d’alt risc (segons IPSS o IPSS-R), vam poder observar que determinats marcadors
moleculars, com ara mutacions en TP53 i SRSF2, eren capacos de subclassificar els pacients en

diferents grups pronostics. La taxa de resposta va ser del 55%, perd0 no vam poder
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correlacionar la presencia de mutacions en TET2 i TP53 amb la resposta a AZA. Els pacients
amb LAMs presentaven més mutacions que els pacients amb SMD d’alt risc i la mitjana de
mutacions va augmentar a la recaiguda, donant suport a la idea que en estadis avancats de la
malaltia hi ha una major complexitat genomica. Per tant, els nostres resultats indicarien que la
deteccié d’anomalies genetiques en aquest grup de pacients, amb un comportament clinic
heterogeni, pot ser d’utilitat tant a I’'hora de perfilar el pronostic com pel seguiment de la
malaltia.

En la segona part del treball s’aborda I'estudi de pacients amb SMD d’alt rsic i LAMs tractats
també amb el protocol CETLAM SMD-2009 pero des del punt de vista epigeneétic. Per aquest
motiu es va estudiar els perfils de metilacié global de I’ADN de 75 pacients al diagnostic i
durant el tractament. En aquest protocol, els pacients rebien AZA o tractament intensiu segons
I’edat, les comorbiditats i la citogenética. Al diagnostic, I’analisi no supervisat, no va detectar
cap patré de metilacié global que permetés diferenciar els pacients segons subtipus citologic,
citogenétic o de resposta al tractament. Pero aplicant la técnica del combined rank vam ser
capacos de determinar un perfil de metilacié al diagnostic definit per 200 sondes capa¢ de
separar els pacients responedors dels pacients no responedors al tractament amb AZA.
Estudiant les mostres al seguiment vam confirmar que AZA disminueix la metilacié global de
I’ADN, pero a la nostra cohort el grau de desmetilacié no es va correlacionar amb el tipus de
resposta. La signatura de metilacid definida al diagnostic no va ser d’utilitat en les mostres
tractades per determinar un patré de metilacid predictiu de progressid6 o recaiguda. En
conclusio, I'alteracid dels patrons de metilacié de I’ADN al diagnostic, en un subconjunt d’illes
CpG determinat, pot servir de biomarcador per predir la resposta a AZA, i per tant, creiem que
I'estudi d’aquest mecanisme epigenétic pot contribuir a la deteccid de gens i vies de
senyalitzacié implicats en la malaltia, aixi com ajudar a identificar nous marcadors pronostics i

de resposta al tractament.

Aixi doncs, queda palés que les SMD d’alt risc i les LAMs sén malalties generades tan per
alteracions genetiques com per variacions epigenétiques, i sera I'estudi d’ambdues que ens
portara a un millor coneixement sobre les conseqliéncies biologiques d’aquestes alteracions i

la seva importancia en 'hematopoesi humana.
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SUMMARY

The myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of clonal haematopoietic stem cell diseases
characterized by cytopenias, dysplasia in one or more myeloid lineages, ineffective
haematopoiesis, recurrent genetic abnormalities and increased risk of developing acute
myeloid leukaemia (AML). For a long time, neoplasms had been considered as the result of
chromosomal alterations, numerical and/or structural, that induce mutations in genes,
allowing both the activation of oncogenes and the inactivation of tumour suppressor genes.
But new evidence showed that at least in part, the tumour phenotype and the differentiated
biological behaviour of tumour cells is also due to the presence of heritable changes in the
forms of gene expression that occur without changes in nucleotide’s primary sequence. This
regulation of transcriptional activity is the result of a reorganization of the three-dimensional
structure of chromatin, which modulates its accessibility to transcription factors and proteins
involved in gene expression processes, fact that is known as epigenetics. Epigenetic therapy,
using hypomethylating agents (HMA), is known to be effective in the treatment of high-risk
MDS and AML patients who are not suitable for intensive chemotherapy or allogeneic
transplantation. However, treatment response rates to HMA are low and it is an urgent need

to find prognostic and predictive biomarkers of treatment response.

The genetic and epigenetic characterization of MDS and secondary AML (sAML) is important
not only to understand the biology of these diseases but also from a clinical point of view to
better define the diagnosis, prognosis and select the treatment in the most possible

personalized way.

This thesis addresses the study of high-risk MDS and sAML from both, genetic and epigenetic
point of view. The first part of the work is focused on genetically characterizing a group of 39
patients with MDS and sAML included in the CETLAM SMD-2009 protocol, who have been
homogeneously treated with azacitidine (AZA). This characterization has been done by next
generation sequencing (NGS) using a custom panel of 83 genes related to myeloid pathology. It
was observed that 95% of patients presented at least one mutation, that the most frequently
altered genes were TP53 (49%), DNMT3A (21%) and SRSF2 (18%); followed by TET2 (15%) and
U2AF1 (15%). Although the entire cohort analysed in this thesis consists of high-risk patients
(according to IPSS or IPSS-R), we were able to observe that certain molecular markers, such as
mutations in TP53 and SRSF2, were able to subclassify patients in different prognostic groups.
Response rate was 55% but we could not correlate the presence of TET2 and TP53 mutations

with AZA response. Patients with SAML presented more variants than patients with high-risk
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MDS, and the average of mutations increased at relapse, supporting the idea that in advanced
stages of the disease there is a greater genomic complexity. These results confirm that
mutation analysis can add prognostic value to high-risk MDS and sAML patients, not only at

diagnosis but also at follow-up.

The second part of the work addresses the disease from an epigenetic point of view,
performing global methylation analysis of 75 patients with high risk MDS and sAML, at
diagnosis and during treatment, who were included in CETLAM MDS 2009 protocol. In this
protocol, patients received AZA or intensive treatment according to age, comorbidities and
cytogenetics. At diagnosis, the unsupervised analysis showed that global methylation pattern
didn’t allowed us to differentiate patients according to the cytological or cytogenetic subtype,
or treatment response. But when the combined rank analysis was used, we were able to
determine a methylation profile at diagnosis defined by 200 probes capable to differentiate
patients who responded to AZA treatment from those who did not. Studying follow-up
samples, allowed us to confirm that AZA decreases global DNA methylation, but in our cohort
the degree of methylation decrease did not correlate with the type of response. The
methylation signature detected at diagnosis was not useful in treated samples to determine a
methylation pattern predictive of progression or relapse. In conclusion, altered DNA
methylation patterns at diagnosis, in a subset of determined CpGs, may serve as a biomarker
to predict AZA response, and therefore, we believe that the study of this epigenetic
mechanism may contribute to the detection of genes and signalling pathways involved in the

disease, as well as may help to identify new prognostic and treatment response markers.

So, it’s clear that high risk MDS and sAML are diseases caused by genetic and epigenetic
alterations, and it will be the study of both that will lead us to better understand the biological

consequences of these alterations and its relevance to human hematopoiesis.
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1. L’hematopoesi

L'hematopoesi o hemopoesi és el procés de formacid, desenvolupament i maduracié de les
cél-lules sanguinies presents a la sang a partir d'un precursor cel-lular comd i indiferenciat

conegut com a cel-lula mare hematopoetica pluripotencial.

Durant l'etapa embrionaria i fetal, I’hematopoesi constitueix primer un fenomen
extraembrionari per acabar després ubicant-se en I'embrid, en el fetge i la melsa inicialment i
en la medul-la o0ssia (MO) definitivament. Durant els primers anys de vida la MO vermella es
localitza en tots els ossos, perd amb el pas dels anys, es converteix en MO groga que es
composa majoritariament de greix i no participa en la formacié de la sang. En els adults, la MO
vermella es troba ubicada en els ossos plans, com ara les costelles, I'esternum, les vertebres, el
crani, l'escapula i la pelvis. La MO permet el creixement i diferenciacié de les cel-lules
hematopoeétiques, i aquest procés esta regulat per mecanismes molt complexes que inclouen
interaccions de les cél-lules entre si, amb el microambient, amb factors de creixement i la

matriu extracel-lular.

El procés de renovacio de les cel-lules sanguinies i del sistema immune es manté gracies a una
petita poblacié de cel-lules mare hematopoétiques, pluripotents, localitzades en la MO.
Aquestes cél-lules tenen la capacitat d’autorenovar-se per a mantenir el subministrament de
les progenies a llarg termini i, a la vegada, tenen la capacitat de diferenciar-se per a donar lloc
a diferents llinatges hematopoétics o linies hematopoetiques. La majoria de les cél-lules es
troben en fase quiescent del cicle cel-lular i només unes poques cel-lules estan actives, donant
lloc a la renovacié de les diferents cel-lules del sistema hematopoetic. La cel-lula mare
hematopoética es coneix també com “unitat formadora de colonies limfoide mieloide”
(lymphoid myeloid colony formig unit, CFU-LM), per la seva capacitat de formar in vitro
colonies de cél-lules dels llinatges mieloide i limfoide. La CFU-LM dona lloc a ceél-lules
progenitores mieloide (CFU-M) i limfoide (CFU-L). A la seva vegada aquestes cél-lules
progenitores pluripotents donen lloc a altres poblacions compromeses irreversiblement cap a
la diferenciacié de les diferents linies. Cada tipus cel-lular es desenvolupa en un ambient
concret de la MO anomenat ninxol, format per diferents elements del microambient medul-lar
que intervenen en el procés de diferenciacié cel-lular i que, a més a més, ofereixen a la cél-lula

un suport fisic (1).

La mielopoesi és el mecanisme de generacid i desenvolupament dels elements del Ilinatge

mieloide, poblacions estudiades en aquesta tesi, constituit per les series eritroblastica,
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megacariocitica, granulopoeética i monocitica, aixi com per les cel-lules de la matriu ossia. La

cél-lula progenitora mieloide, estimulada pel microambient, dona lloc a diferents tipus de

cél-lules progenitores mono o bipotents, compromeses cap a un dels llinatges mieloides: CFU-E

(eritrocits), CFU-Meg (megacariocits), CFC-GM (granulocits i monocits), CFC-G (granulocit

neutrofil), CFC-M (macrofags), CFU-Ba (basofils) i CFU-Eos (eosinofils). EI compartiment de les

cél-lules progenitores és el responsable de reconstruir el sistema hematopoetic quan aquest

pateix un dany o agressié. Sota la influenca de diversos estimuls, les cel-lules progenitores

donen lloc a cél-lules cada vegada més diferenciades denominades precursors hematopoétics

(1). A la seva vegada aquestes seran |I'origen dels diferents tipus de cel-lules sanguinies (Figura

1):

¢ Els hematies, eritrocits o globuls vermells sén les cél-lules més nombroses de la sang.

L’hemoglobina és un dels principals components i la seva funcié és transportar I'oxigen

als diferents teixits del cos.

¢ Els leucocits o globuls blancs sén un conjunt heterogeni de cel-lules sanguinies que son

responsables de la resposta immune, implicades en la defensa de I'organisme davant

de les infeccions. Hi ha cinc tipus diferents:

(0]

Els neutrofils sén els globuls blancs més nombrosos i defensen I'organisme
contra infeccions bacterianes i fongs.

Els eosinofils son els encarregats de respondre a les infeccions per parasits, i
alhora modulen la resposta al-lérgica inflamatoria.

Els basofils principalment intervenen en les reaccions al-lergiques, alliberant
histamina, produint vasodilatacié. També alliberen heparina, una substancia
que evitara la formacié de coaguls.

Els limfocits es generen a la MO i després emigren a ganglis limfatics, melsa,
amigdales, timus, etc.. S6n els encarregats de la immunitat especifica o
adquirida.

Els monocits constitueixen el 5% del total dels globuls blancs i la seva funcio és
arribar a la zona d’infeccid per eliminar les cel-lules mortes i els detritus per
mitja de la fagocitosi. Una vegada els monocits deixen el torrent sanguini i

entren al teixit, es converteixen en macrofags.

¢ Les plaquetes sén les cel-lules que prevenen I’hemorragia amb la formacié de coaguls.

Es produeixen a la MO a partir dels megacariocits, que provenen de la cél-lula mare

hematopoeética.
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2. Neoplasies mieloides

Les neoplasies mieloides inclouen tots aquells desordres clonals que afecten a les cél-lules
involucrades en el procés de la mielopoesi. Les neoplasies mieloides es classifiquen segons els
criteris de classificaciéo de tumors hematopoetics i teixits limfoides de la Organitzacié Mundial
de la Salut (OMS), publicada per primera vegada I'any 2001 (OMS 2001) i actualitzada
posteriorment al 2008 (OMS 2008) i al 2017 (OMS 2017). Aquesta classificacié de les
neoplasies hematologiques es basa en la morfologia de la MO i la SP i en alguns casos, en

alguna caracteristica genetica especifica.

D’acord amb la classificacidé de la OMS 2008, utilitzada en aquesta tesi, les neoplasies mieloides

es divideixen en aquestes categories principals (2):

A) Neoplasies mieloproliferatives (NMP): sén malalties clonals de la cellula mare
hematopoética caracteritzada per la proliferacié, en MO o SP, d’'una o més linies mieloides
(granulocitica, eritroide, megacariocitica i mastocitica). Les NMP es caracteritzen per presentar
hipercel-lularitat en la MO amb una maduracié hematopoetica efectiva i un nombre elevat de
granulocits, eritrocits i/o plaquetes en SP. L'esplenomegalia i ’hepatomegalia son simptomes
comuns, degut a la proliferacié alterada de les cel-lules hematopoétiques. Poden cursar amb
un grau variable de mielofibrosis i en la seva evolucié tenen el potencial de patir una
progressid de la malaltia i un fallo medul-lar degut a la mielofibrosi, I’'hematopoesi inefectiva o
la transformacio a una fase blastica aguda, caracteritzada per la preséncia de 220% de blasts

en MO o SP. Les NMP es subdivideixen en vuit categories:

¢ Leucemia mieloide cronica, BCR-ABL1 positiva (LMC)
¢ Leucemia neutrofilica cronica (LNC)

e Policitemia vera (PV)

e Mielofibrosis primaria (MFP)

¢ Trombocitémia essencial (TE)

¢ Leucemia eosinofilica cronica (LEC)

* Mastocitosi

¢ Neoplasia mieloproliferativa inclassificable
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B) Neoplasies mieloides/limfoides amb eosinofilia i alteracions dels gens PDGFRa, PDGFRb o
FGFR1: dins aquesta categoria totes les neoplasies comparteixen la preséncia de transcrits de
fusid, o de forma poc freqiient la preséncia d’'una mutacid, que comporta I'expressio aberrant
de tirosina cinases. L’eosinofilia és caracteristica d’aquesta entitat, perd0 no és invariable.
Aguestes malalties es poden presentar com NMP, pero és possible que es manifestin com
neoplasies limfoides o leucemies agudes mieloides. Reconeixer aquestes entitats és important,
ja que l'activitat aberrant de la tirosina cinasa pot fer que la malaltia sigui sensible a farmacs

inhibidors de tirosina cinasa.

C) Neoplasies Mielodisplastiques/Mieloproliferatives (SMD/NMP): sén desordres clonals que
comparteixen caracteristiques cliniques, morfologiques i de laboratori, que son tant tipics de
les sindromes mielodisplastiques (SMD) com de les NMP. Es caracteritzen, generalment, per
presentar una MO hipercel-lular degut a la proliferacié d’'una o més linies mieloides. Aquesta
proliferacié pot ser efectiva en algunes linies i pot produir un nombre elevat de cél-lules
circulants que poden ser morfologicament i/o funcionalment displastiques. Alhora, una o més
linies diferents poden presentar una hematopoesi ineficient, donant lloc a més a més, a
I'aparicié de citopénies (reduccié del nombre de cél-lules en SP per sota de la normalitat). Les

SMD/NMP inclouen quatre categories:

¢ Leucemia mielomonocitica cronica (LMMC)
¢ Leucemia mieloide cronica atipica, BCR-ABL1 negativa (LMCa)
¢ Leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ)

* Neoplasia mielodisplastica/mieloproliferativa inclassificable (SMD/NMP-I)

D) Sindromes mielodisplastiques (SMD): son un grup heterogeni de malalties clonals que
afecten a les cel-lules mare hematopoetiques i que es caracteritzen per la presencia d’'una o
més citopenies en SP, displasia en una o més linies mieloides, hematopoesi ineficag i un risc
augmentat d’evolucié de leucémia aguda mieloide (LAM). Es caracteritzen, en la majoria dels
casos, per una simultania proliferacié i una apoptosi augmentada de les cellules
hematopoétiques, que donen lloc a una MO normo o hipercel-lular i que contribueix al
desenvolupament de les citopenies. La displasia pot anar acompanyada per un augment de
mieloblasts en SP i/o MO, sempre per sota del 20%. Es un grup d’hemopaties molt heterogeni,
tant a nivell clinic, com morfologic i geneétic. El curs biologic d’algun subtipus de SMD pot ser
perllongat, indolent i amb una baixa incidéncia a la progressié a LAM. Tot i aixi, la majoria de

les SMD es caracteritzen per patir una disminucid progressiva de I'activitat cel-lular en la MO i
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un elevat risc d'evolucié a LAM (preséncia de 220% de blasts en MO o SP). Les SMD es

divideixen en:

e Citopénia refractaria amb displasia unilinia (CRDU)

e Aneémia refractaria amb sideroblasts en anell (ARSA)
e Citopénia refractaria amb displasia multilinia (CRDM)
e Anémia refractaria amb excés de blasts (AREB)

e SMD amb delecié del cromosoma 5 [del(5q)] aillada
e SMD inclassificable

¢ SMD infantil

E) Leucémia aguda mieloide (LAM): és una hemopatia que resulta de I'expansié clonal dels
blasts mieloides en SP, MO o altres teixits, i en la que una o més linies mieloides poden estar
afectades. Es una malaltia heterogénia a nivell clinic, morfologic i genétic. El requisit per al
diagnostic de LAM és la preséncia de >20% de blasts i/o monoblats/promonocits i/o
megacarioblasts en SP o MO. Es pot diagnosticar una LAM encara que tingui <20% de blasts
sempre i quan hi hagi una de les seglients anomalies cromosomiques associades:
1(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1g22), t(16;16)(p13.1;922) o t(15;17)(g22;912). Dins aquesta

categoria distingim les seglients entitats:

e LAM amb alteracions genetiques recurrents

e LAM amb canvis relacionats amb la mielodisplasia
¢ Neoplasies mieloides relacionades amb la terapia
e LAM no categoritzable

e Sarcoma mieloide

¢ Proliferacions mieloides associades a la Sindrome de Down
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3. Les sindromes mielodisplastiques

Les sindromes mielodisplastiques (SMD) sén un conjunt heterogeni de malalties clonals de les
cél-lules progenitores hematopoétiques caracteritzades per la preséncia de citopenies,
displasia en una o més linies, tenir una hematopoesi ineficag en una MO normo o
hipercel-lular, i tenir un augment del risc de desenvolupar una leucémia aguda mieloide
secundaria (LAMs) (3). La presencia de mielodisplasia no és sinonim de SMD i és precis

excloure altres malalties que poden presentar caracteristiques comuns.

En les SMD hi ha un increment de I'apoptosi dels progenitors hematopoetics de la MO que
contribueix a I'aparicié de les citopenies, tot i que la caracteristica morfologica tipica de les
SMD és la preséncia de displasia en una o més linies. La displasia pot anar acompanyada per un
increment dels mieloblasts en la SP i/o MO, pero el percentatge s’ha de trobar sempre per sota
del 20%, el qual és el llindar utilitzat per definir la LAM. Les SMD engloben diversos subtipus,
els quals estan definits per el nombre de citopenies al diagnostic, el nombre de linies mieloides
que presenten displasia, la preséencia de sideroblasts en anell, la preséncia d’una alteracio
citogenética concreta, i el percentatge de blasts en SP i/o MO. Tot i que la progressio a LAM és
el curs natural de la majoria de les SMD, el percentatge de pacients que progressen varien
substancialment entre els diversos subtipus, amb una alta probabilitat de progressid en els

subtipus que presenten un major nombre de mieloblasts (4,5).

Les SMD es donen principalment en adults grans, amb una mediana d’edat proxima als 70
anys, i una predominancga del sexe masculi. La incidéncia anual és d’entre 3 i 5 casos per cada
100.000 habitants, pero si es fa una correccié per I'edat, el percentatge augmenta a 20 casos
per cada 100.000 persones d’edat superior a 70 anys. Tot i que es creu que aquesta incidéncia

podria ser més elevada, ja que hi ha molts casos de SMD que no es reporten als registres (6).

30



3.1. Etiologia de les sindromes mielodisplastiques

Les SMD primaries o de novo succeeixen sense una historia previa d’exposicié a quimioterapia
o radioterapia. Possibles etiologies per les SMD de novo podrien ser I'exposicié a benze, el fet
de ser fumador, I'exposicié a productes quimics o solvents agricoles, i tenir antecedents
familiars de neoplasies hematologiques. Algunes malalties hematologiques hereditaries, com
I'anémia de Fanconi, la disqueratosis congénita, el sindrome de Shwachman-Diamond i

I'anemia de Blackfan-Diamond estan també associades a I'augment del risc de patir una SMD

(6).

3.2. Caracteristiques clinigues

Les caracteristiques cliniques predominants en les SMD sén les citopenies (anémia,
trombocitopénia i neutropenia), que sén conseqiiencia del fracas hematopoétic que te lloc a la
MO. Alguns pacients no presenten simptomatologia i son diagnosticats després d’una analitica
de rutina. A continuacié es descriu breument les principals caracteristiques de cada una

d’aquestes citopenies.
3.2.1. Anémia

Al diagnostic, més del 80% dels pacients amb SMD presenten anémia (la majoria tenen nivells
d’hemoglobina per sota dels 10g/dL) i és deguda a una activa, pero inefica¢ eritropoesi. En
molts casos, I'anémia al diagnostic és asimptomatica, pero s’agreuja amb el temps (7).
L’anémia simptomatica pot ser donada per la concentracié baixa d’hemoglobina, o degut a la
combinacié d’una lleu anémia i una comorbiditat com problemes cardiacs o respiratoris. Els
simptomes més importants que afecten a la qualitat de vida dels pacients amb SMD sén la
dispnea i la fatiga, totes dues conseqiéncia de I'anémia (8). Aixo fa que una tercera part dels
pacients siguin dependents de transfusions sanguinies al moment del diagnostic, i degut a
aquestes transfusions, s’ha de vigilar amb I’"hemosiderosi ja que juntament amb la possibilitat
que tinguin el metabolisme del ferro alterat, pot provocar una acumulacié descontrolada de

ferro que finalment desencadeni en dany hepatic, cardiac i fracas endocri.
3.2.2. Trombocitopénia

La trombocitopénia (plaquetes per sota de 100x10°/L) al diagnostic es sol donar en el 40-65%
dels pacients amb SMD, i les hemorragies, normalment a les mucoses, son relativament

freqlients com a conseqiiencia d’aquesta trombocitopénia. Per altra banda, trombocitopenies
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severes (plaquetes per sota de 20x10°/L) s’han descrit aproximadament en el 18% dels

pacients. En aquests casos les transfusions de plaquetes també sén habituals.
3.2.3. Leucopeniai infeccions

La neutropénia (recompte de neutrofils per sota 2.5x10°/L) succeeix en la majoria de casos de
SMD. A més a més de la disminucié de la seva xifra, també hi ha un defecte en I'adhesid,
fagocitosi i activitat bactericida en els neutrofils d’aquests pacients (9). Per tots dos motius, les
infeccions sén la major causa de mort de les SMD, i succeeixen en el 20-40% dels pacients

(5,10,11).

Aixi doncs, les citopénies son un factor independent de pronostic advers en els pacients amb
SMD, sobretot en aquells amb dany cardiac relacionat amb |'anemia greu, infeccions
secundaries degudes a les neutropénia i episodis de sagnats associats a la trombocitopénia
(12). El nombre de linies implicades i la gravetat de les citopénies s’han associat al pronostic
dels pacients amb SMD; I'afectacié multilinia i una citopénia més severa estan associades a
grups de SMD d’alt risc, augment de la probabilitat de progressar a LAM i una supervivencia

global més curta (13).

3.3. Diagnostic

3.3.1. Diagnostic i classificacio

El procés diagnostic de les SMD inclou una revisio citomorfologica de la SP i de I'aspirat de MO,
acompanyat d’un estudi citogenétic en MO. El resultat d’aquests estudis s’integra a les dades
cliniques (anamnesi i exploracio fisica) i addicionalment poden suplementar-se amb estudis

immunofenotipics i/o moleculars.

Malgrat aix0, la diferéncia categorica de I'anémia refractaria d’altres causes de citopenia pot
ser dificil. La displasia no és una evidencia de clonalitat i es pot observar després de terapia
citotoxica, exposicido a metalls pesats, o en I'anemia megaloblastica. A més a més, 'anemia
diseritropoetica congénita i 'anémia de Fanconi poden imitar les SMD i han de ser excloses en
pacients joves. Per tant, els estudis inicials haurien d’incloure els nivells de vitamina B12, la
concentracio de folats, la funcid tiroidea, nivells d’anticossos del virus VIH, la viscositat del

plasma i la funcié hepatica entre d’altres (14).
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3.3.1.1. Morfologia i histologia

La classificacié morfologica de les SMD esta principalment basada en el percentatge dels blasts
en MO i SP, el tipus i grau de displasia, i el percentatge de sideroblasts en anell. Les linies

mieloides afectades no han de ser necessariament les mateixes que presentin displasia.

La sang periferica de les SMD es caracteritza per presentar anémia, a vegades discreta, amb
neutropénia i/o trombopénia. L’estudi morfologic dels hematies suggereix, sovint, un déficit de
vitamina B12 o d’acid folic, encara que els nivells en SP d’aquests principis maduratius solen
trobar-se dins dels limits de la normalitat. L’anisocitosi, poiquilocitosi, macrocitosi i
anisocromia son les dismorfies eritrocitaries més rellevants. Juntament amb I’eritroblastémia,
alguns pacients poden presentar un cert grau de leucocitosi amb mielémia i la presencia aillada
d’algun element blastic. En la férmula leucocitaria pot destacar una monocitosi amb alguns
elements d’aspecte més immadur (promonocits). Els neutrofils presenten alteracions
deficitaries de la segmentacié nuclear, amb nucli dnicament bisegmentat o sense segmentar.
També sdn freqlients les alteracions numeériques, habitualment descensos, de la granulacié i/o
alteracio en la tincid dels granuls, cosa que comporta un aspecte de granulocits hipogranulats
o agranulats. La vacuolitzacié i la preséncia d’hemofagocitosi completen la dismorfia. La
trombopénia apareix en dues terceres parts dels casos i s’acompanya de trets

distrombopoetics.

L'aspirat de moll d’os (AMO) sol ser hipercel-lular, tot i que a vegades pot ser normo o
hipocel-lular, fet que succeeix especialment en malalts que han estat préviament exposats a
agents quimics com el benzé o altres drogues o radiacions ionitzants (15). Els pacients amb MO
hipercel-lular tenen una major evolucié a leucémia aguda (30-50%) que els pacients que cursen
amb MO hipocel-lular. Fa anys que es coneix la discordanga entre la preséncia de citopéenies en
SP i 'augment de cel-lularitat en la MO, fet que s’explica degut a I'hematopoesi ineficag que es

dona en les SMD.

El valor de la biopsia de moll d’os (BMO) en les SMD esta ben establert, ja que afina el
diagnostic si ho comparem amb un Unic examen d’aspirat de MO. Proporciona informacio
addicional sobre el percentatge de blasts i la distribucio dins I’espai de la MO. La cel-lularitat, la
morfologia dels megacariocits i la fibrosi sén aspectes importants que es poden valorar amb la
biopsia de MO. Els estudis d'immunohistoquimica amb marcadors de CD34 sén especialment
utils per fer un bon recompte de blasts en els casos que les SMD tinguin fibrosi o una MO

hipocel-lular, en els quals el percentatge de blasts es troba normalment menystingut.
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3.3.1.2. Classificacié de les SMD

El primer sistema de classificacio de les SMD es va establir I'lany 1982 per un grup d’experts de
Franca, America i Regne Unit, d’aqui el seu nom FAB (Grup Franc-America-Britanic). Segons
I'anémia, el nombre de monocits i el percentatge de blasts en SP i/o MO, la preséncia de
bastons d’Auer, la dismielopoesi i els sideroblastes en anell a MO es van generar cinc subgrups

(16):

- Anémia refractaria (AR)

- Anémia refractaria amb sideroblasts en anell (ARSA)

- Anémia refractaria amb excés de blasts (AREB)

- Anémia refractaria amb excés de blasts en transformacid (AREB-t)

- Leucemia mielomonocitica cronica (LMMC)

Aquest sistema de classificacio es va trobar facil d’utilitzar, i alhora permetia distingir diferents
pronostics entre els diferents subgrups, amb una mitja de supervivéncia de 50 mesos en els
subgrups més favorables (AR i ARSA) en comparacié amb supervivéncies menors als 12 mesos
en els altres subtipus de la FAB. Aquesta classificacio va resultar molt UGtil durant
aproximadament 20 anys, pero amb el temps, es va detectar I'evidencia que els pacients amb
percentatge de blasts entre el 10-19% tenien significativament majors taxes de progressié que
aquells pacients que tenien entre un 5-9% de blasts. En canvi, si el percentatge de blasts era
superior al 20%, el pronostic era similar als pacients que presentaven una LAM (17). També es
va veure que el nombre de linies que presentaven displasia era un indicador important pel
pronostic de la malaltia, i que la LMMC semblava tenir un comportament diferent quan tenia
proliferacié de leucocits que quan presentava citopénies i manifestacions cliniques com

I’hepatosplenomegalia.

L'any 2001 I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va realitzar una nova classificacié
morfologica de les SMD per substituir la classificacié de la FAB. En aquesta nova classificacio

s’introduien diversos canvis respecte la classificacio anterior:

- Sintrodueix la citogenética com un important marcador diagnostic i pronostic: un nou
subtipus, la sindrome del(5q), es defineix com una entitat clinica diferent.

- S’elimina el subtipus AREB-t: es considera LAM quan al diagnostic la MO presenta més
d’un 20% de blasts.

- El subgrup AREB es divideix en dues entitats segons el recompte de blasts en la MO, i

es demostra que aixo te importancia en el pronostic.
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- Es reclassifiquen alguns subtipus especifics de SMD, a altres grups que reflecteixen
millor les seves caracteristiques:
0 Les LMMC passen a formar part del grup de neoplasies mieloproliferatives/
mielodisplastiques.
0 Els pacients préviament classificats com AR, perdo amb displasia en almenys
dues linies, passen a classificar-se com AR amb displasia multilinia.
0 Els pacients amb displasia unilinia que no concorda amb altres subtipus es

classifiquen ara com SMD inclassificables.
Amb tot aixo, finalment es generen diferents subgrups:

- Anémia refractaria (AR)

- Anémia refractaria amb sideroblasts en anell (ARSA)

- Citopeénia refractaria amb displasia multilinia (CRDM)

- Citopeénia refractaria amb displasia multilinia i sideroblasts en anell (CRDM-SA)
- Anémia refractaria amb excés de blasts tipus 1 (AREB-1)

- Anémia refractaria amb excés de blasts tipus 2 (AREB-2)

- Sindrome associat a delecié de 5q (Sindrome 5q-)

- SMD inclassificable

L’any 2008 va haver-hi una nova actualitzacié de la classificacié de la OMS, on s’incorporaven

certes modificacions (2):

- Els pacients amb citopenia(s) refractaria amb sospita de SMD, pero del qual manquen
caracteristiques morfologiques per a fer el diagnostic de SMD han de ser considerats
com que tenen presumpta evidencia de SMD si tenen alteracions citogenetiques
especifiques relacionades amb la SMD.

- S'afegeix una categoria d’interés en la classificacid de les SMD, citopenia refractaria
amb displasia unilinia, per a poder incorporar pacients que presenten displasia
unilineal associada amb anémia refractaria (displasia eritroide unilinia), neutropenia
refractaria (disgranulopoesis unilinia) o trombocitopénia refractaria (dismegacario-
poesis unilinia), i que presenten menys d’un 1% de blasts en SP i menys de 5% en MO.

- La categoria de citopenia refractaria amb displasia multilinia ja no es subdivideix
segons si el 15% o més de precursors eritroides sén sideroblasts en anell (SA), és a dir,

I'antiga categoria de CRDM-SA ara s’incorpora a les CRDM.



- Els pacients que presenten entre 2-4% de blasts en SP i menys de 5% de blasts en MO
s’han de diagnosticar de AREB-1 si presenten altres troballes cliniques i de laboratori
suggestives de SMD.

- S'afegeix una entitat provisional, citopénia refractaria de la infancia, per incloure nens
que presenten citopenia(s) amb blasts per sota del 2% en SP i menys del 5% en MO i
evidencies de displasia en dues o més linies. Per nens amb blasts entre el 2-19% en SP
i/o entre 5-19% en MO, la subclassificacido de la SMD s’ha de fer mitjangant els

mateixos criteris que s’utilitzen per als adults.

Un recompte precis de blasts en SP és important, perqué els pacients amb un major
percentatge de blasts en SP que en MO semblen tenir una malaltia més agressiva. El
comptatge de blasts en neoplasies mieloides s’expressa com un percentatge de totes les

cel-lules nucleades en la MO i com un percentatge de leucocits en la SP.

El nombre de linies displasiques és rellevant per a distingir entre diferents subtipus de SMD i

pot ser important per predir el comportament de la malaltia.
Amb tot aix0, es generen set subgrups:

- Citopeénia refractaria amb displasia unilinia (CRDU)

- Anémia refractaria amb sideroblasts en anell (ARSA)
- Citopeénia refractaria amb displasia multilinia (CRDM)
- Anémia refractaria amb excés de blasts (AREB)

- SMD amb del(5q) aillada

- SMD inclassificable

- SMD infantil: citopenia refractaria de la infancia

Finalment, I'any 2017 va haver-hi I'Gltima revisié de la classificacio de la OMS on s’introdueixen
refinaments en la interpretacié morfologica i en la valoracié de les citopenies i s’aborda la
importancia d’acumular informacié genética pel diagnostic i classificacid de les SMD (3,6).
Degut a que les linies mieloides afectades per les citopénies no sén necessariament les
mateixes que estan afectades per la displasia, la terminologia per a les SMD dels adults en
aquesta nova classificacié ha canviat, per eliminar els termes de “anemia refractaria” i
“citopénia refractaria” i substituir-la pel terme “sindrome mielodisplastica” seguit per les
modificacions apropiades: unilinia vs multilinia, sideroblasts en anell, excés de blasts, o amb

I'alteracio citogenética del(5q).
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Un dels desafiaments més importants d'aquesta nova categoritzacié és la separacié de les SMD
de les causes reactives de citopenia i displasia. Tot i que el llindar per definir la displasia es
manté en un 10% de cel-lules displastiques, es reconeix que la displasia superior al 10% pot
produir-se en alguns individus normals i, encara més freqlientment, en causes de citopénies no
neoplasiques. Es per tot aixo, que les possibles causes reactives de la displasia sempre s’han de
considerar abans de donar un diagnostic de SMD, sobretot quan la displasia és subtil i esta

limitada a una sola linia.

En aquesta nova classificacié es fa un gran canvi en els criteris diagnostics de les neoplasies
mieloides amb predominanga eritroide (quan els precursors eritroides equivalen a més del
50% de totes les cel-lules de la MO). El denominador per calcular el percentatge de blasts en
totes les neoplasies mieloides és comptar totes les cél-lules nucleades de la MO, no només les
cél-lules no eritroides. Aixo comportara que pacients préviament diagnosticats de leucemia
eritroide aguda subtipus eritroide/mieloide, ara es classificarien de SMD amb excés de blasts.
Un altre canvi que es dona en aquesta classificacio és que es pot diagnosticar un pacient dins
I’entitat SMD amb del(5q) aillada encara que tingui una alteracio citogeneética addicional a més
del(5q), tret que aquesta anomalia sigui monosomia 7 o del (7q), ja que esta descrit que no hi
ha cap efecte advers en el fet de tenir una Unica alteracié cromosdmica addicional a part de la

del(5q) (18).

El nombre i tipus de mutacions concretes estan fortament associades amb I'evolucié de la
malaltia en les SMD i I'addicié de les dades mutacionals incrementa el valor pronostic de
I’estratificacié del risc existent en les SMD. Mutacions en el gen TP53 estan associades a una
malaltia més agressiva en les SMD en general i sembla predir una menor resposta a
lenalidomida en pacients amb del(5q). L’avaluacié de TP53 és recomanada, dins aquesta nova
classificacio de la OMS, en aquells pacients amb SMD del(5q) aillada per ajudar a identificar un

subgrup de pronostic advers dins aquesta entitat de SMD de a priori bon pronostic.

S’ha descrit I'associacid entre la preséncia de sideroblasts en anell i la mutacié del gen
d’splicing SF3B1, que sembla un esdeveniment precog en la patogenesi de les SMD, manifesta
un perfil d’expressid genic diferent i es correlacionada amb un pronostic favorable. Aixi, en
I’actual classificacid, si s’identifica una mutacié en SF3B1, es pot fer un diagnostic de SMD-SA
encara que el percentatge de sideroblasts en anell constitueix tan sols el 5% de les cél-lules
nuclears eritroides, mentre que almenys es necessita el 15% de sideroblasts en anell en els
casos que no es detecti la mutacié en SF3B1. Encara que els casos de SMD-SA en que no esta

mutat SF3B1 semblen tenir un pronostic advers en comparaciéo amb aquells que presenten la
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mutacio, el paper de la displasia multilinia enfront la mutacié de SF3B1 en la influéncia en el

resultat de les SMD-SA segueix sent controvertit.

Amb tot aixo, finalment es generen 7 subgrups (Taula 1):

- SMD amb displasia unilinia (SMD-DU)

- SMD amb displasia multilinia (SMD-DM)
- SMD amb sideroblasts en anell (SMD- SA)
- SMD amb del(5q) aillada

- SMD amb excés de blasts (SMD-EB)

- SMD inclassificable

- SMD infantil

Taula 1. Classificacié de 'OMS 2017 amb les principals caracteristiques citologiques de cada

subgrup.
Subtipus Linies amb Citopénie51 Sideroblasts en Blasts en MO i SP
displasia anell (% elements
eritroides en MO)
SMD amb displasia unilinia 1 102 <15%/ <5%’ MO<5%, SP<1%, no
(SMD-DUL) bastons d’Auer
SMD amb displasia multilinia 203 1-3 <15%/ <5%’ MO<5%, SP<1%, no
(SMD-DML) bastons d’Auer
SMD amb sideroblasts en anell
(SMD-SA)
SMD_SA amb displasia unilinia 1 102 >15%/ 25%" MO<5%, SP<1%, no
(SMD-SA-DUL) bastons d’Auer
SMD-SA amb displasia multilinia 203 1-3 >15%/ >5% MO<5%, SP<1%, no
(SMD-SA-DML) bastons d’Auer
SMD amb del(5q) aillada 1-3 1-2 Cap o qualsevol MO<5%, SP<1%, no

bastons d’Auer
SMD amb excés de blasts (SMD-

EB)
SMD-EB-1 0-3 1-3 Cap o qualsevol MO 5-9% o SP 2-4%,
no bastons d’Auer
SMD-EB-2 0-3 1-3 Cap o qualsevol MO 10-19% o SP 5-
19% o bastons
d’Auer
SMD inclassificable (SMD-I)
Amb 1% blasts en SP 1-3 1-3 Cap o qualsevol MO<5%, SP=1%3, no
bastons Auer
Amb displasia unilinia i 1 3 Cap o qualsevol MO<5%, SP<1%, no
pancitopénia bastons Auer
Basat en la definicié d’alteracions 0 1-3 <15%" MO<5%, SP<1%, no
citogenétiques bastons Auer
Citopénia refractaria de Ia 1-3 1-3 Cap MO0<5%, SP<2%

joventut
1- Citopenies descrites com hemoglobina <10g/dL, plaquetes <1OOx109/L, i comptatge absolut de

neutrofils <1.8x109/L, poques vegades SMD poden presentar anémia lleu o trombocitopénia
per sobre d’aquests nivells. Els monocits en SP han de ser <1x109/L.

2- Siesta present la mutacio en SF3B1.

3- 1% de blasts en SP ha de ser reportat en almenys dues ocasions diferents.
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4- Casos amb >15% de sideroblasts en anell per definicid tenen displasia eritroide significativa i
s’han de classificar com SMD-SA-DUL

3.3.2. Diagnostic diferencial

El diagnostic de les SMD pot ser complex. Un dels majors reptes és separar les SMD de les
causes reactives que provoquen citopenia i displasia. S’ha de tenir en compte que certs
farmacs, infeccions, deficiéncies metaboliques i alteracions autoimmunes, és a dir, condicions
no patologiques en termes neoplasics, poden causar tan citopénies com displasia morfologica,
i per tant, poden imitar caracteristiques tipiques de les SMD. Per altra banda, també hi ha
condicions clonals que comparteixen caracteristiques cliniques amb les SMD, incloent la LAM,
NMP, etc.. és per aix0 que s’ha d’excloure totes les causes tan reactives com altres neoplasies
abans de fer un diagnostic de SMD (19). Com a precaucié general, cap pacient hauria de ser
diagnosticat de SMD si no es coneix la seva historia medica o si s’esta tractant amb factors de

creixement, incloent I'eritropoetina.

Una citopénia persistent en abséncia de displasia tampoc s’hauria de classificar com a SMD,
tret que presenti certes alteracions citogenetiques especifiques. Per altra banda, una citopénia
persistent sense displasia i sense alteracions citogenetiques especifiques s’hauria de
diagnosticar de citopenia idiopatica de significat incert (idiopathic cytopenia of undetermined
significance, ICUS) (20,21), i I'estat citogenétic i hematologic del pacient s’hauria de

monitoritzar estretament (Taula 2).

Els pacients amb mutacions genetiques clonals (freqientment descrites en SMD) identificades
en cel-lules hematopoétiques, pero que no presenten displasia significativa a MO no s’haurien
de diagnosticar de SMD, ja que aquesta situacié s’ha definit com hematopoesi clonal de
potencial indeterminat (clonal haematopoiesis of indeterminate potential, CHIP) (22,23) i s’ha
descrit freqiientment en persones sanes d’edat avancada (sobretot portadores de mutacions
ens els denominats gens DTA: DNMT3A, TET2 i ASXL1) i que habitualment no acaben
desenvolupant una SMD (la taxa de progressié maxima a una patologia hematologica és del

0.5-1%) (12)(Taula 2).
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Taula 2. Comparacid entre els estats hematopoetics citopénics i clonals que fan frontera amb
les SMD.

Clonalitat - + + + + +
(VAF) (~9%)  (~10-50%)  (~30-50%) (~40-50%)  (~40-50%)
Displasia - - - + + +
Citopeénies + - + + + +
% blasts en MO <2% <2% <2% <2% 2-19% >20%
Risc global Molt baix Molt Baix Baix/ Alt Molt alt
baix Intermig
Tractaments Observacio Cap Observacié/ Observacid/ AHM/TPH AHM/ QTI/
MTS/ FC MTS/ FC/ TPH
FIMD

ICUS: citopénia idiopatica de significat incert; CHIP: hematopoesi clonal de potencial indeterminat,
CCUS: citopenia clonal de significat incert; SMD: sindrome mielodisplastica; LAMs: leucémia aguda
mieloblastica secundaria; MTS: millor tractament de suport; FC: factors de creixement; FIMD: farmacs
immunomoduladors; AHM: agents hipometilants; TPH: trasplantament de progenitors hematopoetics;
QTI: quimioterapia d’induccid (19,22)

3.4. Caracteristiques immunofenotipiques

Les alteracions immunofenotipiques que han estat descrites en les cél-lules hematopoetiques
de les SMD, sén alteracions en la quantitat i el fenotip aberrant de les cel-lules progenitores en
comparacié amb cel-lules hematopoétiques normals. Concretament es poden trobar perfils
immunofenotipics aberrants de la maduracié granulocitica, eritroide i monocitica, i alhora una
disminucié de les hematogonies (6). Aquests patrons anormals de la maduracid mieloide
inclouen I'asincronia de CD15 i CD16 en els granulocits, una expressié alterada de CD13 en
relaci6 a CD11b o CD16, i una expressid aberrant de CD56 i/o CD7 en els progenitors,
granulocits o monocits. En les cel-lules eritroides un augment del coeficient de variacio i la
disminucié de la intensitat de CD71 o I'expressié de CD36 estan molt associades a les SMD.
Generalment hi ha una bona correlacié entre el percentatge de blasts descrits en la revisio
citomorfologica de I'aspirat i el resultat de 'immunofenotip (cel-lules CD34+). Les troballes per
citometria de flux per si soles no son suficients per establir un diagnostic de SMD, en abséncia
de troballes morfologiques o citogenétiques definitives. S’han establert una serie de guies a
nivell europeu (European Leukemia Net, ELN) pel que fa a I'Gs de la citometria de flux en el
diagnostic dels pacients amb SMD, incloent un resum de les alteracions reportades associades

a SMD i com donar aquests resultats. A més a més, detectar alteracions en almenys tres proves



funcionals i en almenys dos compartiments cel-lulars, s’"ha associat a diagnostic de SMD o
SMD/NMP en diversos estudis (24). D’'una manera més limitada, també s’han aplicat panells de
cribatge o screening, perd han demostrat ser menys sensibles i menys especifics que els

panells més grans (25).

3.5. Caracteristigues genétiques

Com hem comentat, les SMD sén una malaltia heterogenia, i també ho sén les alteracions
somatiques més recurrents, ja que inclouen guanys o perdues de regions cromosomiques,
translocacions balancejades, mutacions puntuals i modificacions epigenétiques. La gran
majoria dels cancers humans, i obviament també succeeix en les SMD, alberguen tant

anomalies genetiques com epigenéetiques, amb una fascinant interaccié entre totes dues (26).
3.5.1. Perfil citogenetic

Pel que fa a les alteracions cromosomiques es detecten alteracions citogenétiques en
aproximadament el 50% de les SMD de novo i en el 80% de les SMD relacionades amb la
terapéutica. Tot i aix0, el cariotip pot ser no informatiu en el 20% dels casos. Si es combinen els
estudis citogenétics i moleculars com el FISH i els SNP arrays (SNP-A), la deteccio d’alteracions
cromosomiques recurrents o desequilibrades millora fins a gairebé el 80% i aix0 ajuda a

millorar I'estratificacié del risc i la precisié diagnostica (27,28).

Els estudis citogeneétics juguen un paper molt important en I'avaluacié dels pacients amb SMD
en quant al pronostic, per a poder establir una clonalitat hematologica i també s’han establert
correlacions amb caracteristiques cliniques i morfologiques. Per exemple, les SMD del(5q)
aillada, ja sigui com a Unica alteracié o amb una alteracié addicional excepte la perdua del
cromosoma 7 o del(7q), és un subtipus especific de la classificacié de les SMD. Succeeix de
manera més freqlient en dones i esta caracteritzat per megacariocits amb nuclis hipolobulats o
no lobulats, anemia macrocitica, un recompte de plaquetes normal o augmentat i un curs clinic
favorable. La pérdua del 17p esta associada amb SMD o LAM amb I'anomalia pseudo-Pelger-
Huet, neutrofils petits i vacuolats, mutacions de TP53 i un curs clinic desfavorable, i esta més
relacionada amb les SMD relacionades amb la terapia. Els cariotips complexes (>3 alteracions)
normalment inclouen alteracions en els cromosomes 5 ifo 7, tals com del(5q) o t(5q), pérdua
del cromosoma 7, o del(7q), i estan associats a un pronostic desfavorable. Altres troballes

citogenétiques semblen associades amb caracteristiques morfologiques, per exemple la



del(20q) aillada esta associada amb dismegacariopoesi i trombocitopénia, i inv(3)(g21.3926.2)
o t(3;3)(g21.3;9q26.2) esta associat amb megacariocits alterats i pot estar associat a
trombocitosi. De totes maneres, certes alteracions citogenetiques clonals que succeeixen
sovint en les SMD, com la perdua del cromosoma Y, trisomia del cromosoma 8 i la del(20q),
han estat també descrites en condicions no neoplasiques, i quan aquestes alteracions es
detecten soles o en absencia de criteris morfologics, no es poden considerar evidéncies
definitives de SMD. En casos amb citopenia refractaria sense explicacié, perd sense evidencia
de displasia o d’augment dels blasts, s’han de considerar les alteracions citogenetiques més
recurrents (Taula 3) com a presumpte fonament de la preséncia de SMD, i aquests casos
s’inclourien en la categoria de SMD inclassificables (6). A la vegada es recomana fer un
seguiment més estricte d’aquests pacients fins que apareguin trets morfologics més especifics

d’algun subtipus de SMD.

Taula 3. Alteracions citogenétiques més recurrents en les SMD (OMS 2017)

Alteracié cromosomica FREQUENCIA
SMD SMD relacionades amb la terapia

No equilibrades

Guany del cromosoma 8° 10%

Perdua del cromosoma 7 o del(7q) 10% 50%

del(5q) 10% 40%

del(20q)® 5-8%

Pérdua del cromosoma Y? 5%

Isocromosoma 17q o t(17p) 3-5% 25-30%

Perdua del cromosoma 13 o del(13q) 3%

del(11q) 3%

del(12p) o t(12p) 3%

del(9q) 1-2%

idic(X)(q13) 1-2%

Alteracions equilibrades

t(11;16)(q23.3;p13.3) 3%

t(3;21)(926.2;922.1) 2%

t(1;3)(p36.3;q21.2) 1%

t(2;11)(p21;923.3) 1%

inv(3)(q21.3926.2)/t(3;3)(q21.3;926.2) 1%

t(6;9)(p23;934.1) 1%

®Com a alteracié citogeneética aillada en abséncia de criteris morfologics, el guany del cromosoma 8,
del(20q) i la perdua del cromosoma Y no sén considerats com a evidencies definitives de SMD; en el
marc de citopenies persistents d’origen indeterminat, les altres alteracions descrites a la taula sén
considerades com a presumptes evidencies de SMD, fins i tot en absencia de caracteristiques
morfologiques definitives.



Tot i que les troballes citogenetiques no s'utilitzen per definir altres subtipus especifics de
SMD, amb excepcié de les SMD amb del(5q), estan fortament correlacionades amb el
pronostic, com es reflecteix en els tres grups citogeneétics que es descriuen en I'esquema del
sistema internacional de puntuacid pronostica (IPSS) (Figura 2) i en els actuals 5 grups

citogeneétics utilitzats en el IPSS revisat (IPSS-R).

Deletion Y

17p abnormalities Complex = 3

2-5% 2% abnormalities
Poor Good 10-15%
Poor
del(20g) + 1 Normal 40%
other abnormality Good
2-5%

Intermediate

del (20q)
isolated
2-5%
Good

Trisomy 8 isolated
10-15%
Intermediate

Chr 5 and 7 abnormalities ‘ del (5q) isolated

10-15% Chr 7 abnormalities 10% 5-10%
Intermediate Poor Good

Figura 2. Incidencia i pronostic de les alteracions cromosomiques més freqiients en les SMD.
(Raza and Galili. Nature reviews cancer 2012).

3.5.2. Perfil mutacional

Gracies a la introduccié de les técniques de seqlienciacido massiva (next-generation sequencing,
NGS), el panorama genomic de les SMD s’ha pogut estudiar ampliament en I’Gltima decada.
Aquests analisis han permeés descobrir la gran heterogeneitat que caracteritza aquesta
sindrome, identificar marcadors genétics relacionats amb I'agressivitat de la malaltia i la
resposta a la terapia, i també ha donat com a resultat el desenvolupament de noves terapies

dirigides (Figura 3).

Com passa amb totes les altres neoplasies mieloides, s’han descrit una gran quantitat de
mutacions recurrents en les SMD. La seqlienciacid massiva mitjangant panells dirigits d’un
nombre limitat de gens ha permes detectar mutacions entre el 80-90% dels pacients amb SMD
al moment del diagnostic. Entre els gens que es troben mutats en més del 5% de les SMD

trobem SF3B1, TET2, ASXL1, SRSF2, DNMT3A, RUNX1, U2AF1, TP53 i EZH2 (Taula 4).
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Figura 3. Freqliéncia dels gens més alterats en les SMD (29).

Taula 4. Gens més freqliientment alterats en les SMD (OMS 2017) (6)

Gen mutat Via Freqiiéncia Impacte pronostic
SF3B1° Splicing ARN 20-30% Favorable
TET2® Metilacié de ’ADN 20-30% Veure nota®
ASXL1° Modificacié d’histones 15-20% Advers
SRSF2° Splicing ARN =15% Advers
DNMT3A® Metilacio de I’ADN =10% Advers
RUNX1 Factor de transcripcid =10% Advers
U2AF1° Splicing ARN 5-10% Advers
TP53° Supressor de tumors 5-10% Advers
EZH2 Modificacié d’histones 5-10% Advers
ZRSR2 Splicing ARN 5-10% Veure nota®
STAG2 Complex de les cohesines 5-7% Advers
IDH1/IDH2 Metilacié de ’ADN =5% Veure nota®
cBL® Senvyalitzacié 5% Advers
NRAS Factor de transcripcid =5% Advers
BCOR* Factor de transcripcid =5% Advers

? Aquests gens s’han reportat que estan mutats en cél-lules hematopoétiques clonals en un subgrup
d’individus sans (hematopoesi clonal de potencial indeterminat, CHIP).

® Pronostic neutral o dades en conflicte.
Aquests gens es poden agrupar en diferents categories en funcié del procés cel-lular en que

estiguin involucrats. A continuacié veurem els més rellevants:

A) Gens implicats en la maquinaria del splicing:




El spliceosoma és un complex proteic i dinamic que participa en I’eliminacié d’introns (splicing)
per a generar un ARN missatger (ARNm) madur. SGn moltes les subunitats i molecules que
participen en el procés d’escissié d’introns per assegurar que es produeix de manera correcta.
Les mutacions en gens que codifiquen aquest complex provocarien una alteracié en els
patrons de splicing, donant lloc a la incorporacié inadequada d’introns o exons en el ARN
especific, arribant aixi a modificar la proteina final (30). Aixd podria alterar encara més la
capacitat de la cel-lula per a diferenciar-se en cel-lules sanguinies completament madures

donant lloc a un fenotip displastic (31).

S'han descrit mutacions que afecten als gens de splicing en aproximadament el 45-85% dels

pacients amb SMD (30). Els més rellevants sén:

SF3B1 (2g33.1): aquest gen codifica per la subunitat 1 del complex de splicing 3b, que és un
component central de la snRNP U2 que reconeix el lloc 3’ d’acoblament en les unions intré-
exo. Els pacients amb SMD i mutacions en SF3B1 presenten un major nombre de sideroblasts
en anell i, sovint, tenen un recompte de plaguetes més elevat, menys citopénies, i menor
percentatge de blasts comparat amb els pacients sense mutacions en aquest gen (32). Aquest
gen es troba mutat en el 60-80% dels pacients amb SMD amb sideroblasts en anell i en el 20-
30% de les SMD en general (32—34). La majoria de les mutacions s'agrupen en els exons 14 i 15

(aminoacids 622-700), sent la més freqient la mutacié K700E.

De totes les alteracions descrites en gens del spliceosoma, només les mutacions en SF3B1 han
estat relacionades amb un pronostic favorable en la majoria dels estudis realitzats, associant-
se a una millor supervivencia global i una menor probabilitat de transformacié a LAM (32). Per
altra banda, s’ha descrit la freqlient coexisténcia de mutacions en SF3B81 amb mutacions en el
gen DNMT3A, i alguns estudis han associat aquesta combinacié a un pitjor curs clinic de la

malaltia (35).

SRSF2 (17925.1): aquest gen codifica per una proteina SR (serine rich), critica per a
I'acoblament de pre-ARNm. S’encarrega de marcar els limits entre exd/intrd, i presenta la
capacitat de redefinir els llocs de splicing, el que comporta la formacié de transcrits alternatius
(36). S’han descrit mutacions en SRSF2, majoritariament en el hotspot P95 de I'exd 1, en
aproximadament el 10-15% de les SMD, sent més freqlients en els subtipus amb displasia
multilinia i excés de blasts (33), i s’han associat a neutropénia i pronunciada trombocitopénia.
A més a més, el 85% dels pacients amb SMD que presenten mutacié en SRSF2 també tenen
almenys una mutacié addicional en gens com RUNX1, IDH1, IDH2 i ASXL1 (37). El paper de les

mutacions en SRSF2 en les SMD no esta ben definit i tenen un valor pronostic controvertit:



alguns estudis I’"han associat amb supervivéncies més curtes i major risc de transformacio a

LAM (37—39) mentre que altres no han trobat cap impacte en el pronostic (40).

U2AF1 (21g22.3): codifica per la proteina del factor auxiliar U2, que reconeix I'acceptor
dinucleotid AG en l'acoblament en I'extrem 3’ dels introns durant la sintesi de '’ARNm (41).
L'analisi dels patrons d’acoblament en 35 gens diana de U2AF1 ha rebel-lat que aquestes
mutacions estan associades amb la desregulacié del cicle cel-lular i el processament de I’ARN.
Existeix una mutacid missense recurrent en U2AF1 que afecta a la serina del codd 34 (S34) i te
lloc en el 5-10% de les SMD de novo (42). Estudis recents suggereixen que la presencia de
mutacions en U2AF1 pot estar en una proporcié més elevada en els pacients que tenen SMD
amb delecié del 20q. A més a més, s’ha observat també concurréncia de mutacions amb ASXL1
i TET2 (37). Les mutacions en el gen U2AF1 s’han relacionat amb una menor supervivencia i
amb un menor temps de transformacié a LAM en pacients joves, més concretament en els

pacients amb SMD de baix risc (43).

ZRSR2 (Xp22.1): aquest gen codifica per a una proteina associada amb el factor auxiliar de
I’'heterodimer U2. Les mutacions en aquest gen succeeixen en el 5-10% de les SMD, es
distribueixen al llarg de tota la proteina, i s’han associat a neutropénia aillada (30). S’ha descrit

la freqlient coexistencia de mutacions en ZRSR2 amb mutacions del gen TET2 (39).
Reguladors epigeneétics de I’expressio genica

L’epigenética son aquelles modificacions genétiques estables que causen canvis en I'expressiod i
funcidé en un gen sense que tingui lloc una alteracié en la seqliencia de ’ADN corresponent. Els
mecanismes epigeneétics inclouen la metilacié de I’ADN, les modificacions covalents d’histones,
els ARNs no codificants i els complexes proteics reguladors com el Polycomb. Els reguladors
epigenetics son el grup més gran de gens mutats en pacients amb SMD, i les mutacions en la
majoria d’aquests gens alteren la seva funcié normal i indueixen un fenotip de perdua de

funcié (44).

B) Metilacié de I’ADN:

En les SMD, les alteracions epigenetiques freqlientment causen hipermetilacié de gens que
controlen la proliferacid, adhesié i canvis especifics de les cél-lules mare hematopoétiques.
Mutacions en gens com DNMT3A, TET2 i IDH1/2 es consideren mutacions driver en la

patogénesi de les SMD, alteren la metilacié de '’ADN en aquests pacients i son per tant,
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potencials marcadors terapéutics (45). Esta descrit que aproximadament el 40% dels pacients

amb SMD presenten alteracions en gens que afecten la via de metilacié de I’ADN.

TET2 (4924): gen que codifica per una proteina que catalitza la conversié de 5-metilcitosina
(5mC) en 5-hidroximetilcitosina (5hmC), fet que comporta finalment una desmetilacié de la
citosina i una modificacié de la cromatina. Esta involucrada en la regulacié de la metilacié de
I’ADN i I'expressid génica, inhibint I"autorenovacid (46). Les mutacions de TET2 (missense/
nonsense/ frameshift) es localitzen al llarg de tot el gen i comporten una pérdua de funcié de la
capacitat catalitica i, per tant, un increment de la metilacid (47). Aquest augment en la
metilacié de I'ADN provocara un silenciament d’aquells gens que tinguin la regié promotora
metilada (46). S’han descrit mutacions en TET2 en un 20% dels pacients amb SMD, i diversos
autors evidencien les alteracions en TET2 com un dels primers events genetics en |'aparicid de
neoplasies hematologiques (48). S'associen a edat avancada, hematopoesi clonal i cariotip
normal, el que suggereix que les mutacions de TET2 son un factor associat a I’envelliment de
les cél-lules hematopoétiques o una mutacio iniciadora de processos malignes. Les mutacions
de TET2 sén matuament excloents amb les mutacions dels gens IDH1/2, pero poden coexistir

amb mutacions en EZH2.

Les mutacions en TET2 no sén un factor predictor de pronostic de la malaltia, pero si son
factors de resposta a agents hipometilants (AHM) (49), sobretot si no es troben associades a
mutacions en ASXL1. Per altra banda, les mutacions en TET2 semblen estar més associades a

una supervivencia global més curta després d’un trasplantament hematopoetic (50).

DNMT3A (2p23): codifica per un enzim metiltransferasa que catalitza la transferéncia del grup
metil de les citosines de les illes CpG de I'ADN, per tant, aquest enzim és necessari per
mantenir la metilacié. Les mutacions en DNMT3A es donen en el 10-15% dels pacients amb
SMD i amb una major incidencia en pacients d’edat avancada. Aquestes mutacions
heterozigodtiques i majoritariament de tipus missense o nonsense, freqlientment es concentren
en el domini metiltransferasa tot i que es poden donar a lo llarg de tot el gen. La mutacié més
freqlent es produeix en I'aminoacid R882, i es creu que comporta una pérdua de funcié (51—
53). La presencia de mutacions de DNMT3A en gairebé totes les cel-lules de la MO dels
pacients amb SMD, independentment del percentatge de blasts, ha portat a la hipotesi de que
es tracta d’un event genétic primerenc en el procés d’iniciacid de la malaltia que podria
comportar una avantatge clonal de les cél-lules que contenen aquesta mutacié (51). Les
mutacions de DNMT3A en SMD estan associades a un curs clinic més agressiu, amb

progressions més rapides a LAM, supervivéncia global més curta i a supervivéncies més curtes
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post-trasplant (50,51). En les SMD-SA les mutacions de DNMT3A sovint coexisteixen amb les
mutacions en SF3B1, i en aquests casos s’ha observat una associacié amb pitjor pronostici una
major transformacié a LAM (35). Finalment, també s’ha associat les mutacions en DNMT3A a

una major resposta a tractaments hipometilants (54).

IDH1/2 (2933.3/15926.1): en condicions normals, les proteines IDH1 (citosolica) i IDH2
(mitocondrial) converteixen l'isocitrat en alfa-cetoglutarat, que constitueix un dels passos del
cicle de Krebs, una via metabolica molt important que afecta a molts altres processos
bioquimics. Mutacions en aquests gens provoquen la conversié del isocitrat en 2-
hidroxiglutarat (55). L’acumulacié d’aquest oncometabolit, produeix un bloqueig de la
diferenciacié cel-lular, inhibint I'activitat de la histona modificadora de cromatina i les
demetilases de I’ADN. La inhibicid d’aquests reguladors epigenétics provoca una “signatura
hipermetilada” que altera I'expressio, i les cel-lules afectades perden la capacitat de progressar
des dels progenitors immadurs a cél-lules completament diferenciades (56). Les mutacions en
IDH1 i IDH2 es troben en el 5-10% de les SMD, sent més freqiients en les SMD-EB i inexistents
en les SMD amb del(5q) aillada (57,58). Generalment, les mutacions en IDH1/2 es produeixen a
I'exd 4 i afecten principalment tres residus especifics de I'arginina: R132 (IDH1), R140 i R172
(IDH2). Clinicament, les mutacions en IDH es poden veure més freqlientment en aquells

pacients amb major recompte plaquetari (59).

La rellevancia pronostica de les mutacions de IDH depenen de la mutacié identificada. Les
mutacions en el codé 132 de IDH1 i el codd 172 de IDH2 semblen estar associades amb
supervivencies globals més curtes, pero per altra banda, la mutacié en el codé 140 de IDH2 no
s’ha vinculat a mal pronostic en les SMD (60). En les SMD de baix risc, les mutacions en IDH2
son un factor pronostic advers en termes de supervivencia global, quan es donen en
coexisténcia amb mutacions en DNMT3A, ASXL1 i SRSF2 (59). Actualment s’estan utilitzant
molécules inhibidores de IDH mutat en assajos clinics per a pacients amb LAM portadors

d’aquestes mutacions.

C) Modificacié d’histones:

Un altre mecanisme de regulacid epigenetica és la modificacid covalent de les histones.
L'acetilacio, regulada per histones acetiltransferases i deacetilases, canvia la carrega de la cua
de I'histona fent que es modifiqui I'arquitectura de la cromatina, que es troba relaxada quan
esta acetilada i es compacta quan es troba deacetilada, promovent i reprimint I'expressio

geénica respectivament.
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ASXL1 (20g11.1): codifica per a una proteina d’unié a la cromatina involucrada en la regulacio
epigenetica de les cél-lules mare hematopoétiques, i juga un paper molt important reclutant al
“complex repressiu del polycomb 2” (PRC2). Aquest complex normalment reprimeix I'expressio
de varis gens relacionats amb leucemogénesi, i és per aquest motiu, que la pérdua de funcio
d’ASXL1 altera la diferenciaciéo mieloide i condueix a la leucemogenesi (61,62). Les mutacions
del gen ASXL1 sén del tipus nonsense i insercions/delecions que provoquen un canvi en la
pauta de lectura a I'extrem 5’ de I'exd 12, el que provoca una pérdua de I'expressid de la
proteina ASXL1. Es detecten mutacions en ASXL1 en el 5-25% de les SMD, i s’associen a una
menor supervivéncia independentment d’altres parametres clinics com I'edat, la citogenética i
les citopenies i per aixd es considera un marcador de pronostic advers (50,61,63). Les
mutacions en ASXL1 es detecten en pacients que es transformen a LAM, el que suggereix un

possible paper en la progressio de la malaltia.

EZH2 (7q35-36): gen que codifica per la subunitat catalitica del complex PRC2. Aquest complex
te activitat histona metiltransferasa (HMT) i la seva diana és la lisina 27 de la histona H3 (H3-
K27). La metilacié de la H3-K27 és una marca de la cromatina comunament associada al
silenciament de gens de diferenciaciéd (64). Les mutacions en EZH2 poden ser del tipus
missense, nonsense i frameshift i provoquen una pérdua de funcid de la proteina, suggerint
que EZH2 actua com a supressor tumoral per les neoplasies mieloides (65). S’han descrit
mutacions en EZH2 en aproximadament el 5-12% de les SMD, i poden coexistir amb mutacions
de TET2. Els models preclinics han descrit que I'associacié d’ambdues alteracions accelera
I'aparicié de la malaltia (66). Les mutacions d’EZH2 sén un biomarcador pronostic associat a
supervivencies globals més curtes en SMD de baix i alt risc (33) i s’ha descrit que els pacients
amb SMD de baix risc i mutacions de EZH2 tindrien pitjor pronostic i es beneficiarien de
comencar abans el tractament. Les mutacions d’EZH2 poden coexistir amb mutacions de TET2,
i I'associacio d’ambdues mutacions podria estar relacionada amb una malaltia més progressiva

(46)

D) Factors de transcripcio:

Els factors de transcripcid sdn unes proteines que participen en la regulacié de la transcripcio,
sense formar part de I’ARN polimerasa. Poden actuar reconeixent i unint-se a seqliéncies
concretes de I'ADN, unint-se a altres factors, o unint-se directament a I'ARN polimerasa.
Aproximadament el 20% dels pacients amb SMD presenten alteracions en algun factor de

transcripcié com RUNX1, GATA2 i ETV6, ocasionant la perdua de funcié d’aquests factors (57).
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RUNX1 (21922): gen que codifica per la subunitat alfa de la proteina del factor d’unié a I’ADN,
de CBF (core binding factor), un factor de transcripcid heterodimer involucrat en la regulacio
de nombrosos gens essencials per a I’hematopoesi. Les mutacions en RUNX1 afecten als
extrems N- i C-terminal i poden ser del tipus missense, nonsense, frameshift o de splicing.
Aquestes mutacions donen lloc a una proteina truncada o aberrant amb un efecte dominant
negatiu o d’haploinsuficiéncia, que juga un paper en la leucemogenesi (33,67,68). S’han descrit
mutacions de RUNX1 en aproximadament el 10-15% dels pacients amb SMD (67). Aquest
percentatge augmenta fins a més del 20% en SMD d’alt risc, SMD-t i en LAM post SMD amb
baix percentatge de blasts, el que suggereix la seva associacié amb un fenotip d’alt risc.
Freqlientment s’associa amb —7/del(7q) i trombocitopénia severa. Les mutacions en RUNX1
sén un biomarcador pronostic associat a supervivencies globals més curtes (33). S’han descrit
mutacions de RUNX1 d’origen germinal, les quals s’han associat a una alta probabilitat de que
produeixin insuficiencia de la MO que amb el temps acabi derivant en alguna malaltia

hematopoeética de linia mieloide (6,69,70).

BCOR (Xp11.4): gen que codifica per una proteina correpressora de BCL6. S’han detectat
mutacions en BCOR en el 5% dels pacients amb SMD, i s’ha descrit la seva coexisténcia amb
mutacions en RUNX1 i DNMT3A, fet que s’associa amb una menor supervivencia global i un

major risc de transformacié leucemica (71).

E) Transduccié de senyals, vies de senyalitzacio

Es freqlient trobar pacients amb SMD portadors de mutacions en els gens CBL, JAK2, NRAS,
MPL, NF1, PTPN11, KIT i FLT3. Les alteracions heterozigotiques descrites en aquests gens es
localitzen, majoritariament, en regions hotspot sent més freqiients les mutacions missense
(com en els gens NRAS, KRAS i MPL) i les frameshift (com FLT3). Totes elles causen |’activacio

constitutiva de les proteines codificants (67).

RAS: aquestes proteines son petites GTPases que activen nombroses vies de transduccié de
senyals (son mitjanceres centrals downstream de la senyalitzacié del receptor dels factors de
creixement), i per tant, critics per a la proliferacid cel-lular, la supervivencia i la diferenciacid.
Les mutacions en la familia dels protoncogens RAS, que comprenen H-RAS, N-RAS i K-RAS son

molt freqlients en tot tipus de cancer, i afecten aproximadament al 5-10% de les SMD (72).

CBL (11g23.3): és un protoncogen que codifica per la proteina CBL, que és una ubiquitin-

lligasa. Aquest enzim té la funcié de marcar els substrats que seran degradats pel proteosoma.
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S'observen tant fusions com mutacions nonsense i silent associades a cancer, i en les SMD

aquestes mutacions es troben descrites en menys del 5% dels pacients (72).
F) Cohesines

STAG2 (Xg25): gen que codifica per una subunitat del complex de cohesines, el qual esta
involucrat en molts processos cel-lulars, com per exemple la reparacié del trencament de la

doble cadena d’ADN, i la segregacid de les cromatides durant la mitosi (73).

G) Reparacioé del dany cel-lular

TP53 (17p13): és un gen supressor de tumors (GST) que codifica per una proteina que també
funciona com factor transcripcional, i que en situacid d’estres cel-lular regula I'expressio de
gens involucrats en I'arrest del cicle cel-lular, apoptosi, senescéncia, reparacié de ’ADN i canvis
en el metabolisme de la cél-lula. TP53 és el gen més freqlientment mutat en cancer, i les
mutacions alteren la funci®é normal del gen, provocant dany en I'’ADN i afectant la
supervivencia i proliferacié cel-lular (74). Esta descrit que el gen TP53 es troba alterat en el 5-
10% de les SMD, pero aquest percentatge augmenta en les SMD d’alt risc. Les mutacions es
troben localitzades al llarg de tot el gen, i a més a més, poden donar-se juntament amb la
pérdua del segon al-lel de TP53 mitjancant la delecidé d’un dels bragos del cromosoma 17 (67).
Les mutacions de TP53 en les SMD s’han associat a manifestacions cliniques desfavorables,
com per exemple malaltia avancada, cariotips complexes, en ocasions amb afectacié del
cromosoma 5, i amb els cariotips monosomics, excés de blasts a MO i trombocitopénia severa
presentant un valor pronostic independent (67,75). La supervivéncia global dels pacients amb
mutacions en TP53 és inferior a la dels pacients que no presenten mutacions ens aquest gen
(75). Alhora les mutacions en TP53 també s’han associat a pitjor pronostic en els pacients que
han rebut un transplantament de progenitors hematopoeétics (50,76,77), i menor supervivencia

en pacients amb SMD d’alt risc i LAM tractats amb azacitidina (AZA) (78).

En relaci6 amb els pacients que presenten cariotip complex, aproximadament el 50% dels
casos s’associen a mutacions en TP53. L’altre 50% de pacients que no tenen mutacions en
TP53 pero tenen cariotip complex, presenten una supervivéncia global comparable a la dels
pacients amb cariotips no complexes. Per tant, 'estat mutacional de TP53 pot ser Util per a

refinar el pronostic d’aquets pacients tipicament considerats com de major risc (79).

Per altra banda, les mutacions de TP53 s’han associat a resisténcia al tractament amb

lenalidomida en pacients amb SMD i del(5q), ja sigui com anomalia aillada o com a part del

51



cariotip complex (80). Aproximadament un 18% dels pacients amb SMD i del(5q) presenten
mutacions en TP53 i, en aquests casos, el tractament amb lenalidomida produeix respostes
suboptimes, recaigudes o resistencia al farmac (33,81). En aquests casos, les mutacions en
TP53 poden ser events secundaris que estan sovint en subclones petites que poden expandir-
se durant el tractament. Es per aquest motiu que la OMS recomana avaluar les mutacions de
TP53 en pacients amb SMD i del(5q) aillat, per ajudar a identificar un subgrup de pronostic

advers en aquesta entitat generalment de pronostic favorable (3,6).

A nivell de tractament, s’han investigat farmacs antisense complementaris a TP53 que inhibiria
I'expressié de la proteina p53 mutada i restauraria |'eritropoesi en pacients amb SMD
del(59)(82). Pel que fa al tractament amb hipometilants, un parell d’articles han descrit que les
mutacions de TP53 s’associen a majors taxes de resposta a decitabina (DEC) en SMD i LAM (en
comparacié amb I’AZA), tot i que hi ha discrepancies en quant a I'associacié de la resposta a

una millor supervivéncia global (83,84).

En resum, el panorama mutacional de les SMD és complex i dinamic. Un pacient pot presentar
multiples mutacions, alhora diversos perfils mutacionals poden estar presents en una o més
subclones, i les proporcions d’aquestes subclones poden canviar durant el tractament i la

progressié de la malaltia (85).

Cal remarcar I'existencia de mutacions clonals, idéntiques a les que es detecten en les SMD, en
cél-lules hematopoeétiques de persones grans aparentment sanes, sense SMD, és 'anomenada
“hematopoiesi clonal de potencial indeterminat” (CHIP). Per tant, la preséncia de mutacions
somatiques associades a SMD, per si soles, no sén considerades diagnostic de SMD en |’actual

classificacio, fins i tot en pacients amb citopenies inexplicables.
3.5.3. Perfils epigeneétics

Paral-lelament, als recents avencos tecnics en seqiienciacido massiva s’ha de tenir en compte
les tecnologies basades en arrays (matrius) que també han estimulat estudis sistematics a gran
escala del paisatge epigenomic, sovint complex, en les neoplasies mieloides. Aquests esforcos
han posat de manifest la desregulacié a diferents nivells dels processos transcripcionals,
causats per la metilacié aberrant de 'ADN, les modificacions/remodelacié de la cromatina i
I’expressié aberrant de I’ARN no codificant, entre altres, com una caracteristica de molts tipus

de cancer incloent les SMD.
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Les modificacions epigenétiques afecten de manera simultania a grans regions de I’ADN i
modifiquen I'expressio de determinats gens, sense introduir modificacions en la seva
sequencia. Alteren 'accessibilitat dels factors reguladors de la transcripcié a I’ADN, per mitja
de diversos processos com ara: la metilacié de citosines en illes CpG de I'ADN, induint
modificacions en les histones (acetilacid/desacetilacié i metilacid/desmetilacié), remodelant
els nucleosomes i induint un silenciament transcripcional per mitjd dels miRNAs (Figura 5). Es
important tenir en compte la interaccié entre els diferents factors epigenetics, ja que el
resultat observat sera sempre la suma de les seves interaccions i els molts mecanismes de

retroalimentacio positiva i negativa (86).

Es important ressaltar que els canvis epigenétics sén intrinsecament heretables a nivell de les
cél-lules somatiques. Aixo és essencial per a una heréncia fenotipica estable, i I'estructurai la
funcié de I'epigenoma es poden canviar per factors intrinsecs i extrinsecs com les mutacions o
I’envelliment. Aquests canvis, per tant, poden alterar fonamentalment el comportament de les
cél-lules mare i les seves jerarquies de diferenciacié, donant lloc a estats cel-lulars que siguin
més permissius per a I'expressié d’oncogens mutats (87). Les alteracions produides en cadascu
d’aquests mecanismes epigenetics donara lloc a una transcripcié aberrant de gens que poden
estar implicats en processos de creixement, proliferacié i diferenciacidé cel-lular o apoptosi,
participant en el desenvolupament de la malaltia (88). Els canvis epigenétics han estat
reconeguts en les Ultimes decades com a principals motors del fenotip maligne (89), i alhora,

son tan eficacos com les mutacions genétiques a I’hora de modificar I'activitat dels gens.
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Figura 5. Maquinaria epigenética i interaccié entre diversos factors epigenétics. Les marques
epigenetiques estan catalitzades per diferents complexos epigeneétics, les families principals de la qual
estan il-lustrades aqui (a-c). La regulacié epigenética depen de la interaccid entre els diferents
components: metilacié de I’ADN (a), modificacions en les histones (b) i el posicionament del nucleosoma
(c). La interaccid entre els diferents factors provoca el resultat final. Aquesta figura il-lustra exemples
seleccionats de les possibles interrelacions entre els diversos components epigenetics. Imatge
modificada de Portela i Esteller, Nature Biotechnology, 2010 (86).

A diferencia de les alteracions genetiques, els canvis epigenétics en el cancer sén
potencialment reversibles per mitja de la terapia epigeneética. La via d’actuacid és revertir els
canvis de l'expressié genica patologica en les cél-lules malignes, que es suposa que pot
provocar un efecte terapeutic que culmini amb respostes tumorals. L'efecte terapeéutic
especific induit per aquests agents és encara avui qlestié de debat, i hi ha dades que postulen
que aquesta terapia afecta moltes vies diferents, com ara la diferenciacid, la senescéncia,

I’'apoptosi, el reconeixement immunitari, etc... (90). A més a més, molts farmacs epigenétics



mostren citotoxicitat dosi-depenent (91,92), el qual podria ser també un factor de resposta. La
combinacid de la inhibicié de multiples dianes epigenétiques és probablement sinergica, tal i
com es demostra per la desmetilacié de I’ADN i la inhibicié de les histones deacetilases (HDAC)
(93). Per tant, es disposa de dues dianes epigenetiques, els farmacs hipometilants i els farmacs

inhibidors d’histones deacetilases (94).

D’entre tots els mecanismes epigenetics, aquesta tesi ha estudiat el paper de la metilacio, per

tant, el veurem amb més detall:

3.5.3.1. Metilacié

La metilacié de I'ADN, com a principal modificacié epigeneética, juga un paper vital en la
regulacié transcripcional i la remodelacié de la cromatina i implica la transferéncia d'un grup
metil a un residu de citosina dins d'un dinucleotid CpG, catalitzat per una ADN metiltransferasa

(DNMT) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema del procés de metilacié de I’ADN.

La majoria de les CpGs del genoma estan metilades, especialment en regions repetides que
contribueixen a l'estabilitat de I'heterocromatina. Les regions enriquides en CpG, anomenades
illes CpG, també es troben en els promotors de gens, i la majoria d'aquestes illes CpG no estan
metilades en teixits normals, independentment de I'estat de diferenciacid. Aquesta manca de
metilacid a les illes CpG associades al promotor permet I'expressié genica, si els factors de
transcripcié adequats estan presents, i I'estructura de la cromatina permet accedir-hi. S'ha
trobat que I'aberracié del perfil de metilacié de 'ADN esta associada a moltes malalties

III

humanes incloent el cancer. S’ha descrit el “metiloma” de la cél-lula leucémica com globalment
hipometilat, amb hipermetilacié aberrant en alguns promotors de gens (95-97). Seria

I'acumulacié de metilacié anormal el que contribuiria activament a la progressié de les SMD
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(98). L'hipermetilacié provoca un silenciament en I'expressié dels gens, incloent GST, gens

involucrats en la reparacid del dany de I’ADN i reguladors del cicle cel-lular (99) (Figura 8).
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Figura 8. La metilacié de les illes CpG localitzades en els promotors dels gens comporten la
inactivacio de I'expressid del gen corresponent.

Hi ha evidencies considerables que els canvis epigenétics tenen un paper en la patogenesi dels
trastorns mieloides i, per tant, poden ser unes bones dianes terapéutiques. El silenciament de
GST via metilacié de I’ADN s’ha descrit com un segon “hit” per a la transformacié cel-lular,
equivalent a les mutacions o translocacions (100). Entre els exemples de gens silenciats per la
metilacié de I'ADN en els trastorns mieloides es troba el CDH1, CDKN2A (p14, pl16), CDKN2B
(p15), CTNNA1, MEG3 i SNRPN. Rarament s’ha trobat que els gens silenciats per metilacié de
I’ADN en SMD i LAM estiguin també inactivats per mutacions. Tot i aix0, 'augment de la

metilacié de I’ADN de les zones promotores s’associen a fendmens de progressié en les SMD.

Estudis a gran escala de I'estat de metilacié en les SMD demostren que el 12% dels gens
analitzats en les SMD d’alt risc mostren un increment de la metilacié en les zones promotores,
en comparacié amb només el 6% dels gens en les SMD de baix risc; tanmateix, aquesta
diferéncia no és estadisticament significativa (101). La majoria de gens identificats estan
implicats en funcions tan importants com la reparacid de I’ADN, el control del cicle cel-lulari la
regulacié del desenvolupament, diferenciacié i I'apoptosi. Entre els pacients amb SMD d’alt
risc el 70% tenia hipermetilacié d’ALOX12, GSTM1, HIC1, FZD9 i HS3ST2 (96). A més a més, esta
reportat que I'Gs terapéutic d’inhibidors de DNMT comporta una reduccié global de la

metilacid en els promotors (96).
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A diferencia de les alteracions genetiques, els canvis epigenétics en el cancer sén
potencialment reversibles per inhibicié farmacologica de la metilacié de I'ADN i la desacetilacio
de les histones. L'eficacia dels agents hipometilants (AHM) com [I’'azactidina (AZA) o la
decitabina (DEC) en pacients amb SMD van suggerir fortament la rellevancia fisiopatologica de
la metilacié de I’ADN (102). El reclutament de les metiltransferases induit pels azanucleosids és
un fenomen que es dona amb menor intensitat en les cél-lules normals que en les tumorals. El
mecanisme d’accié que dona nom als farmacs hipometilants no explica del tot el seu efecte
terapeéutic ja que, encara que la hipometilacié de ’ADN sembli una circumstancia necessaria,
no és suficient per a aconseguir-lo i podria, per tant, no ser I'element central de la seva
activitat farmacologica. Els AHM no només modifiquen I'activitat de les metiltranferases de
I’ADN que introdueixen grups metil en I’ADN de cél-lules en divisid, sind que també afecten a
les histones metiltranferasa (HMT), que fan lo propi amb les histones de les cel-lules
quiescents. L’AZA i la DEC sén dos hipometilants analegs de la citosina amb activitat en la
leucémia (103,104). Els dos farmacs es van sintetitzar cap als anys 1960 com a analegs de la
citosina, i cap als inicis dels anys 1980 van demostrar ser potents inhibidors de la metilacié de
I’ADN i inductors de la diferenciacid in vitro (105). La inhibicid de la metilacié de I'’ADN esta
relacionada amb el fet que comparteixen una estructura modificada de I'anell de citosina amb
la substitucié d’'una C per una N a la posicid 5’, donant lloc a una captura i eventual degradacio
de les ADN metiltransferases (106). L'AZA s’incorpora a I'ARN i, després d’una conversio
intracel-lular a DEC, s’incorpora a I’ADN i inhibeix la metilacié de 'ADN. A diferencia de I'AZA,
la DEC no s’incorpora a I’ARN sind que s’incorpora directament a I’ADN, fet que comporta que
tingui 10 vegades més activitat desmetilant a concentracions equimolar en experiments in-

vitro (105).

Hi ha tres grans metodes per analitzar el grau de metilacié de I’ADN: metilacio sensible a la
restriccid per endonucleases, estratégies d’enriquiment de ’ADN metilat i la conversié per
bisulfit. La conversid per bisulfit canvia les citosines a uracils, perd manté intactes les 5-
metilcitosines. Per mitja de PCR es pot fer la comparacid dels nivells de C/T i fer una
aproximacié de l'estat de metilacié. Una gran varietat de metodes es poden utilitzar per
mesurar aquest estat de metilacio, incloent la PCR especifica de metilacid, analisis de curves de
melting especifiques de metilacid, seqienciacié (tradicional o de piroseqiiéncia), etc... En
aquesta tesi s’ha utilitzat el metode Infinium Human Methylation 450K BeadChip d'lllumina,
un array on s'avalua I'estat de metilacié de 485.764 citosines distribuides per tot el genoma, i

ens permet tenir una idea global de I'estat de metilacié de I'ADN.
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3.6. indexs pronostics de les sindromes mielodisplastiques

Els indexs pronostics sén sistemes de puntuacié que inclouen variables cliniques, biologiques,
citogenétiques i/o moleculars, i que s’utilitzen per a estratificar als pacients en funcié del seu
pronostic. Les SMD presenten una gran variabilitat pronostica, tant en termes de supervivencia
global com de risc a evolucié a LAM (107,108). Aixo, unit a I'avancada edat de la gran majoria
dels pacients, a la presencia de freqlients comorbiditats significatives i a [I'elevada
morbimortalitat de les alternatives terapeutiques amb potencial curatiu, dificulta notablement
la seleccid del tractament a un pacient concret. Aixi, establir de forma precisa e
individualitzada el pronostic d’'un pacient és essencial per a adaptar la modalitat de tractament

a utilitzar al risc estimat.
3.6.1. IPSS

Des de la seva creacid I'any 1997, el “International Prognostic Scoring Sistem” (IPSS) ha estat
universalment utilitzat en la practica clinica diaria, ja que és un model senzill d’aplicacid per a
caracteritzar els pacients amb SMD i definir pautes de tractament consensuades
(109,110)(Taula 5). Tot i que representava I'estandard clinic per a I'avaluacié del risc en les
SMD, I'lPSS presentava diverses deficiéncies, entre les quals hi havia una subestimacio del risc

en alguns pacients sense excés de blasts o amb cariotips alterats.
Taula 5. Index pronostic internacional (IPSS)

index pronastic internacional (IPSS)

Variables pronostiques 0 punts 0.5 punts 1 punt 1.5 punts 2 punts
Blasts MO (%) <5% 5-10% 11-20% 21-30%
Cariotip Bo Intermig Dolent
Citopénies 0-1 2-3

Cariotip bo: cariotip normal, -Y, del(5q), del(20g) com anomalies Uniques; Dolent: cariotip complexe (=3 alteracions)
o anomalies del cromosoma 7; Intermig: altres anomalies Uniques o dobles.

Grup de risc Baix Intermig-1 Intermig-2 Alt
Puntuacio 0 0.5-1 1.5-2 2.5-3.5
Mediana SG 5.7 anys 3.5anys 1.1 any 0.4 anys

Modificat de Greenberg et al. Blood 1997.
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3.6.2. WPSS

Un altre esquema d’estratificacié de risc utilitzat per predir el pronostic en les SMD és el
sistema de puntuacié pronostica basat en la classificacié de la OMS (WPSS), que incorpora
variables addicionals com les necessitats transfusionals i que va ser definit I'any 2007 pel grup
de Pavia (111)(Taula 6). Aquesta puntuacio suggereix que els pacients amb displasia eritroide
unilinia i sense necessitat de transfusio estable tenen un pronostic comparable a la mitjana de
la poblacié. Independentment del grup de risc definit pel percentatge de blasts i el perfil
citogeneétic, la preséncia de transfusions implica un pitjor pronostic. EI WPSS pot ser
particularment atil quan s’aplica a casos de baix risc i en moments que no siguin al diagnostic

(111).

Taula 6. Sistema de puntuacid pronostica per les SMD basada en la classificacidé de la OMS

Sistema de puntuacié pronostica basat en la classificacié de la OMS (WPSS)

Variable pronostica 0 punts 1 punt 2 punts 3 punts

Categoria OMS AR, ARSA, 59- CRDM, CRDM-SA AREB-1 AREB-2
Cariotip* Bo Intermig Dolent -
Necessitats transfusionals' Sense FreqUent * *

* Cariotip bo: cariotip normal, -Y, del(5qg), del(20q) com anomalies Uniques; Dolent: cariotip complexe (>3
alteracions) o anomalies del cromosoma 7; Intermig: altres anomalies Uniques o dobles.

Dependencia transfussional definida com almenys una transfusié cada 8 setmanes durant un periode de 4 mesos.

Grup de risc Molt Baix Baix Intermig Alt Molt alt
Puntuacio 0 1 2 3-4 5-6

Modificat de Malcovati et al. JCO 2007 (111)

3.6.3. IPSS-R

L’any 2012 va haver-hi una revisio i actualitzacio del IPSS, donant lloc al “Revised International
Prognostic Scoring System” (IPSS-R) per abordar les limitacions que presentava el IPSS.
Primerament, el IPSS-R amplia el nombre d’alteracions cromosomiques considerades pel
model pronostic. Segon, dona major pes a les lesions citogenetiques adverses que a I'excés de
blasts. En tercer lloc, les citopénies es tracten de forma individual i es puntuen segons la
gravetat. Finalment, s’inclou I'edat del pacient per recalcular el IPSS-R i fer un calcul del risc
ajustat a I'edat (IPSS-RA). Aquests canvis afegeixen complexitat en comparacié amb I'IPSS,

perd no es necessita cap informacid clinica nova per a calcular la puntuacié IPSS-R, que es pot
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calcular amb I'ajuda d’un aplicatiu en xarxa (www.ipss-r.com). L'IPSS-R és significativament

millor predint la supervivencia i I'evolucié a LAM que I'original IPSS (112).
Taula 7. index prondstic internacional revisat (IPSS-R)

index pronostic internacional revisat (IPSS-R)*

Caracteristica 0 punts 0.5 punts | 1 punts 1.5 punts 2 punts 3 punts | 4 punts
Grup de risc Molt bo Bo Intermig Pobre Molt
citogenetic pobre
Blasts MO, % 0-2 >2-<5 5-10 210
Hemoglobina, g/dL >10 8-<10 <8
Plaquetes, x10°/L >100 50-99 <50
PMN, x10°L 0.8 <0.8

Grup de risc Molt Baix Baix Intermig Alt Molt alt

Puntuacié 0-1.5 >1.5-3 >3-4.5 >4.5-6 >6

Modificat de Greenberg et al. Blood 2012 (113).

Categories de risc citogenétic *

Risc Anomalies citogenetiques

Molt bo -Y, del(11q) aillades

Bo Normal, del(5q), del(12p) i del(20q) aillades i anomalies dobles que incloguin
del(5q)

Intermig Del(7qg), +8, +19, i(17q) aillada i qualsevol altre anomalia Unica o doble
independent

Pobre -7 e inv(3)/t(3q)/del(3q) aillades, anomalies dobles que incloguin -7/del87q) i

anomalies complexes amb 3 alteracions

Molt pobre Alteracions complexes amb més de 3 anomalies

*categories definides per Schanz et al., J Clin Oncol 2012 (114).

En els Ultims anys han aparegut noves propostes de factors pronostics tals com:

- Els valors de ferritina sérica, ja que esta comprovat que el desenvolupament de
sobrecarrega féerrica (>1000ng/mL) afecta negativament a la supervivéncia dels
pacients i en el risc de d’evolucié a LAM (111).

- Lexistencia de mielofibrosis s’ha reconegut com un factor desfavorable en Ia
supervivencia global i risc de transformacié a LAM en pacients tant de categories de

baix risc com d’alt risc segons la OMS (115,116).



- La trombocitopénia greu (plaquetes <30x10%/L) és més freqlient en pacients amb IPSS
d’alt risc, pero també es pot trobar en pacients amb IPSS de baix risc, i diversos estudis
han posat de manifest el seu impacte negatiu en el pronostic (11,117-119).

- La neutropénia greu (PMN<0,5x10°/L) també té un pes pronostic independent tant en
la supervivencia global com en la progressié a LAM en pacients amb SMD de baix risc
(120).

- La preséncia de mutacions genétiques especifiques han demostrat tenir impacte en el
pronostic dels pacients amb SMD tan de baix com d’alt risc (29,67,70,121). Actualment
s’esta treballant per treure un nou index pronostic que incorpori I’estat mutacional de

determinats gens (IPSS-molecular).

3.7. Tractament

La decisié d’iniciar tractament en els pacients amb SMD ha de basar-se en el seu pronostic
individual. Actualment, en les SMD s’esta utilitzant una estratégia de tractament adaptada al

risc, és a dir, segons I'index pronostic els pacients es classificaran com de baix risc o d’alt risc.
3.7.1. Tractament SMD alt risc

El pacients d’alt risc tenen una mediana esperada de supervivencia global inferior als 30 mesos
i 'objectiu terapeutic és modificar el curs natural de la malaltia, augmentar la supervivéncia i
reduir el risc de transformacié a LAM. El tractament de la majoria de pacients amb SMD d’alt
risc no és satisfactori ni es pot considerar estandarditzat, per la qual cosa es recomana que
participin en assajos clinics sempre i quan sigui possible. Aquests pacients hauran de rebre el
tractament que es consideri oportl sense tardanca. Les diverses opcions terapéutiques en

pacients amb SMD d’alt risc es reflecteixen en la Figura 10 (122).
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Figura 10. Algoritme de tractament de les SMD d’alt risc segons les guies espanyoles de SMD,
segona edicié 2020 (122).

Anomalies citogenétiques d’alt risc: -7 i inv(3)/t(3q)/del(3q) aillades, dues anomalies, incloent -7/del(7q)
i anomalies complexes (23 anomalies); de baix risc: la resta. Aza: azacitidina; HLA: antigen leucocitari
huma; MO: medul-la ossia; QT: quimioterapia tipus LAM; TIS: tractament immunosupressor; TPH:
trasplantament de progenitors hematopoétics.

A) Tractament de suport: Es considera tractament de suport I'encaminat a la millora

global de simptomes o signes provocats per la malaltia de forma inespecifica. El
tractament de suport ha de contemplar el tractament de I'anémia (AEE i transfusions),
neutropenia, trombocitopenia, sobrecarrega de ferro transfusional i altres mesures de
suport. Els pacients no aptes per a altres tractaments perque la seva reserva funcional
esta molt reduida o tenen molta comorbiditat sén tributaris d'un tractament
exclusivament de suport.

B) Agents hipometilants: s’han de considerar com el tractament de primera linia en les

SMD d’alt risc que no es considerin candidats a tractament intensiu, o bé, que tot i ser
considerats adients a tractament intensiu no disposin d’un donant apropiat per a fer
transplantament al-logénic. L'AZA i la DEC sén AHM que inhibeixen la ADN
metiltransferasa a dosis inferiors a la que produeix citotoxicitat, sent capacos de
revertir el silenciament transcripcional de GST i restaurar el funcionament normal de

les cél-lules alterades. Els AHM han demostrat eficacia en les SMD, especialment en



pacients d'alt risc (123,124). El grup cooperatiu d’estudi i tractament de leucémies i
mielodisplasies (CETLAM) van establir un protocol assistencial pel tractament de les
SMD d’alt risc (2009 i 2016) basat en aquesta opcid terapeutica. En el protocol del
2009 els pacients es classificaven segons citogenética, comorbiditats i possibilitat de
TPH.

C) Quimioterapia intensiva tipus LAM: pot ser apropiat com a tractament de primera linia

en pacients amb SMD d’alt risc que, sent candidats a tractament intensiu, no disposin
de donant apropiat per TPH al-logénic i tinguin una edat inferior als 65 anys, no tinguin
comorbiditats greus i presentin una citogenetica de risc favorable. Amb Ia
quimioterapia intensiva de tipus LAM la taxa de resposta completa és del 50-60%; la
incidencia de mort precog, del 20-25%; i la freqliencia de malaltia refractaria, del 20-
25%. Els resultats a llarg termini deixen poc lloc a l'optimisme, amb un risc de
recaiguda molt elevat, del voltant del 70-80%, una curta durada de la remissié (mitjana
de 8 mesos), d’'una mitjana de supervivencia global d’aproximadament 12 mesos i
escassa proporcié de pacients que sobreviuen sense malaltia (10-20%) (125-128).

D) Trasplantament al-logénic de progenitors hematopoeétics: és el tractament d’eleccio

per a pacients amb SMD d’alt risc i que siguin considerats candidats per aquest
tractament, ja que és I"Gnica modalitat amb capacitat curativa demostrada en les SMD.
Aquest procediment s’ha de dur a terme tan aviat com es localitzi un donant apropiat
(129,130).

E) Lenalidomida: I'experiéncia amb aquest farmac en les SMD d’alt risc és encara forga
limitada. Les dades existents suggereixen que seria eficag de manera temporal
Unicament en alguns pacients amb delecié 5q aillada i xifres de plaquetes superiors a
100x10°/L (131).

F) Nous agents i combinacions: Hi ha dues classes de farmacs en assajos clinics que van

dirigits cap a l'epigenoma: els reprogramadors amplis (anomenats medicaments
genomics) i farmacs desenvolupats per a tractar subconjunts especifics de pacients,
que representen terapies més classiques dirigides a dianes de precisié. A dosis
adequades de medicament, tant els reprogramadors amplis com els més especifics,
aconsegueixen interaccions precises amb les proteines epigenetiques reguladores de

les quals son diana (87).

Els cancers en general, i les SMD en particular, utilitzen canvis tant en el genoma com a
I’epigenoma per generar mecanismes mitjancant els quals les cel-lules tumorals poden escapar

del control del creixement cel-lular. La preséncia de cromatina alterada en les cel-lules



tumorals ha estat palesa des dels primers diagnostics mitjangcant observacions microscopiques.
Atés que les vies epigenetiques presenten una major flexibilitat en relaci6 amb alteracions
genetiques, és probable que els tumors es basin més en alteracions epigenetiques per escapar
de la vigilancia immune i desenvolupar la resisténcia als farmacs. Els processos epigenétics,
particularment els que intervenen en la metilacié de I'ADN, sén somaticament heretables i
poden contribuir a canvis estables perdo modelables de I'expressid génica que interaccionen
amb altres mutacions géniques per donar a les SMD |'avantatge d'evolucionar a un ritme molt
més rapid del que podrien aconseguir només amb les alteracions genetiques (87). Alhora, les
modificacions epigenétiques també tenen la possibilitat d’activar regions no geniques del
genoma, en particular retrovirus endogens (ERV), augmentant aixi la mida de la diana. Per
tant, els medicaments epigenétics representen auténtics “medicaments genomics” (Figures 11
i 12) i gairebé amb seguretat mostren la maxima eficacia quan s’utilitzen en combinacid i quan
s’'utilitzen conjuntament amb altres terapies com la quimioterapia estandard o |Ia

immunoterapia.
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Figura 11. Tractaments per a pacients amb SMD dirigits contra reguladors epigenétics. Imatge
modificada de Heuser M et al, 2018(44).
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Figura 12. Esquema de terapies dirigides a dianes moleculars. Inclou terapies selectives
d’investigacio i aprovats per a pacients amb SMD i les seves respectives dianes (132).






Les SMD sén un conjunt de neoplasies hematologiques que presenten una gran heterogeneitat
a nivell clinic, morfologic i genétic. El diagnostic de les SMD es basa en I’analisi citomorfologic
de la MO i la SP. L’estudi citogeneétic és obligatori al diagnostic, i a més a més de ser til com a
marcador de clonalitat és un factor importantissim per a calcular el pronostic del pacient. Tot i

aixi, aproximadament la meitat dels pacients amb SMD presenten un cariotip normal.

L'aplicacié de técniques de seqiienciacié massiva ha permes augmentar el coneixement de les
bases moleculars de les SMD. Actualment es descriu que el 80-90% dels pacients amb SMD
presenten mutacions somatiques en un conjunt de gens, tot i que moltes de les variants
detectades no son especifiques de cap subgrup en concret i el perfil de mutacions és molt
heterogeni. El paper pronostic d’aquetes mutacions ha estat ampliament estudiat, i tot i que
no existeix encara un index pronostic molecular, molts autors coincideixen en definir el mal
pronostic que impliquen les mutacions en TP53 en les SMD tant pel que fa a la supervivéncia
com a l'impacte en el TPH. Moltes d’aquestes mutacions afecten a reguladors epigenetics
involucrats en el mecanisme de metilacié de ’ADN o a la modificacié d’histones. Alguns estudis
suggereixen que aquestes mutacions comporten perdues de marques epigenetiques,
promovent l'oncogenesi, juntament amb altres mecanismes epigenétics, mitjangant la

desregulacié de la transcripcid.

Aquest treball parteix de la base que els pacients amb SMD d’alt risc tenen una mediana
esperada de supervivéncia global inferior als 30 mesos i I'objectiu terapéutic és modificar
I’historia natural de la malaltia i perllongar la supervivéncia mitjangant un tractament actiu,

pero tot i ser un grup ben definit, presenta molta heterogeneitat a nivell clinic.

La hipotesi global d’aquesta tesi és que els pacients amb SMD d’alt risc i LAMs presenten
diferéncies a nivell genétic i que les alteracions detectades mitjangant seqlienciacié massiva
dirigida podrien ajudar a definir millor el pronostic d’aquests pacients. Aixi mateix, en aquells
pacients que presenten cariotip normal, la deteccid de mutacions somatiques ens permetra
identificar un marcador de clonalitat que podria ser util a nivell diagnostic, pronostic i de
monitoritzacié de la malaltia. A més a més, donat que la metilacié de 'ADN és el principal
mecanisme epigenétic descrit a la leucemogénesi i que I'Gs d’agents hipometilants és el
tractament de primera linia ens els pacients amb SMD d’alt risc no candidats a tractament
intensiu, o que no disposin d’'un donant compatible per a fer el trasplantament al-logeénic,
I’estudi dels perfil de metilacié de I’ADN al diagnostic ens podria ser d’utilitat com a predictor

de resposta al tractament.
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L'objectiu principal d’aquesta tesi és caracteritzar a nivell genétic, mitjangant seqiienciacié
massiva dirigida d’'un panell customitzat de 83 gens relacionats amb la patologia mieloide, i
epigenetic, mitjangant estudis de metilacié de I’ADN, els pacients diagnosticats de SMD d’alt

risc i LAMs que han estat inclosos al protocol SMD-09 del grup CETLAM.
Els objectius secundaris son:

- Determinar I'impacte de les mutacions al diagnostic, en el pronostic de la malaltia i en
la resposta al tractament.

- Determinar I'impacte de les mutacions durant I'evolucié de la malaltia, i valorar la
possibilitat d’utilitzar la tecnica de seqlienciacié massiva com a eina de monitoritzacid
de la malaltia.

- Determinar si el patré de metilacié d’'un o més gens al diagnostic pot predir la resposta
o no al tractament amb farmacs hipometilants (azacitidina).

- Definir el patré de metilacié de I’ADN al seguiment (post-tractament) dels pacients per

poder determinar si existeix un patré comu predictor de progressid/recaiguda.
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En aquesta tesi s’han fet estudis de mutacions somatiques mitjancant técniques de
sequenciaci6 massiva i de metilacid global de I'ADN en pacients inclosos en el protocol
CETLAM SMD-09 titulat “TRATAMIENTO DE SINDROMES MIELODISPLASICOS (SMD) DE ALTO
RIESGO Y LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA SECUNDARIA A SMD (LAMs) EN PACIENTES < A 75
ANOS. PROTOCOLO SMD-ALTO RIESGO < 75A DEL GRUPO CETLAM (SMD-09)”. Aquest és un
estudi multicéntric i prospectiu, on els pacients es classifiquen segons edat i comorbiditats per
a saber si sén candidats o no a tractament intensiu. Els pacients candidats a tractament
intensiu a la vegada es classifiquen segons el grup de risc citogenétic. En funcié d’aquests
parametres rebran diferents tractaments que inclouen azacitidina, quimioterapia intensiva

(idarrubicia, citarabina i etoposid, ICE) i/o trasplantament de progenitors hematopoétics

(Figura 13).
A)
SMD alt risc o LAMs
(IPSSINT-2 0 alt) < 75a
NO candidatsa TPH
l Citogenetica J/
Citogenetica de bon pronéstico
Citogenetica adversa pronbsticintermig
;'S‘ZA ICE
(7 dies) l (1 0 2 cicles)
No resposta Resposta completa
o parcial
5-AZA ‘J/
(7 dies) Manteniment
5-AZA

(5 dies)
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B)
SMD alt risc o LAMs
(IPSSINT-2 0 alt) < 75a
Candidata TPH i donantfamiliar
o donantnoemparentat<55a
I
SMD <10% blasts o hipoplastic SMD >10% blasts o LAMs
<5% blast si acondicionamentintensitat reduida
(AIR)
AloTPH
directe Cariotip de bon
R . Cariotip advers
pronodstico pronostic
intermig \L
\l/ 5-AZA
ICE (6 cicles)
(1 o 2 cicles)
AloTPH
)
Pacient €75 anysiamb
comorbiditat HCTI>3
Tractamentinduccio
AZA 75mg/m2 x 7 dies
cada 28 dies
| Revaluacid 3 i 6 mesos |
| Progressio | RC,RP o RH desprésdels 6
\L mesos
| Surt de l'estudi | J’

Tractamentde manteniment
AZA 75mg/m2 x 5 dies cada
28 dies

Figura 13. Esquemes de tractament dels pacients inclosos en el protocol CETLAM SMD-09. A)
Pacients no candidats a trasplantament o sense donant compatible. B) Pacients candidats a
trasplantament C) Pacients amb comorbiditats.

SMD: sindrome mielodisplastica; LAM: leucémia aguda mieloide; TPH: trasplantament hematopoetic;
AZA: azacitidina; ICE: idarrubicina, citarabina i etoposid; aloTPH: transplantament al-logénic; mini-
AloTPH: trasplantament; AIR: acondicionament intensitat reduida; comorbiditat HCTI: index de
comorbiditat especific per al trasplantament de cél-lules mare hematopoetiques ; RC: resposta
completa; RP: resposta parcial; RH: resposta hematologica.



1. Tractament

1.1-Pacients amb citogenética de bon pronostic o pronostic intermig

Tractament d’induccié: ICE

¢ |darrubicina: 1Omg/m2 endovends els dies 1, 3i 5.
e (Citarabina: 100 mg/m2 en infusid continua els dies 1-7.

e VP-16: 100 mg/m? els dies 1-3.

Mesures complementaries: inclouen hidrataci6 abundant, alcalinitzacié, alopurinol,

antiemeétics, suport hemoterapic i profilaxis antiinfecciosa. S’administrara G-CSF per via
subcutania 7 dies després d’haver finalitzat la quimioterapia (+14), fins a recuperar les xifres de

neutrofils.

Valoracid de la resposta: veure criteris de resposta més endavant. Si hi ha resposta completa

(RC) s’inicia tractament de manteniment. Si hi ha resposta parcial (RP) després del primer cicle
a ICE es realitza un segon cicle. Després del segon cicle d’ICE, independentment de la resposta,

s’inicia el tractament de manteniment.

Tractament de manteniment: Azacitidina: 75 mg/m?” x 5 dies cada 28 dies. Aquest tractament

es manté fins a la progressié, un maxim de 24 mesos

1.2-Pacients amb citogenética de mal pronostic

Tractament d’induccié: Azacitidina: 75 mg/m2 x 7 dies cada 28 dies

Valoracid de la resposta: Es valora la resposta als 3 i 6 mesos. En cas de progressié surt de

I’estudi. Si presenta RC, RP o resposta hematologica (RH) després de 6 cicles, es passa a

tractament de manteniment.

Tractament de manteniment: : Azacitidina: 75 mg/m” x 5 dies cada 28 dies. Aquest tractament

es manté fins a la progressid, un maxim de 24 mesos. Es poden ajustar dosis si apareixen

citopeénies.

1.3-Pacients <50 anys i amb germa HLA idéntic

1.3.1- Pacients amb MO hipoplastica o0 <10% blasts en MO

Es realitzara el trasplant directament sense tractament d’induccié previ.
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1.3.2- Pacients amb > 10% blasts en MO

S’estratificaran segons la citogenética. En aquells pacients que tinguin citogenética de
bon pronodstic o pronodstic intermig s’administrara com a tractament d’induccié ICE,
mentre que en els que tinguin citogenetica de mal pronostic s’"administrara AZA (veure

apartats 1.1 i 1.2 de material i métodes).

Tractament d’acondicionament a I'al-lotrasplant:

- Busulfa 4mg/Kg/d durant 4 dies (-8, -7, -6, -5) + ciclofosfamida 60mg/Kg/dia durant 2
dies (-4, -3)
- Ciclofosfamida 60mg/Kg/dia durant 2 dies (-6, -5) + irradiacié corporal total

(preferiblement 6 fraccions de 2Gy els dies -4, -3, -2)

1.4-Pacients >50 anys i amb germa histocompatible

En els pacients amb SMD >10% blasts o LAMs es realitzara un tractament d’induccio igual que
I’anterior. En cas d’utilitzar un acondicionament d’intensitat reduida (AIR) la xifra de blasts sera

>5%, per a iniciar el tractament d’induccid.

Tractament d’acondicionament

- Fludarabina: 30 mg/m2/d intravends (5 dies): dies -9 a -5.
- Busulfa: 10mg/Kg (1mg/Kg/6h) via oral dies -6 a -4.

1.5-Pacients <70 anys i amb comorbiditats

Tractament d’induccid: Azacitidina: 75 mg/m2 x 7 dies cada 28 dies

Valoracid de la resposta: Es valora la resposta alsl 3 i 6 mesos. En cas de progressio surt de

I’estudi. Si presenta RC, RP o RH després de 6 cicles, es passa a tractament de manteniment.

Tractament de manteniment: : Azacitidina: 75 mg/m?” x 5 dies cada 28 dies. Aquest tractament

es manté fins a la progressid, un maxim de 24 mesos. Es poden ajustar dosis si apareixen

citopeénies.
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2. Criteris de resposta

Els criteris de resposta utilitzats en aquesta tesi son els establerts per la International Working
Group (IWG) al 2006 per a pacients amb SMD (133) (Taula 8 i 9). De manera breu, aquells
pacients que aconsegueixen remissié completa, resposta completa a moll d’os (RCM), remissio
parcial o milloria hematologica, es consideren en resposta. Les situacions restants es

consideren com a no resposta.

En el protocol CETLAM SMD-09, la resposta a AZA es va valorar cada tres cicles de tractament
(3,6,9, 12, etc..) i quan hi havia sospita de progressid, mentre que la resposta a ICE es valorava

després del primer i segon cicle.

Taula 8: Criteris de resposta segons International Working Group (IWG) en referencia a
I’evolucié de les SMD (133).

CATEGORIA CRITERIS DE RESPOSTA

(la resposta s’ha de mantenir un minim de 4 setmanes)

Remissié completa (RC) - MO < 5% mieloblasts amb maduracié normal de totes les linies
cel-lulars.
- Verificar I'existencia de displasia persistent
- Sang periférica: Hb > 11g/dL, neutrofils > 1*10°/L, plaquetes >
100*10°/L i blasts 0%

Remissio parcial (RP) Tots els criteris de RC si és anomal abans del tractament excepte:
- Disminucié de blasts en MO ~50% basal, pero encara > 5%.

- Cel-lularitat i morfologia no rellevant.

Remissié completa medul-lar MO < 5% mieloblasts i disminucié de > 50% de la xifra basal.

(RCM) SP: si hi ha resposta hematologica registrar conjuntament

Malaltia estable (ME) Abséncia de RP sense evidencies de progressio >8 setmanes

Fracas Mort durant el tractament o progressié de la malaltia caracteritzada

per un empitjorament de les citopénies, augment del percentatge
de blasts en MO o progressié a un subtipus FAB major de SMD que
el del nivell basal.
Recaiguda després de RC o RP Al menys un dels segilients:
- Percentatge de blasts en MO igual que el basal
- Descens de > 50% des de nivells de resposta/remissié
maxima en granulocits o plaquetes.
- Reduccio del valor Hb basal superior a 1.5g/dL o

dependencia transfusional.



Resposta citogenética Completa: desaparicid de les anomalies cromosomiques sense

aparicio de noves

Parcial: Reduccio d’almenys un 50% de les anomalies

cromosomiques.

Progressio de la malaltia Per a pacients amb:

Menys de 5% de blasts: augment de la xifra de blasts > 50%
sempre que es superi la xifra global del 5% de blasts.

Del 5-10% de blasts: augment de la xifra de blasts > 50%
sempre que es superi la xifra global del 10% de blasts.

Del 10-20% de blasts: augment de la xifra de blasts > 50%
sempre que es superi la xifra global del 20% de blasts.

Del 20-30% de blasts: augment de la xifra de blasts > 50%

sempre que es superi la xifra global del 30% de blasts.

Qualsevol dels seglients:

Almenys un descens del 50% des de la remissid/resposta
maxima en granulocits i plaquetes.
Reduccié del valor Hg superior a 2g/dL

dependencia transfusional.

MO: medul-la ossia, Hb: Hemoglobina, RC: remissid completa, RP: remissid parcial, RCM: remissio

completa medul-lar, ME: malaltia estable.
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Taula 9: Criteris de resposta segons International Working Group (IWG) en referéncia a la
milloria hematologica (133).

MILLORIA HEMATOLOGICA CRITERIS DE RESPOSTA

(la resposta s’ha de mantenir un minim de 8 setmanes)

Resposta eritroide - Augment del valor Hb > 1.5g/dL

(xifra basal, <11g/dL) - Disminucié rellevant de transfusié d’hematies en
nombre absolut d’almenys 4 transfusions d’hematies / 8
setmanes comparat amb el nombre de transfusions
pretractament en les 8 setmanes prévies. Per a
I"avaluacio de la resposta només es comptabilitzaran les

transfusions pretractament realitzades amb un valor de

Hb <9g/dL.
Resposta plaquetar Augment absolut de > 30x10°/L en pacients amb xifres
(pretractament, <100x109/L) inicials de plaquetes > 20x109/L

Augments des de <20x10%/L fins a >20x10°/L i almenys

del 100%
Resposta neutrofilica Almenys un increment del 100% i un augment absolut de
(pretractament, <1x10°/L) >0.5x10°/L.
Progressio o recaiguda després de Almenys un dels segiients:
milloria hematologica - Com a minim una disminucié del 50% dels

nivells de resposta maxima de granulocits i
plaquetes.
- Reducci6 de Hb >1.5g/dL

- Dependencia de transfusions

Valoracid de la resposta al tractament d’induccid ICE: s’efectua el primer control d’aspirat

medul-lar a les 3-5 setmanes d’inici (en funcié del resultat dels recomptes cel-lulars a sang
periférica), per a valorar el resultat del cicle d’induccié segons els criteris de resposta

establerts per la International Working Group (IWG) al 2006 per a pacients amb SMD (133).

Valoracié de la resposta al tractament d’induccié AZA: es valora la resposta als 3 i 6 mesos. En

cas de progressio es retira de I'estudi. Si presenta RC, RP o RH després de 6 cicles es passa a

tractament de manteniment.



Estudis citogeneétics

Els estudis de citogenética convencionals de bandes G es realitzen a cada centre en mostres de
moll d’os al diagnostic seguint els procediments estandards. Es van descriure els cariotips

segons el Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana (134).
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3. PRIMER ESTUDI: Analisi mutacional d’un panell de 83 gens

relacionats amb patologia mieloide

3.1 Pacients

En aquest estudi es van analitzar retrospectivament un total de 39 pacients amb SMD d’alt risc
(n=30) i LAM secundaria (n=9) al diagnostic, i després del tractament amb AZA (17 mostres

d’onze pacients). Es van recollir mostres des d’octubre de 2009 a desembre de 2014.

Es va utilitzar la classificacid de I'Organitzacidé Mundial de la Salut (OMS) (2) per a fer el
diagnostic dels pacients en diferents hospitals del grup CETLAM. Tots els pacients van ser
tractats uniformement amb AZA (75 mg/m2 per dia durant 7 dies, 5-2-2, cada 4 setmanes)
durant I'evolucié de la seva malaltia i cinc pacients van ser trasplantats després del tractament

amb AZA.

El Comiteé Etic d’Investigacié Clinica de I’'Hospital Germans Trias i Pujol va aprovar I'estudi i tots

els pacients van donar el consentiment informat, d’acord amb la Declaracié de Hélsinki.

3.2 Processament de les mostres

Es van recollir mostres de MO al diagnostic de 39 pacients i en el moment de la resposta i/o
progressié en 11 pacients, totes les mostres van ser enviades al laboratori de referéncia del
protocol per a realitzar els analisi. En 21 dels 39 pacients es disposava de sang periférica i es
van utilitzar els limfocits T CD3 + (purificacié mitjancant separacié immunomagnetica (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanya) segons les recomanacions del fabricant) com a teixit

control per discriminar les variacions de la linia germinal de mutacions somatiques.

Processat de la mostra de moll d’os en EDTA:

1- Tot el volum de MO es posa en un tub de 20ml amb tampé de lisis eritrocitaria (TLE) (3
vegades més TLE que MO, és a dir 9ml de TLE per 3ml de MO).

2- Esdeixa 10 minuts rotant.

3- Es centrifuga el tub 10 min a 2000rpm. Si calgués es pot repetir el pas anterior fins

aconseguir un precipitat cel-lular blanc lliure d’eritrocits.
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Es descarta el sobrenedant, es ressuspén amb TLE i es reparteix en diferents
eppendorfs de 2mL (aproximadament 1x10’ de cél-lules en cada eppendorf).

Es centrifuguen els eppendorfs 5 min a 2000rpm.

Es treu el sobrenedant i es ressuspenen els pellets amb 150ul de RA (solucid
estabilitzadora de I’ADN) i si hi ha prou material amb 1mL de TRIZOL (solucié
estabilitzadora de I’ARN).

Els leucocits es guarden congelats a -202C fins a ser utilitzats.

Processat de la mostra de sang periférica per fer separacid cel-lular de limfocits CD3+:

10-
11-

12-

13-
14-
15-
16-

17-
18-

Treure el PBS de la nevera per a que s’atemperi.

Mesurar el volum de la mostra i afegir la meitat del volum de PBS (dilucié 2:1).

Agafar el volum de Ficoll que sigui la meitat del volum de la barreja sang + PBS i
repartir-ho en 2 tubs de 10mL (la meitat del volum de Ficoll a cada tub). Introduir la
meitat de la barreja sang + PBS amb cura a cada tub sense que es barregin les fases.
Centrifugar els tubs a 1800rpm durant 25 minuts (sense fre).

Retirar la capa de cél-lules mononucleades amb una pipeta Pasteur i traspassar-la a un
altre tub de 10mL (Figura 14).

Afegir com a minim 3mL de PBS i centrifugar 1500rpm durant 5 minuts.

Retirar el sobrenedant.

Resuspendre el pellet de 1*¥107 cel-lules en 80ul de buffer BSA-EDTA.

Afegir 20l d’anticos per cada 1*¥107 de cél-lules i barrejar bé.

Incubar a 4-82C durant 15 minuts.

Afegir 1-2mL de buffer BSA-EDTA per cada 1*10’ cél-lules i centrifugar a 1200rpm
durant 10 minuts.

Retirar el sobrenedant i afegir 1mL de buffer BSA-EDTA (25ml BSA en 1000ml PBS i
0.75gr EDTA).

Col-locar una columna de silicagel dins d’un imant i humidificar-la amb 3mL de buffer.
Preparar un tub de 10mL per recollir la fraccié de cél-lules sense anticos.

Passar la mostra per la columna

Fer 3 rentats de 3mL de buffer cadascun (esperar que cada rentat hagi passat
completament per la columna).

Retirar la columna de I'imant i col-locar-la en un altre tub de 10mL.

Afegir 5mL de buffer a la columna i prémer amb un émbol enérgicament per obtenir la

fraccio cel-lular marcada amb I’anticos.
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19- Traspassar les cél-lules seleccionades amb anticos a eppendorfs de 2mL.

20- Separar 150ul de cada fraccié cel-lular per donar a la seccié d'immunofenotipat per a
que les analitzin mitjancant el citometre de fluxe i aixi coneixer la puresa de la nostra
mostra.

21- Centrifugar els eppendorfs a 2000-3000rpm durant 5 minuts i resuspendre’ls en 150l
de RA.

22- Guardar els eppendorfs a -20°C.

Abans de Després de
centrifugar centrifugar

Plasma
— ; ;
Sang (plaquetes, citoquines,
diluida en hormonesi electrolits)
PBS
r‘ | Cél'lules mononuclears
(limfocits i monocits)

Eritrocits i polimorfonuclears
(eosinofils, neutrofils i basofils)
Ficoll

Figura 14. Separacié cel-lular pel metode de Ficoll.



3.3 Extraccioé d’ADN

L'ADN genomic es va extreure amb el kit QiaAmp DNA Blood Mini (Qiagen, Hilden, Alemanya) i

es va quantificar mitjangcant Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, CA, EUA).

Protocol d’extraccié d’ADN de pellet cel-lular per mitja del robot extractor QlAcube:

Engegar el QlAcube.

Obrir la porta.

Ll N

Posar 150uL de RA en la mostra que sera el nostre control negatiu.

Homogeneitzar les mostres amb la pipeta de 200uL, per evitar que saturi la columna.

Si el material és molt viscés es recomana fer servir una xeringa i agulla d’insulina.

5. Posar als rotors adaptadors les columnes de silicagel i els eppendorf de 1,5mL (rotulats

amb el nimero de mostra) seguint I'esquema seglient:

Posicié | Columna/Eppendorf | Posicié tapa
1 Rneasy spin columna L1
2 - -
3 Eppendorf final 1.5mL L3

Rotor Adapter

L1

6. Posar els rotors adaptadors ja plens a la centrifuga i els tubs de 2mL amb les mostres al

shaker seguint el seglient esquema:
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7. Posar I'eppendorf amb la proteasa a la posicid A de la safata d’accessoris, situada al
costat de les puntes.

8. Verificar que hi hagi puntes suficients (1000 i 200uL).

9. Col-locar les ampolles dels reactius necessaris sense els taps al suport de reactius en el

seglient ordre:

Res o pot buit
Buffer AL

Buffer AW1 :
Buffer AW?2 O O ‘

Aigua lliure de RNases i Dnases

Etanol absolut

AN L A

10. Tancar la porta

11. Posar en marxa el QlAcube, seleccionant el programa “QlAamp DNA blood”.

12. Esperar a que el QlAcube acabi el seu procediment.

13. Es retiren els rotors adapters i les mostres un a un seguint I'esquema de dalt (mateix
ordre en el qual s’han ficat dins la maquina) per confirmar que els numeros
coincideixen.

14. Llegir concentracions

Protocol lectura PicoGreen:

El fluorocrom PicoGreen® és un marcador d’acids nucleics que permet quantificar I’ADN de
doble cadena (ADNdc), és altament sensible i permet mesurar concentracions des de 1ng/mL
fins a 1000ng/mL. Totes les mostres d’ADN que s’han d’utilitzat per fer I'estudi del panell de
NGS es van llegir mitjancant el sistema de PicoGreen® per assegurar que la quantitat d’ADN

que es parteix per la generacié de llibreries és de doble cadena.



3.4 Estudi de NGS mitjancant un panell dirigit de 83 gens relacionats amb

patologia mieloide

L’analisi de mutacions es va realitzar mitjancant un panell customitzat i dirigit a detectar
variants en 83 gens relacionats amb patologia mieloide (Taula 10). Les llibreries indexades es
van preparar a partir d’1ug d’ADN genomic de doble cadena fragmentat mitjancant Covaris,
per mitja del kit de preparacié de llibreries Kapa (Kapa biosytems, MA, EUA). Es va fer
I'enriquiment de les dianes seleccionades mitjancant la quimica de captura SeqCap EZ
(Nimblegen, Roche, Suissa) i es van fer pools de 8 mostres per llibreria per arribar a la
cobertura desitjada (1000x). Aquestes llibreries capturades i multiplexades es van seqiienciar
en un seqlienciador MiSeq d’lllumina després d’un protocol estandard de lectura de 150pb.
Les dades de seqlienciacié es van analitzar mitjancant els programes comercials MiSeq

Reporter i Variant Studio (Illumina, CA, EUA).

Taula 10: Llistat dels 83 gens i regions d’estudi inclosos en el panell mieloide.

ABL1

AEBP2

ASXL1

ATRX

BCOR

BCORL1

ERAF

CALR

CBL

CELB

CDH13

CDH3

CDKN2A

CEBPA

CREBBP

CSF3R

CSNK1Al

CTCF

CTNNA1L

cuxi

DNMT3A

A continuacid veurem cada un d’aquests passos amb més detall.

4-9

Sencer

9,11-12

sencer

sencer

sencer

sencer

9

8,9

9,10

sencer

sencer

sencer

sencer

sencer

zencer

sencer

Sencer

sencer

sencer

zencer

EED

EP300

ETVE

EZH2

FLT3

GATAL

GATA2

GCAT

GNAS

HRAS

IDH1

IDH2

IKZF1

IRF1

JAK2

JAK3

JARID2

KDMEA

KIT

KRAS

LUC7L2

sencer

sencer

sencer

sencer

14,15,20

2

sencer

sencer

sencer

2,3

il

a

sencer

sencer

12-16

13

sencer

sencer

2,8-11,13,17

1-3

sencer

MECOM

KMT2A

MLL2

MPL

NF1

NPM1

NRAS

PDGFRA

PDGFRE

PHF&

PHLPP1

PTEN

PTPN11

RAD21

RPS14

RUNX1

SALL4

SBDsS

SETEP1

SF1

SF3A1l

sencer

Sencer

sencer

10

sencer

11,12

1-3

zencer

sencer

Sencer

sencer

5-8

sencer

sencer

sencer

3-8

sencer

Sencer

a

sencer

zencer

SF3B1
SFPQ
SH2BE3
SMC1A
sMcs
SPARC
SRSF2
STAG1
STAG2
suzi2
TERC
TERT
TET2
TGM2
TIMMS30
TP53
UZAFL
umoDLl
WT1

ZRSR2

10-16

sencer

sencer

sencer

sencer

sencer

1

sencer

sencer

sencer

sencer

sencer

2-11

sencer

sencer

4-11

2,6

sencer

7,9

sencer
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3.4.1 Fragmentacié de ’ADN mitjancant Covaris

Abans d’iniciar el protocol de generacio de llibreries necessitem tenir ’ADN fragmentat en un
rang de mida d’entre 180-220pb. En el nostre estudi vam fer fragmentacio aleatoria mitjangant

ultrasons utilitzant el disruptor Covaris S2.

Segons el fabricant dels reactius de la llibreria (Nimblegen, Roche) la quantitat optima de
partida per la generacié de llibreries sén 1000ng d’ADN (1ug), després d’haver fragmentant
53ul de mostra a una concentracié de 20ng/ul. Aixo implica que estem treballant amb menys
volum del que recomana Covaris pels seus tubs (130ul), el que comporta la generacié de

bombolles que poden dificultar la fragmentacié homogénia de la mostra.

Com hem dit, diluim I’ADN a una concentraci6 final de 20ng/ul en 10mM Tris-HCI (pH 8.0 o0 8.5)
amb 0.1 mM EDTA, i transferim el volum a un microtub AFA fiber. Fem la fragmentacié durant
270 segons (parant cada 90 segons per fer baixar les bombolles). Després correm 1ul de
mostra en un bioanalyzer DNA 1000 xip (high sensitivity DNA assay) per confirmar que el perfil
de fragmentacié obtingut s’ajusta a les nostres necessitats, és dir, la majoria de fragments

entre 180 i 220pb.

Protocol Covaris S2:

1- Dues o tres hores abans d'utilitzar el Covaris cal realitzar els passos 1la i 1b per
permetre la refrigeracid i desgassificacié de I'aigua:

a. Omplir el circulador de refrigeracié LTC1 Grant amb aigua osmotitzada i posar-
lo en marxa (temperatura 22C).

b. Encendre el Covaris i posar aigua fins al nivell 15 de FILL. Encendre |'ordinador i
el software Covaris Sonolite. Desconnectar 'opcié DEGASS fins a 30 minuts
abans de comencar a utilitzar-lo.

2- Abans de comencar la fragmentacio confirmar que el software marca que I'aparell esta
entre 5-62C.

3- Posar el tub millitube AFA Fiber en el holder militube i col-locar-lo en el Covaris.
Comprovar que el nivell de I'aigua de RUN cobreix tot el tub.

4- Les condicions per a obtenir el grau de fragmentacié que necessitavem podia variar
d’una mostra a una altra, perdo de manera global feiem 270 segons de fragmentacié
parant cada 90 segons per a homogeneitzar la mostra i evitar la formaciéd de
bombolles.

a. Duty cycle:5
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b. Intensity: 5
c. Cycles/burst: 200
d. Duration: 90s
e. Mode: Freq sweeping
f.  Turn degas pump off
g. RUN
Apagar el covaris i I'ordinador.
Apagar el LTC1 Grant.
Buidar d’aigua el circulador de refrigeracié LTC1 Grant i buidar i assecar la cambra de

metacrilat del Covaris.

Protocol Bionalyzer Agilent High sensitivity DNA kit:

8-

Atemperar els reactius del Bioanalyzer 30 minuts abans de fer-los servir.

Preparar la Mix entre el reactiu high sensitivity DNA dye concentrate (15ul) i el high
sensitivity DNA gel matrix vial (mix gel-dye). Centrifugar la barreja durant 10 minuts i
protegir-ho de la llum. Emmagatzemar a 42C. Aquesta mix és estable 6 setmanes a
nevera.

Carregar 9ul de la mix gel-dye a la posicié marcada amb una “C” del xip. Tancar la
priming station i apretar I'émbol fins al final. Esperar 60 segons i tornar a pujar I'eémbol
fins a 1mL.

Obrir la priming station i carregar els altres 9l en els altres pous marcats amb una G.
Carregar 5ul de marker en tots els pous on hi ha mostra o el ladder.

Pipeteja 1ul de High sensitivity DNA ladder en el pou marcat amb una escala. Pipeteja
1pl de mostra en els altres 11 pous per a mostra.

Vortejar el xip durant un minut.

Corre el xip en I'aparell Agilent 2100 Bioanalyzer.

Un cop confirmem que les mostres presenten el patréd de fragmentacié desitjat (Figura 15)

podem procedir a la generacié de llibreries. Si la mostra no s’ha fragmentat suficientment bé,

podem tornar-la a fragmentar uns segons més, per intentar no perdre el material.
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Figura 15. Imatge d’'una mostra post-fragmentacié. La mida adequada per prosseguir amb la
tecnica és de 180-220pb.
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3.4.2 Generacio de les llibreries

Per generar les llibreries hem utilitzat els reactius SeqCap EZ Library SR (Nimblegen, Roche),
segons el protocol del fabricant (135). A mode de resum, els passos sén els seglients (Figura

16):

a. Preparacié de la llibreria

I Reparacid dels extrems: reparar els extrems dels fragments d’ADN que hem

obtingut amb el Covaris.

Il. Afegir les cues de poliA: en els extrems reparats els hi unirem unes cues de

poliA que seran indispensables per la posterior unié dels adaptadors.

M. Lligacié dels adaptadors: cada mostra s’unira a un adaptador especific que ens

permetra després identificar de quina mostra prové cada seqliéncia.

IV.  Seleccié dual per mides: eliminarem els fragments més grans i els més petits

mitjangant les boles d’Ampure.

b. LM-PCR pre-captura: amplificarem les mostres utilitzant una PCR per preparar-les per

la hibridacio.

c. Neteja post-PCR: a partir de les boles de purificacié eliminarem tot allo que no hagi

amplificat, o reactius que hagin sobrat. Després comprovarem la puresa i la
concentracié mitjancant les lectures del nanodrop i les imatges del Bioanalyzer.

d. Hibridacidé de les mostres amb les sondes de captura: es fa un pool a concentracions

iguals de cada llibreria. La hibridacié es dona en un termociclador a 472C durant 64-72
hores. El que es fa en aquest pas és enriquir la mostra amb les regions d’interes.

e. Neteja post-captura: a partir de buffers de neteja i boles de captura recuperarem els

fragments d’ADN d’intereés, és a dir, aquelles regions que teniem definides en el nostre
panell i del qual teniem sondes generades.

f. LM-PCR post-captura: amplifiquem les regions d’interes amb una segona PCR post-

hibridacid de les llibreries amb les sondes especifiques.

g. Neteja post-PCR utilitzant boles de purificacid: mitjancant boles de purificacié

eliminarem tot allo que no siguin seqliencies d’interés de la nostra llibreria. Després
comprovarem la puresa i la concentracié mitjancant les lectures del nanodrop i les
imatges del Bioanalyzer.

h. PCR quantitativa de les mostres amplificades per LM-PCR: utilitzant quatre gens

seleccionats farem una PCR de la llibreria pre-captura i de la llibreria post-captura. Si el
procés ha anat bé, haurem de veure que les dianes s’han enriquit al voltant de 100

vegades més entre les dues condicions.
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3.4.3 Bioquimica de la seqiienciacié en el MiSeq

El métode de seqlienciacid d’lllumina és un meétode de seqlienciacid per sintesi (sequencing by
synthesis) (136). Dins I'equip es duen a terme dos processos: I'amplificacié per pont (bridge
amplification) i la seqlenciacid mitjancant terminacid ciclica reversible (cyclic reversible
termination, CRT) (137). En I"'amplificacié per pont els fragments de les llibreries s’uneixen, a
través dels adaptadors i per complementarietat, a una serie d’oligonucleotids (primers) que es
troben sobre una superficie plana, anomenada flowcell, i que segueix un patré. Mitjancant PCR
es sintetitza in situ una segona cadena des del primer immobilitzat, mentre que la primera es
descarta. L'extrem lliure d’aquest nou fragment pot interaccionar amb un altre primer de la
superficie, formant aixi una estructura de pont. A traves de la formacio d’aquestes estructures
tipus pont els fragments d’ADN de la llibreria s’amplifiquen, formant una série de clusters.
Cada cluster és un conjunt de fragments localitzat sobre un punt concret de la superficie
(Figura 17A). A continuacid té lloc la seqienciacid mitjangcant CRT, on aquests fragments
serveixen de motlle per a una seqiienciacié directa basada en la utilitzacid de nucleotids
terminadors reversibles. Aquests nucleotids estan marcats amb un fluorocrom especific i
diferent per a cada base. Cada nucleotid que s’incorpora a la cadena d’ADN que s’esta
sintetitzant esta bloquejat per un grup 3’-O-acidmetil, que impedeix la incorporacié de
nucleotids addicionals. D’aquesta manera, els fragments incorporen un Unic nucleotid marcat
en cada un dels cicles, que es visualitza mitjangant microscopia de fluorescencia de reflexio
interna total utilitzant dos o quatre canals laser. Seguidament, el fluorocrom s’escindeix i el
3’0OH es regenera com un agent reductor. Després d’aixo, el cicle d’addicio, elongacié i escissio
de nucleotids comenga de nou (Figura 17B). Després d’aquests dos processos, el seqiienciador

generara les lectures o seqiiéncies a partir de les fluorescencies detectades.
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A)
Unid de les seqiiéncies motlle. Les
seqléncies s’hibriden als primers
adaptadors que estan units a la
matriu o flowcell.
Amplificacio per pont. Els extrems distals Generacié de clasters. Després de
de la seqliéncia hibridada interactua amb diverses rondes d’amplificacid, es
els primers proxims i es dura a terme generen entre 100-200 milions de
I'amplificacio. clasters clonals.
B)

Addicié de nucleotids

Adquisicio de la imatge. Escissio del fluorocrom
marcats amb amb regeneracié del grup
fluorescéncia. hidroxil (-OH).

Figura 17. Metode de seqlienciacié d’lllumina. A) Amplificacié per pont i generacié de clusters
sobre una superficie solida. B) Seqlienciacié ciclica reversible sobre la superficie: addicié del
nucleotid marcat amb fluorescencia, adquisicié de la imatge i escissié del fluorocrom amb
regeneracié del grup hidroxil (-OH). Imatges modificades de I'article Goodwin S et al, Nature
Reviews Genetics, 2016 (137).
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3.4.4 Interpretacio dels resultats

La metodologia de la seqiienciacié massiva genera un gran volum de dades, per a la qual cosa
es necessita un suport bioinformatic i una gran potencia a nivell computacional. L’analisi de les

dades de NGS es divideixen en quatre nivells:

I Analisi primari o base calling: consisteix en convertir les senyals captades en el
sequenciador a bases nucleotidiques (A, C, T i G) i en generar les corresponents

sequliéncies o lectures.

Il. Analisi secundari o alineament: consisteix en alinear o mapejar aquestes seqiéencies

amb un genoma de referencia.

IIl.  Analisi terciari o variant calling: consisteix en identificar les diferéncies (variants) entre
les seqiiencies generades de I’ADN a estudi, i el genoma de referéncia.

V. L'dltim pas correspon a l'anotat i filtrat de variants, que consisteix en anotar tota la

informacié existent de cada una de les variants (efecte en la proteina, patogenicitat,
freqliéncia en la poblacid, rellevancia clinica, etc..) per a després poder filtrar aquestes

variants en funcio de la seva rellevancia en la malaltia d’estudi.

En el nostre estudi, les dades de sequenciacié van ser analitzades mitjancant els softwares
comercials MiSeq reporter i Variant Studio (Illumina, CA, EUA). | en I'anotat i filtrat de variants
vam eliminar els errors de seqiienciacié i mapeig, es van descartar les variants localitzades en
regions introniques, amb baixa cobertura (<20 lectures de la variant) o amb una freqgliéncia
al-lelica de la variant (VAF) <10% per a les variants d’un Unic nucleotid (SNVs) i <15% per a
insercions i delecions (indels), ja que aixi ens asseguravem que no eren artefactes técnics.
També es van excloure els polimorfismes (single nucleotide polymorphim, SNPs) descrits a les
bases de dades poblacionals (ExXAC, 1000 genomes, dbSNPs, etc..). Les VAFs es van calcular
com el nombre de lectures de la variant dividit pel nombre total de lectures per aquella
posicié. En aquells pacients on disposavem de teixit control (cel-lules CD3+), la informacio
obtinguda després d’estudiar els 83 gens es va utilitzar per a confirmar o completar I'estrategia
de filtratge dels SNPs. La resta de variants es van considerar com a candidates a ser mutacions
somatiques, i finalment es van etiquetar com oncogéniques, a partir de la informacié derivada

de la literatura i/o de la informacio donada predictors in-silico.
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3.4.5 Analisi estadistic

Les caracteristiques basiques demografiques i cliniques van ser analitzades descriptivament
calculant freqliencia i percentatge per les variables categoriques i la mediana i rang per les
variables continues. Les comparacions de variables categoriques entre subconjunts de pacients
es van comparar amb X* o la prova exacta de Fisher, quan corresponia, mentre que el test de la
mediana es va utilitzar per comparar variables continues. La supervivencia global (SG) es va
definir com el temps des del diagnostic fins al darrer seguiment o la mort del pacient per
qualsevol causa, considerant la mort com a event principal. La supervivéncia lliure de
progressid (SLP) es va definir com el temps des del diagnostic fins a la progressio, recaiguda o
la mort relacionada amb la malaltia, o fins ultim control, altrament. Les estimacions i les corbes
de supervivéncia es van realitzar mitjancant el metode de Kaplan-Meier i el log-rank test va ser
utilitzat per a comparacions entre grups. L’analisi multivariant per SG i SLP es va realitzar
mitjancant el model de riscos proporcionals de Cox, considerant Wald Backward com a métode
de seleccié. Es va considerar significatiu una p-valor<0.05. Per a totes les analisis es va utilitzar

el paquet estadistic SPSS, versié 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
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4. SEGON ESTUDI: metilacio global de ’ADN

4.1 Pacients

S’ha fet I'estudi de metilacié de 75 pacients amb SMD d’alt risc i LAMs amb displasia multilinia
al moment del diagnostic i a diversos moments post-tractament. Alhora es van analitzar 10
mostres de donants emparentats de moll d'os, com a controls de perfils de metilacio

estandard.

Els criteris de resposta utilitzats son els establerts per la International Working Group (IWG) al
2006 per a pacients amb SMD (133). De manera breu, aquells pacients que aconseguien
remissido completa, resposta completa a moll d’os, remissid parcial o milloria hematologica,
van ser considerats que estaven en resposta. Les situacions restants es van considerar com a

no resposta.

Els estudis citogenetics convencinals de bandes G es van realitzar en mostres de moll d’os al
diagnostic seguint els procediments estandards. Es van descriure els cariotips segons el

Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenetica Humana (134).

4.2 Processament de les mostres

Es van recollir mostres de MO al diagnostic de 75 pacients i en diversos moments al llarg del
tractament, totes les mostres van ser enviades al nostre laboratori (laboratori de referencia del
protocol CETLAM SMD-09) per a realitzar els analisis de metilacié. Alhora es van utilitzar
cel-lules CD34+ procedents de 10 donants emparentats de medul-la 0ssia com a controls sans.

Pel processat de la mostra de moll d’os en EDTA veure apartat 3.2 de material i metodes.

4.3 Extraccio d’ADN

Es va extreure I’ADN de 156 mostres de moll d’os de 75 pacients, i de 10 mostres de donants
sans mitjancant el QlJAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Werfen) (veure protocol en apartat 3.3

de material i métodes).
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4.4 Conversio amb bisulfit

El metode de conversid per bisulfit es va desenvolupar als anys 90 i va suposar un gran aveng
en I'analisi de la metilacié de 'ADN. Aquest métode consisteix en tractar ’ADN amb bisulfit de
sodi, que actua convertint les citosines no metilades de I’ADN en uracils (mitjangant un primer
pas de desaminacié i un posterior de dessulfonacid). Aixo permet distingir entre I’ADN metilat i
no metilat mitjancant la posterior amplificaci6 de I’ADN tractat per PCR i els analisis dels
productes de PCR. Durant aquesta amplificacid, les citosines no metilades (convertides a uracil)
amplificaran com a timines, mentre que les citosines metilades (no convertides) amplificaran

com citosines (Figura 18).

A)
NH, o)
N Bisulfit
Shund B¢
N)*o NS0
H H
CITOSINA (C) URACIL (V)
B)
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DNA original amb C metilades C|Cmet | G|T|Cmet| G|A|T|Cmet| G|C|T|C

DNA post conversié amb bisulfit Cmet |G| T | Cmet |G|A|T|Cmet |G T

Seqiiencia post conversio T C G| T C G|A|T C G| T|T|T

Figura 18. Metode de conversid per bisulfit. A) Conversié de la citosina en uracil per
tractament amb bisulfit. B) Metode de PCR per a distingir entre les citosines préviament
metilades i les no metilades.

En aquest estudi es va modificar 1 ug d'ADN amb bisulfit de sodi mitjangant el kit de metilacié
de I'ADN EZ (Zymo Research, Ecogen) segons les instruccions del fabricant (138). Abans de

comengar el protocol de conversid per bisulfit cal preparar uns reactius:




Preparacio del reactiu de conversio CT:

El reactiu de conversid CT que forma part del kit de metilaci6 de 'ADN (Zymo Research,
Ecogen) és una mix solida que ha de ser preparada abans del primer us. Un cop preparat esta

dissenyat per a diversos tractaments independents:

- Afegir 750ul d’aigua i 210ul del buffer de dilucié M-Dilution Buffer al tub de reactiu de
conversié CT
- Barrejar la mix a temperatura ambient amb vortexs freqlients o sacsejant cada 10

minuts.

Aquest reactiu és sensible a la llum, per tant un cop preparat s’ha de minimitzar la seva
exposicié a la llum. Per a obtenir uns millors resultats, el reactiu de conversié CT s’hauria
d’utilitzar el més rapidament possible després de la seva preparacié. Si no es pot utilitzar
immediatament, el reactiu s’hauria de conservar una nit a temperatura ambient, una setmana
a 42C o fins a un mes a -209C. El reactiu de conversid CT s’hauria d’atemperar a 372C i vortejar

abans de tornar a ser utilitzat.

Preparacio del reactiu M-Wash Buffer:

Afegir 96mL d’etanol absolut als 24mL de M-Wash Buffer concentrat (D5002) abans d’utilitzar

per primera vegada.
Protocol

1- Afegir 5ul de M-Dilution Buffer a la mostra d’ADN i ajustar el volum total a 50ul amb
aigua. Barrejar la mostra per pipeteig. Exemple: per 14ul d’ADN s’afegeix 5ul de M-
Dilution Buffer i 31ul d’aigua.

2- Incubar la mostra a 42°2C durant 20 minuts.

3- Després de la incubacié afegir 100l de la preparacié del reactiu de conversié CT a
cada mostra i barrejar.

4- Incubar les mostres en termociclador:

a. (95°C durant 30 segons; 502C durant 60 minuts) x 16 cicles
b. Mantenir a 42C (minim 10 minuts)
5- Afegir 400ul de M-Binding Buffer a la mostra (volum=150ul) i barrejar per inversio.
6- Posar tota la mostra a la columna Zymo-Spin IC Column que esta dins un tub col-lector.

Centrifugar a maxima velocitat (210000g) durant 1 minut. Llencar el filtrat.

96



| 97

7- Afegir 200ul de M-Wah Buffer a la columna. Centrifugar a maxima velocitat (>10000g)
durant 1 minut. Llencar el filtrat.

8- Afegir 200ul de M-Desulphonation Buffer a la columna i mantenir a T2 ambient durant
15-20 minuts.

9- Després de la incubacidé centrifugar a maxima velocitat (210000g) durant 1 minut.
Llencar el filtrat.

10- Afegir 200l de M-Wah Buffer a la columna. Centrifugar a maxima velocitat (210000g)
durant 1 minut. Llengar el filtrat.

11- Afegir uns altres 200ul de M-Wah Buffer a la columna. Centrifugar a maxima velocitat
(210000g) durant 1 minut. Llencar el filtrat.

12- Tornar a centrifugar 1 minut sense cap reactiu més.

13- Posar la columna a un tub eppendorf de 1.5mL. Afegir 30ul de M-Dilution Buffer
directament a la matriu de la columna. Centrifugar 1 minut a maxima velocitat per a

que baixi ’ADN.

L’ADN esta preparat per I'analisi o també pot ser guardat a -202C per a un futur estudi. Si es vol
guardar durant molt de temps, es recomana fer-ho a -709C. Es recomana utilitzar entre 1-4pl

de I’ADN per a cada PCR, tot i aixi es poden utilitzar fins a 10uL si és necessari.



4.5 Arrays de metilacio

L'ADN convertit amb bisulfit es processa i s’hibrida a Infinium Human Methylation 450K
BeadChip d'lllumina, segons les recomanacions del fabricant (139). La matriu o array avalua
I'estat de metilacié de 485.764 citosines distribuides per tot el genoma, que corresponen a
dinucleotids CpG (99,3%) i dianes CNG (0,7%) (140). Segons els seus transcrits associats,
361.766 CpGs (74.4%) corresponen a “classic coding messenger RNA genes”, 4.168 (0.85%)
estan vinculats a ARN no codificants (microRNAs i ARN llargs que no codifiquen) i a 119.830
(24.6%) llocs no hi ha transcripcions anotades associades a la ubicacié descrita de CpG (140). El
microarray de lllumina utilitza, per a cada CpG d’interes, dos tipus diferents de boles (beads)
que contenen oligonucleotids complementaris al lloc CpG no metilat (bead tipus U) i al metilat
(bead tipus M). Aquestes beads estan marcades diferencialment amb fluorescencia. L’ADN
genomic préviament tractat amb bisulfit s’hibrida a I'array amb totes aquestes beads que
contenen les sondes dissenyades per a interrogar les diferents CpGs d’interés. Després de la
hibridacié hi ha una amplificacié mitjancant PCR d’aquells productes on hi ha total
complementarietat entre ’ADN convertit i la sonda. Es a dir, si ’ADN estad metilat només hi
haura amplificacid quan s’uneixi la bead tipus M, i si no esta metilat només hi haura
amplificacid quan s’uneixi la bead tipus U (Figura 19). Aquests productes de PCR quedaran
immobilitzats en les beads corresponents, de forma que la senyal de fluorescéncia es pot
mesurar i la ratio entre els dos tipus de sondes per a cada locus (CpG individual) és un
indicador del nivell de metilacié. L’analisi d’aquesta enorme quantitat de dades és molt

complex, tot i que s’ha anat millorant al llarg del temps (141-143).

Locus de 'ADN no metilat Locus de FADN metilat
Bead tipus U T @ Bead tipus U TG o
(no metilada) GC (no metilada) CA o

) — cad-r® U o [CAX|

|GT| ' |GC |
Bead tipus M . Bead tipus M T @

i i G

(metilada) CA ° (metilada) .. CA A
T— [CGx| — {CG
Y 'E‘g - GG
Locus Locus
CpG CpG

Figura 19. Fonament del microarray de metilacié de lllumina.
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Protocol Infinium HD Methylation array:

Generar una placa amb les mostres convertides amb bisulfit. Les mostres es
desnaturalitzaran i neutralitzaran per preparar-les per 'amplificacié.

Incubacié de I’ADN: 'ADN desnaturalitzat és isotermicament amplificat durant la

incubacié que dura tota la nit. L'amplificaci6 de tot el genoma augmenta
uniformement la quantitat de la mostra d’ADN sense introduir gran quantitat de biaix
d’amplificacio.

Fragmentacié de I’ADN: el producte amplificat es fragmenta per un procés enzimatic

controlat que no requereix electroforesi en gel. El procés utilitza la fragmentacié del
punt final per evitar la sobrefragmentacio de la mostra.

Precipitacié de I’ADN: després de la precipitacié de I’ADN amb isopropanol, I’ADN

fragmentat es recull per centrifugacio a 49C.

Resuspensié de I’ADN: I’ADN precipitat es resuspén en buffer d’hibridacio.

Hibridar ’ADN en els BeadChip: Es dispensa la mostra d’ADN fragmentada i resuspesa

en les BeadChips. Es carrega un maxim de 12 mostres a cada BeadChip, que les manté
separades mitjancant el IntelliHyb seal. La BeadChip s’incuba tota la nit en el forn
d’hibridacié d’lllumina. L'ADN fragmentat i amplificat s’anella al locus especific durant
la hibridacié (unions covalents amb les beads). A cada locus CpG es corresponen dos
tipus de beads: una bead correspon a |'estat metilat (C) i un altre a I'estat no metilat
(T) del lloc CpG.

Neteja de la _BeadChip: I’ADN que no ha hibridat s’elimina per mitja de rentats.

Extensid de base Unica i color de la BeadChip: el xip experimenta una extensid i una

tincié a les cambres de flux capil-lar. Una extensid de base Unica dels oligos de la
Beadchip, utilitzant 'ADN capturat com a motlle, incorpora sondes detectables a la
BeadChip i determina el nivell de metilacié dels lloc CpG que s’estan estudiant.

Imatge de la BeadChip: Els sistemes d’lllumina iScan o HiScan exploren la BeadChip

utilitzant un laser que excita el fluorofor del producte d’extensié d’una sola base en les

beads. L'escaner registra imatges d’alta resolucio de la llum emesa pels fluorofors.
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4.6 Analisi dels arrays de metilacio

Com he comentat, els senyals de fluorescencia generats per citosines no metilades i metilades
es transformen en una relacié de valor beta (valor B) que va des de 0 (lloc completament no
metilat) a 1 (lloc completament metilat). Els fitxers IDAT en brut dels experiments Infinium
450K es van importar a RnBeads per a l'analisi de metilacié de I'ADN, inclos el control de
qualitat, el pre-processament de dades i la normalitzacié (144). Els valors B de metilacié es van
normalitzar mitjancant el meétode de normalitzacié BMIQ (145). Es va utilitzar RnBead per
realitzar I'analisis de components principals no supervisats (PCA) i per explorar associacions
entre diferents caracteristiques (144). L'analisi de metilacié diferencial es va realitzar a nivell
de lloc i de regid segons els grups especificats. Els p-valors al nivell del lloc es van calcular
mitjangant el métode limma (146). Es va calcular la metilacid diferencial a nivell del lloc basant-
se en una varietat de metriques: a) es compara la diferéncia entre els nivells mitjans de
metilacié dels dos grups; b) el quocient en metilacié mitjana; c) una prova estadistica (limma o
test t) que avalui si els valors de metilacié dels dos grups tenen l'origen en distribucions
diferents. Addicionalment, a cada lloc se li va assignar un rang en funcié de cadascun d’aquests
3 criteris. Un rang combinat (combined rank) es calcula com el maxim (és a dir, el pitjor) entre
les tres files. Com més petit sigui el rang combinat d'un lloc, més evidencia té de metilacio
diferencial. Es va realitzar una analisi de metilaciéd diferencial per identificar sondes
hipermetilades i hipometilades entre els grups comparats i es va realitzar segons el ranquing
de combinacid. Es va analitzar la classificacid combinada entre els 200 millors llocs de
classificacio. Les dades de metilacié de I’ADN es van avaluar i es van tractar estadisticament
com a unitats CpG (que consisteixen en un o més dinucleotids CpG). El tractament de la regid
com una unitat en I'analisi de metilacié diferencial podria identificar regions amb canvis de

metilacié consistents.
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1- PRIMER ESTUDI: Analisi mutacional d’un panell de 83 gens

associats a patologia mieloide en pacients tractats segons el

protocol CETLAM SMD-09.

1.1- Caracteristiques dels pacients i tractament administrat

S’han analitzat un total de 39 pacients amb SMD d’alt risc i LAMs. Les principals
caracteristiques cliniques i biologiques estan resumides a la Taula 11. L’edat mitja al diagnostic
era de 71 anys (rang entre 55-83 anys) i a la nostra série hi havia 29 (74%) homes i 10 (26%)
dones. Segons la classificacié de I’'OMS 2008 els casos es van diagnosticar d’anéemia refractaria
amb sideroblasts en anell (ARSA)(n=1; 2.5%), citopénia refractaria amb displasia multilinia i
sideroblasts en anell (CRDM-SA)(n=1; 2.5%), citopénia refractaria amb displasia multilinia
(CRDM) (n=5, 13%), aneémia refractaria amb excés de blasts-1 (AREB-1) (n=9, 23%), anémia
refractaria amb excés de blasts-2 (AREB-2) (n=14; 36%) i LAMs (n=9; 23%). L’estratificacié de
risc dels pacients es va realitzar mitjangant el sistema de puntuacié pronostica internacional
revisat (IPSS-R) i tots els pacients pertanyien al grup de risc intermig, alt o molt alt risc (Taula
11). A nivell de tractament, tots els pacients van rebre AZA i el nombre mig de cicles va ser de

6 (rang 1-36).

| 103



Taula 11. Principals caracteristiques cliniques i hematologiques dels pacients amb SMD d’alt
risc i LAMs al diagnostic (n=39).

Variable Mediana (rang) N=39 (%)
Edat, anys 71 (55-83)

<70a 18 (46)
>70a 21 (54)
Geénere

Masculi 29 (74)
Femeni 10 (26)
Classificacié OMS 2008

ARSA 1(2.5)
CRDM-SA 1(2.5)
CRDM 5(13)
AREB-1 9(23)
AREB-2 14 (36)
LAMs 9(23)
Nivells d’hemoglobina, g/dL 9.1 (6.5-12.5)

<10g/dL 29 (74)
>10g/dL 10 (26)
Recompte de leucocits, x10°/L 2.9 (1.1-50.2)

<4 x10°/L 29 (74)
>4 x10°/L i <11 x10°/L 8(21)
>11 x10°/L 2(5)
Recompte de plaquetes, x10°/L 63 (13-416)

<100 x10%/L 28 (72)
>100 x10%/L 11(28)
Recompte de neutrofils, x10°/L 1.3 (0.09-13.55)

<0.8 x10°/L 13/36 (36)
>0.8 x10%/L 23/36 (64)
Blasts en SP, % 0 (0-20)

<5% 32/38 (84)
>5% 6/38 (16)
Blasts en MO, % 11 (0-36)

<20% 29 (74)
>20% 10 (26)
Citogenética

Cariotip normal 8(21)
Cariotip alterat 31(79)
Grup de risc IPSS

Intermig-1 4 (10)
Intermig-2 19 (49)
Alt 16 (41)
Grup de risc IPSS-R

Intermig 5(13)
Alt 12 (31)
Molt alt 22 (56)

ARSA: anéemia refractaria amb sideroblasts en anell; CRDM-SA: citopenia refractaria amb displasia multilinea i
sideroblasts en anell; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinea; AREB-1 anémia refractaria amb excés de
blasts-1; AREB-2: anémia refractaria amb excés de blasts-2; LAMs: leucémia aguda mieloide secundaria; SP: sang
periférica; MO: medul-la ossia; IPSS: International prognostic score System; IPSS-R: International prognostic score
System revised.
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1.2- Citogeneética convencional

Al moment del diagnostic es va obtenir un resultat de citogenética per a totes les mostres
analitzades. Vuit (21%) pacients tenien un cariotip normal o una péerdua del cromosoma Y. La
resta dels pacients (n=31; 79%) presentaven un cariotip alterat, que a més a més, en molts dels

casos era complex (n=18,46%).

1.3- Segqiienciacio de gens diana

Un total de 56 mostres es van analitzar mitjancant un panell dirigit de 83 gens mitjancant
sequenciacié massiva (39 al moment del diagnostic, 17 durant el seguiment [6 en resposta i 11
a la recaigudal). A més a més, de 21 pacients es va realitzar la NGS de mostra control, no
patologica, a partir de cél-lules CD3+ per a poder descartar els polimorfismes propis de cada
individu.

Els estudis de NGS tenien una profunditat mitja de lectura per base de 737 vegades (737x) i
més del 95% de les seqliencies diana presentaven més de 100 lectures independents. Després
d’aplicar els filtres (explicats a I'apartat de material i métodes) es va detectar una mitja de
dues variants (patogeniques o possiblement patogéniques) per mostra (rang 0-5) que no

estaven presents a la mostra control (CD3+).

1.4- Analisi mutacional al diagnostic

De tota la nostra cohort de pacients, 37 de les 39 (95%) mostres al diagnostic presentaven
almenys una mutacio, afectant 35 dels 83 gens estudiats. Els gens més freqlientment alterats
(en >10% dels pacients) van ser TP53(49%), DNMT3A (21%) i SRSF2 (18%); seguits de
TET2 (15%) i U2AF1 (15%). La llista amb la freqliencia de tots els gens afectats es descriu a la

Taula 12. Els 48 gens on no vam trobar cap mutacio es descriuen al peu de la Taula 12.
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Taula 12. Frequencies dels gens alterats en tota la cohort de pacients amb SMD d’alt risc |
LAM s al diagnostic (n=39)

N2 variacions N2 pacients % pacients que tenen alteracions en aquest gen
TP53 24 19 48,72%
DNMT3A 8 8 20,51%
SRSF2 7 7 17,95%
TET2 6 6 15,38%
U2AF1 6 6 15,38%
EZH2 3 3 7,69%
RUNX1 3 3 7,69%
STAG2 3 3 7,69%
RAD21 2 2 5,13%
ASXL1 2 2 5,13%
BCOR 2 2 5,13%
Cux1 2 2 5,13%
EP300 2 2 5,13%
SF3B1 2 2 5,13%
ABL1 1 1 2,56%
BCORL1 1 1 2,56%
CEBPA 1 1 2,56%
CSF3R 1 1 2,56%
ETV6 1 1 2,56%
IDH2 1 1 2,56%
JAK2 1 1 2,56%
KMT2A 1 1 2,56%
KMT2D 1 1 2,56%
KRAS 1 1 2,56%
LucrzL2 1 1 2,56%
NF1 1 1 2,56%
NPM1 1 1 2,56%
NRAS 1 1 2,56%
PDGFRB 1 1 2,56%
PHF6 1 1 2,56%
SETBP1 1 1 2,56%
SF3A1 1 1 2,56%
SH2B3 1 1 2,56%
SMC3 1 1 2,56%
WT1 1 1 2,56%

Els gens que no vam trobar alterats en cap pacient son: AEBP2, ATRX, BRAF, CALR, CBL, CBLB, CDH13, CDH3,
CDKN2A, CREBBP, CSNK1A1, CTCF, CTNNA1, EED, FLT3, GATA1, GATA2, GCAT, GNAS, HRAS, IDH1, IKZF1, IRF1, JAK3,
JARID2, KDMG6A, KIT, MECOM, MPL, PDGFRA, PHLPP1, PTEN, PTPN11, RPS14, SALL4, SBDS, SF1, SFPQ, SMCIA,
SPARC, STAG1, SUZ12, TERC, TERT, TGM2, TIMM50, UMODL1 i ZRSR2.
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La majoria de les mutacions detectades eren variants missense, perd també es van detectar
variants nonsense i frameshift. Els detalls de totes les variants detectades en els 39 pacients al

diagnostic estan descrites en la Taula 13.

Taula 13. Variants detectades en tota la cohort de pacients amb SMD d’alt risc i LAMs al

diagnostic (n=39).

Pacient VELED Cr Coordenades Tipus VAF (%) Consegiiéncia

ID (hg19)
29 ABL1 G>G/A 9 133738189 snv 51,26 missense
33 ASXL1 CG>CG/C 20 31022642 delecio 37,52 frameshift_truncament
29 ASXL1 C>C/G 20 31022288 snv 43,13 nonsense
32 BCOR G>G/GA X 39932522 insercio 62,41 frameshift_elongacid
14 BCOR G>G/C X 39921510 snv 85,84 nonsense
32 BCORL1 C>C/CA X 129162665 insercio 68,23 frameshift_elongacid
30 CEBPA G>G/GGCGGGT 19 33792731 insercio 28,22 inframe_insercié
37 CSF3R C>C/T 1 36935408 snv 52,09 missense
39 CUX1 G>G/T 7 101882800 snv 28,12 nonsense

17 CUX1 G>G/A 7 101758502 snv 35,9 missense
22 DNMT3A G>G/A 2 25467083 snv 30,74 nonsense

4 DNMT3A T>T/A 2 25462060 snv 31,02 nonsense
25 DNMT3A CAG>CAG/C 2 25458625 delecié 31,13 frameshift_truncament
3 DNMT3A G>G/A 2 25457243 snv 41,81 missense

5 DNMT3A G>G/A 2 25463248 snv 41,87 missense
28 DNMT3A G>G/C 2 25463541 snv 42,77 missense

14 DNMT3A A>A/C 2 25463229 snv 42,87 missense
39 DNMT3A G>G/A 2 25463184 snv 44,61 missense

3 EP300 C>C/A 22 41547994 snv 45,43 missense
37 EP300 C>C/T 22 41546029 snv 57,77 missense
30 ETV6 C>C/CA 12 12038928 insercio 22,56 frameshift_elongacid
4 EZH2 T>T/A 7 148526933 snv 37,58 missense

7 EZH2 T>T/A 7 148506435 snv 79,4 missense

19 EZH2 T>T/C 7 148526897 snv 90,11 missense
33 IDH2 C>C/T 15 90631934 snv 47,22 missense
37 JAK2 G>G/T 9 5073770 snv 14,29 missense
27 KMT2A C>C/A 11 118374121 snv 49,34 missense
31 KMT2D C>C/T 12 49424704 snv 36,25 missense

12 KRAS C>C/T 12 25380283 snv 41,94 missense
24 LucrzL2 G>G/C 7 139091978 snv 25,5 missense
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17 NF1 G>G/A 17 29684020 snv 28,79 missense

28 NPM1 C>C/CTCTG 5 170837543 insercio 28,57 frameshift_elongacid
34 NRAS C>C/T 1 115258747 snv 44,93 missense

3 PDGFRB C>C/G 5 149514402 snv 45,95 missense

2 PHF6 C>C/T X 133527636 snv 77,58 nonsense

38 RAD21 G>G/A 8 117868927 snv 12,23 nonsense

28 RAD21 T>T/TA 8 117875443 insercio 36,79 frameshift_elongacid
30 RUNX1 G>G/T 21 36252937 snv 10,1 missense

23 RUNX1 C>C/T 21 36252877 snv 25,45 missense

34 RUNX1 C>C/T 21 36231773 snv 46,21 missense

19 SETBP1 G>G/A 18 42531913 snv 51,01 missense

12 SF3A1 C>C/T 22 30734818 snv 53,83 missense

23 SF3B1 C>C/G 2 198267359 snv 37,6 missense

38 SF3B1 C>C/G 2 198267359 snv 47,09 missense

29 SH2B3 G>G/A 12 111856661 snv 45,42 missense

29 SMC3 G>G/A 10 112341690 snv 31,08 missense

33 SRSF2 G>G/T 17 74732959 snv 34,8 missense

29 SRSF2 G>G/T 17 74732959 snv 37,53 missense

38 SRSF2 G>G/T 17 74732959 snv 41,85 missense

3 SRSF2 G>G/T 17 74732959 snv 43,37 missense
36 SRSF2 G>G/T 17 74732959 snv 46,85 missense
34 SRSF2 G>G/T 17 74732959 snv 49,69 missense
30 SRSF2 G>G/A 17 74732959 snv 49,9 missense
32 STAG2 C>C/CCAAT X 123227905 insercio 65,85 frameshift_elongacid
34 STAG2 T>T/TATAC X 123210268 insercio 83,51 frameshift_elongacid
33 STAG2 C>C/T X 123220428 snv 85,29 nonsense
30 TET2 C>C/T 4 106156747 snv 38,74 nonsense

3 TET2 C>C/T 4 106156747 snv 42,66 nonsense
38 TET2 GA>GA/G 4 106155754 delecio 42,91 frameshift_truncament
34 TET2 C>C/T 4 106156747 snv 44,69 nonsense

12 TET2 T>T/C 4 106197285 snv 78,53 missense

2 TET2 C>C/G 4 106193995 snv 93,77 nonsense
27 TP53 G>G/A 17 7577121 snv 16,31 missense
27 TP53 T>T/A 17 7577084 snv 17,18 missense
25 TP53 C>C/T 17 7577114 snv 24,08 missense
31 TP53 C>C/A 17 7577568 snv 31,6 missense

4 TP53 T>T/C 17 7577536 snv 32,26 missense
17 TP53 C>C/T 17 7577120 snv 34,62 missense
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16 TP53 T>T/C 17 7578535 snv 34,74 missense
4 TP53 G>G/A 17 7578212 snv 35,33 nonsense
16 TP53 C>C/T 17 7577568 snv 38,84 missense
15 TP53 C>C/T 17 7577509 snv 39,56 missense
10 TP53 G>G/A 17 7577022 snv 41,03 nonsense
10 TP53 C>C/T 17 7577120 snv 42,17 missense
15 TP53 G>G/A 17 7578275 snv 42,17 nonsense
12 TP53 C>C/T 17 7578413 snv 44,99 missense
14 TP53 C>C/A 17 7577097 snv 45,83 missense
21 TP53 C>C/T 17 7577538 snv 48,18 missense
26 TP53 C>C/T 17 7578406 snv 55,46 missense
9 TP53 T>T/TGGGAA 17 7579388 insercio 58,37 frameshift_elongacid
22 TP53 C>C/T 17 7578406 snv 67,38 missense
5 TP53 C>C/T 17 7577120 snv 67,47 missense
11 TP53 G>G/GC 17 7579315 insercio 68,59 frameshift_elongacid
6 TP53 C>C/T 17 7577142 snv 76,2 missense
8 TP53 C>C/T 17 7578493 snv 90,53 nonsense
1 TP53 T>T/C 17 7578190 snv 96,15 missense
18 U2AF1 T>T/G 21 44514777 snv 24,07 missense
17 U2AF1 T>T/G 21 44514777 snv 26,71 missense
32 U2AF1 G>G/A 21 44524456 snv 39,67 missense
35 U2AF1 G>G/A 21 44524456 snv 42,42 missense
14 U2AF1 G>G/A 21 44524456 snv 45,5 missense
12 U2AF1 T>T/G 21 44514777 snv 49,79 missense
28 WwTi1 G>G/T 11 32456298 snv 38,53 missense

Cr: cromosoma; snv: single nucleotide variant: Variant d’un Unic nucleotid; VAF: Variant Allele
Frequency: Frequéencia al-lelica de la variant; missense: el canvi de nucleotid comporta un canvi
d’aminoacid; nonsense: mutacié puntual que comporta el truncament de la proteina degut a que es
genera un codd STOP prematur; frameshift: canvi en la pauta de lectura degut a una insercié/delecié no
multiple de tres nucleotids, inframe: la insercié/delecié no implica canvi en la pauta de lectura, ja que
sén multiples de tres nucleotids;

Al disposar de teixit control provinent de cel-lules CD3+, varem poder descartar una mitja de
dues variants per mostra que no havien estat préviament descrites com a SNPs en bases de
dades poblacionals, perd que en els nostres pacients eren clarament variants germinals.

De manera global, la distribucié del nombre de mutacions detectades per pacient era la
seglient: 12 (31%) pacients tenien 1 mutacid, 11 (28%) pacients presentaven dues mutacions, 2
(5%) presentaven 3 mutacions, 7 (18%) pacients tenien 4 mutacions i 5 (13%) pacients tenien 5

mutacions (Figura 21).
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Figura 21. Distribucié del nombre de mutacions detectades en cada pacient al diagnostic (n=39
pacients)

A la Figura 22 es descriu el nimero de pacients que presentaven al diagnostic alguna mutacié

agrupada pel gen afectat.

20
18 -
16 -
2 14 -
]
©
o 10_
3
ol 8 1
z ;|
4_
2_
0_
LI A I VR AR IV S IR S B VIL VI K IR BARA VIR ot s BRSO IR B SR VL S B
O S XN VY O F SR LS AT NV IANESITFELIIT L &
R OLIN SO FOSPOILI & S TRELINS L LT 0NN
S EISSIIICETTPEICITSE Y §EFELLEs

Gens alterats

Figura 22. Distribucié de les mutacions detectades al diagnostic (n= 39 pacients)

D’acord amb la categoria citologica, el promig d’alteracions detectades en cada subgrup de
pacients esta descrit a la Taula 14, suggerint que els pacients amb LAMs presentaven més

variants que els pacients amb AREB-2, AREB-1 o CRDM.
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Taula 14. Mitjana de mutacions segons categoria citologica.

N2 pacients Mitjana de mutacions per pacient (rang)

LAMs 9 2.889 (1-5)
AREB-2 14 2.286 (0-5)
AREB-1 9 2 (1-4)
CRDM 5 2.2 (1-4)
CRDM-SA 1 5
ARSA 1 1

ARSA: anémia refractaria amb sideroblasts en anell; CRDM-SA: citopénia refractaria amb displasia multilinea i
sideroblasts en anell; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinea; AREB-1 anemia refractaria amb excés de
blasts-1; AREB-2: anémia refractaria amb excés de blasts-2; LAMs: leucémia aguda mieloide secundaria.

Finalment, també vam examinar la correlacié entre les mutacions géniques per intentar
identificar possibles interaccions funcionals al llarg dels diferents gens afectats. Degut a
I’heterogeneitat dels gens mutats i al nombre de pacients de la nostra cohort, ens vam centrar
en fer els analisis estadistics només en aquelles mutacions detectades en almenys 5 pacients.
L'Unica associacié6 que vam trobar va ser la correlaci6 entre les mutacions de
SRSF2 i TET2 (P=0.006), i ambdues mutacions eren mutuament excloents amb mutacions de

TP53 (P=0.008).

1.5- Relacions entre mutacions géniques i variables cliniques

Vam investigar les relacions entre les mutacions detectades al diagnostic i les principals
variables cliniques i biologiques dels pacients, incloent I'edat, el génere, el subtipus de I'OMS,
els recomptes cel-lulars a SP, el percentatge de blasts en SP i MO, el cariotip i les categories del
IPSS-R.

Vam observar una tendencia entre la presencia de mutacions en SRSF2 i pacients d’edat
avancada (>70 anys; P=0.098), i aguestes mutacions s’associaven amb I'abséncia de cariotip
complex (P=0.010). Les mutacions de U2AF1 es van associar amb menor recompte de
neutrofils a SP (<0.8x10°/L) (P=0.003). Els pacients amb TET2 wild-type s’associaven amb
menys de 5% de blasts a SP (P=0.021). Les mutacions en el gen TP53 s’associaven a I'edat, més
joves de 70 anys (P=0.007), cariotip alterat (P=0.003), la majoria amb cariotip complex
(P<0.001), i amb grups d’alt risc segons el IPSS-R (P=0.003). També vam estudiar I'efecte de les
mutacions de TP53 en un subconjunt de pacients que van fer transplantament al-logenic (n=5)

i els tres pacients que tenien mutacions en TP53 van morir en menys d’'un any des del
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diagnostic de la SMD, mentre els altres dos pacients, sense mutacions en TP53, es mantenien

vius més de tres anys després del diagnostic.

1.6- Analisis de supervivencia global i supervivéncia lliure de progressio

Vam explorar I'impacte de les dades cliniques i biologiques en la supervivéncia dels pacients.
La mediana de seguiment dels pacients va ser de 11 mesos (rang 0-68), i la mediana de SG i
SLP (95% IC) de la cohort va ser de 1.1 anys (0.6, 1.6) i 0.9 anys (0.8, 1) respectivament. El
cariotip complex, el grup de risc segons IPSS-R i els nivells d’hemoglobina eren predictius tant
de SG com de SLP (Taula 15). A més a més, hi havia una tendéncia a pitjor SLP en els pacients
amb més de 5% de blasts a SP al diagnostic. Pel que fa a les caracteristiques genétiques, no
vam trobar cap associacid entre el nUmero de mutacions i la SG o SLP. Pero si ens centravem
en gens especifics, només les mutacions en TP53 estaven associades a menor SG (mediana SG
pacients amb mutacié: 0.822, 1C:0.214-1.430; vs mediana SG pacients sense mutacid: 1.732,
IC:0.874-2.589) i SLP (mediana SLP pacients amb mutacié: 0.658, 1C:0.308-1.007; vs mediana
SLP pacients sense mutacié: 1.397, 1C:0.566-2.229), mentre que les mutacions en SRSF2
correlacionaven amb millor SG (mediana SG pacients amb mutacié: 3.830, IC:1.511-6.149; vs
mediana SG pacients sense mutacid: 0.912, 1C:0.663-1.161) i SLP (mediana SLP pacients amb
mutacio: 3.712, 1C:1.505-5.919; vs mediana SLP pacients sense mutacié: 0.852, 1C:0.679-1.025)
(Figura 23).
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Figura 23. (a) Supervivencia global i (b) Supervivencia lliure de progressié segons I'estat

mutacional de TP53 (esquerra) i SRSF2 (dreta).

Si consideravem conjunt I'estat mutacional de SRSF2 i TP53, els pacients es podien estratificar

en tres grups significativament diferents en quant a SG i SLP (Figura 24). Sent el de millor

pronostic aquells pacients SRSF2 mutat/TP53 wild-type (5G:3.830, 1C:1.511-6.149; SLP:3.712,

IC:1.505-5.919) i el de pitjor pronostic SRSF2 wild-type/TP53 mutada (SG: 0.822, 1C:0.214-

1.430; SLP:0.658, 1C:0.308-1.007). El tercer grup SRSF2 wild-type/TP53 wild-type tenia SG i SLP

entremig dels dos grups anteriors (SG:1.581, IC: 0.375-2.786; SLP:1.115, 1C:0.680-1.550)
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Figura 24. (a) Supervivéncia global i (b) Supervivencia lliure de progressié considerant
conjuntament I'estat mutacional de TP53 i SRSF2.

Finalment, degut a la gran concordanca entre les tres variables que eren estadisticament
significatives en I'analisi univariant (citogenética, IPSS-R i estat mutacional de TP53) vam
realitzar un analisi multivariant ajustat incloent només la citogeneética i I'estat mutacional de
TP53 (Taula 15). Per la SLP, I'estat mutacional de TP53 es mantenia significatiu, mentre que

cap de les variants mantenia el seu impacte independent en la SG.



Taula 15. Resultats de la supervivencia global i la supervivéncia lliure de progressié en I'analisi

univariant i multivariant.

ANALISI UNIVARIANT

Variable Categories Supervivéncia Global (SG) Supervivéncia lliure de progressié
(SLP)
Mediana SG P valor Mediana SLP P valor
(95%IC) (95%IC)
Normal 2.1(1.2,3) 1.75(1.7, 1.8)
Cariotip 0.022 0.01
Alterat 0.9 (0.7, 1) 0.8 (0.6, 1.1)
Nivells <100 0.9 (0.5,1.2) 0.8 (0.5,1.1)
0.028 0.029
d’Hemoglobina >100 2.1(0.6, 3.6) 1.7(0.3,3.1)
Internig 2 (0, 4.6) 1.2 (0.2, 2.2)
IPSS-R Alt 1.7 (1.2, 2.2) 0.026 1.7 (0.8, 2.7) 0.005
Molt alt 0.5 (0.1, 1) 0.5 (0.2, 0.8)
WT 1.7 (0.9, 2.6) 1.4 (0.6, 2.2)
TP53 0.005 0.002
Mutat 0.8(0.2, 1.4) 0.7 (0.3, 1)
WT 0.9(0.7,1.2) 0.9 (0.7, 1)
SRSF2 0.043 0.007
Mutat 3.8(1.5,6.1) 3.7 (1.5, 5.9)
ANALISI MULTIVARIANT
Variable Categoria Supervivéncia Global (SG) Supervivéncia lliure de progressié
Basal HR (95%IC) P valor HR (95%IC) P valor
Cariotip Normal 2.2(0.7,7.3) 0.182 2.6(0.8,8.3) 0.111
TP53 WT 2.1(0.9, 4.9) 0.081 2.4(1.01,5.6) 0.047

Els valors estadisticament significatius en I'analisi multivariant estan marcats en negreta.
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1.7- Factors predictius de resposta a terapia amb agents hipometilants

A la nostra cohort de pacients, 16 casos es van classificar com a responedors (8 RC i 8RP) a AZA
als 6 mesos de tractament i 8 casos es van classificar com a no-responedors (2 tenien malaltia
estable i 6 fallo al tractament). Hi havia 15 pacients que van ser éxitus abans del sisé cicle, pero
d’aquells pacients que van rebre com a minim 3 cicles d’AZA es va valorar la resposta segons el
percentatge de blasts a MO i dels seus requeriments transfusionals durant aquests mesos.
Després d’aix0, vam poder incorporar a 'analisi set pacients més, sis que no van respondre, ja
que les seves necessitats transfusionals no van disminuir o perque el percentatge de blasts va
augmentar sota el tractament amb AZA, i un pacient es va considerar responedor perque les
seves necessitats transfusionals van disminuir amb el tractament amb AZA abans de realitzar el
TPH. Els altres 8 pacients van rebre menys de 3 cicles d’AZA i es van considerar no avaluables
pels factors predictius de resposta.

La taxa de resposta global va ser del 55% (17/31). L’analisi univariant de I'impacte de les
caracteristiques cliniques i I’estat mutacional en la taxa de resposta esta resumit a la Taula 16,
perd no vam trobar cap variable clinica o mutacid génica que s’associés a la resposta al

tractament.

Taula 16. Diferéncies en la resposta al tractament basant-nos en les caracteristiques cliniques i
I’estat mutacional dels 31 pacients avaluables.

Variable No-responedors Responedors p-valor
n= 14 (%) n=17(%)
Edat, anys
<70 5 (36) 8 (47) 0.524
270 9 (64) 9 (53)
Geénere
Masculi 9 (64) 14 (82) 0.412
Femeni 5(36) 3(18)
Classificacio OMS 2008
ARSA 1(7) 0
CRDM-SA 1(7) 0
CRDM 1(7) 4(24)
AREB-1 5 (36) 1(6)
AREB-2 4(29) 7 (41)
LAMs 2 (14) 5 (29)
Nivells d’Hemoglobina, g/dL
<10 g/dL 12 (86) 10 (59) 0.132
>10 g/dL 2 (14) 7 (41)
Recompte leucdcits, x10°/L
<4 x10°/L 8(57) 14 (82) 0.112
>4 x10°/L i <11 x10%/L 6 (43) 2(12)

>11 x10%/L 0 1(6)
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Recompte plaquetes, x109/ L

<100 x10°/L 10 (71) 12 (71) 1
>100 x10°/L 4(29) 5(29)

Recompte neutrofils, x109/L

<0.8 x10°/L 3(23) 8 (47) 0.177
>0.8 x10°/L 10 (77) 9(53)

Blasts en SP, %

<5% 10 (71) 15 (94) 0.157
>5% 4(29) 1(6)

Blasts en MO, %

<20% 12 (86) 11 (65) 0.240
>20% 2 (14) 6 (35)

Citogeneética

Cariotip normal 3(21) 4 (24) 1
Cariotip alterat 11 (79) 13 (76)

Grup de risc segons IPSS

Intermig 1 2 (14) 2(12) 0.816
Intermig 2 7 (50) 7 (41)

Alt 5 (36) 8 (47)

Grup de risc segons IPSS-R

Intermig 3(21) 2(12) 0.739
Alt 5(36) 6 (35)

Molt alt 6 (43) 9(53)

Estat mutacional TP53

Wild-type 8 (57) 10 (59) 0.925
Mutat 6 (43) 7 (41)

Estat mutacional DNMT3A
Wild-type 11 (79) 12 (71) 0.698
Mutat 3(21) 5(29)

Estat mutacional SRSF2
Wild-type 11 (79) 14 (82) 1
Mutat 3(21) 3 (18)

Estat mutacional TET2
Wild-type 11 (79) 15 (88) 0.636
Mutat 3(21) 2(12)

Estat mutacional U2AF1
Wild-type 14 (100) 14 (82) 0.232
Mutat 0 3(18)

ARSA: anemia refractaria amb sideroblasts en anell; CRDM-SA: citopénia refractaria amb displasia multilinia i
sideroblasts en anell; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinia; AREB-1 anemia refractaria amb excés de
blasts-1; AREB-2: anemia refractaria amb excés de blasts-2; LAMs: leucémia aguda mieloide secundaria; SP: sang
periferica; MO: medul-la Ossia; IPSS: International prognostic score System; |PSS-R: International prognostic score
System revised.
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1.8- Seguiment mutacional durant la resposta, recaiguda o progressio a LAM

Finalment, es va realitzar estudi del panell de seqlienciacid al moment de la resposta en 6
pacients i a la recaiguda o transformacié a LAM en 11 pacients (Taula 17). En dos pacients el
nombre de mutacions a la resposta va disminuir (pacients 1D32 i ID28), dos pacients van
mantenir el nombre de mutacions (pacients ID13 i ID25) i en dos pacients el nombre de
mutacions va augmentar (pacients ID7 i ID20), tot i que es trobaven en millora hematologica
(Figura 25). El nombre de mutacions detectades per pacient va ser el mateix entre el diagnostic
i la progressié en 4/11 pacients (ID4, ID16, ID23 i ID25) (36.4%) i va augmentar al moment de la
recaiguda o progressié a LAM en 6/11 pacients (ID7, ID11, ID13, ID20, ID28 i ID32) (54.5%). En
el pacient ID32, la clona dominant observada al diagnostic va desapareixer per complet a la
resposta pero va reapareixer en la recaiguda juntament amb mutacions en altres gens. Només
un pacient (ID21) no presentava a la recaiguda la mutacié detectada al diagnostic o cap altre

mutacio del panell de gens estudiat.
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Taula 17. Llista de gens afectats en els pacients amb SMD d’alt risc i LAMs que van ser

estudiats al diagnostic, resposta i/o al temps de la progressié/recaiguda (n=11).

Dades al diagnostic

Dades en resposta

119

Dades a la progressié/recaiguda

ID Alteracio VAF Temps Alteracid VAF Temps Alteracio VAF
pacienti
DX
Pt ID4 DNMT3A ¢.2347T>A 31% * 6M DNMT3A c.2347T>A 47.1%
AREB-1 EZH2 c.371T>A 37.6% relapse EZH2 c.371T>A 42.5%
TP53 ¢.745T>C 32.3% TP53 ¢.745T>C 42.9%
TP53 c.637G>A 35.3% TP53 c.637G>A 47.2%
PtID16 TP53 ¢.713C>T 38.8% 6M TP53 ¢.713C>T 34%
AREB-1 TP53 ¢.395T>C 34.7% progressio TP53 ¢.395T>C 34%
Pt ID7 EZH2 c.2077T>A 79.4% 3M EZH2 c.2077T>A 80.7% 6M EZH2 c.2077T>A 72.6%
AREB-1 Resposta IDH1 c394G>A 27.4% progressio IDH1 c394G>A 35.3%
parcial
PtID11 TP53 ¢.371_372insC 68.6% * 2M TP53 ¢.371_372insC  38.8%
AREB-1 progressio NF1 c.282_283insG 27%
Pt ID32 BCOR 62.4% 12M BCOR c.2752G>A  51.2% 27M BCOR 79.3%
€.2076_2077insA €.2076_2077insA
AREB-2 BCORL1 68.2% Resposta U2AF1 c.101G>A 34.6% recaiguda BCORL1 84.6%
c.4134_4135insA completa c.4134_4135insA
STAG2 65.8% STAG2 84.1%
€.3616_3617insCAAT ¢.3616_3617insCAAT
U2AF1 c.101G>A 39.7% U2AF1 c.101G>A 46.8%
GATA2 24.1%
€.569_570insGCCC
NF1 ¢c.1067T>C 42.6%
Pt ID21 TP53 ¢.743C>T 48.2% * 12M 0
AREB-2 recaiguda
Pt D13 0 24M 0 36M LUC7L2 c.1300A>C 38.9%
AREB-2 resposta progressio TERT ¢.1234G>A 40.9%
TET2 c.5103G>A 37%
Pt 1D20 0 4aM ASXL1 32.6% 12M ASXL1 35.9%
AREB-2 Resposta €.1926_1927insG recaiguda €.1926_1927insG
parcial
Pt 1D23 RUNX1 c.485C>T 25.4% * 6M RUNX1 c.485C>T 64.3%
AREB-2 SF3B1 ¢.1998C>G 37.6% recaiguda SF3B1 ¢.1998C>G 43.1%
Pt ID25 DNMT3A 31.13% 3M DNMT3A 17.6% 12M DNMT3A 25.3%
c.2546delAG c.2546delAG c.2546delAG
CRDM TP53 ¢.824C>T 24.08% | Resposta TP53 ¢.824C>T 6.6% recaiguda TP53 ¢.824C>T 9.6%
completa
Pt ID28 DNMT3A ¢.2141G>C 42.8% 5M DNMT3A 23.7% 12M DNMT3A ¢.2141G>C 33.5%

c.2141G>C




LAMs

NPM1 28.6% Resposta
¢.859_860insTCTG completa
RAD21 36.8%
€.199_200insA
WT1 c.594G>T 38.5%

NPM1

¢.859_860insTCTG

RAD21

€.199_200insA
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5.25% recaiguda RAD21 6.8%
€.199_200insA

5.96% WT1 c.594G>T 10.1%

SUZ12 c.103A>G 13.6%

DX: diagnostic; M: mesos; Pt: Pacient; AREB-1: anémia refractaria amb excés de blasts-1; AREB-2: anemia refractaria amb
excés de blasts-2; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinea; LAMs: leucémia aguda mieloide secundaria; VAF:

Freqiencia al-lelica de la variant
*: No hi ha dades en aquest punt
Els gens que difereixen dels alterats al moment del diagnostic estan marcats en negreta.
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Figura 25. Evolucié de la freqliéncia de la variant al-lélica durant el seguiment de la malaltia en
11 pacients tractats amb 5-azacitidina.

En 5 pacients (ID4, ID11, ID16, ID21 i ID23) es disposava de mostra al diagnostic (DX) i a la
recaiguda/progressié. En 6 pacients (ID7, ID13, ID20, ID25, ID28 i ID32) es disposava de
mostra al diagnostic, resposta i recaiguda/progressio. En tots els casos els patrons que vam
observar es poden agrupar en els tres models seglients:

- Model 1: la freqliéncia al-lélica de la variant (VAF) de les mutacions, o el nombre de
mutacions, disminueix a la resposta i augmenta a la progressid (pacient ID4, ID11,
ID13, D23, ID 25, ID28 i ID32).

- Model 2: les VAFs de les mutacions, o el nombre de mutacions, augmenta a la resposta
indicant la progressié molecular de la malaltia tot i que el pacient es trobi en milloria
de les seves caracteristiques hematologiques (pacient ID7 i ID20) o no es veu canvi
entre les VAFs del diagnostic i les de la progressio (ID16).

- Model 3: les VAFs de les mutacions, o el nombre de mutacions, disminueix o
desapareix a la progressio de la malaltia indicant que la causa de la progressié no és
deguda a les mutacions trobades al diagnostic (pacient ID21).
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2- SEGON ESTUDI: metilacio global de I’ADN

2.1- Caracteristiques dels pacients

L’estudi de metilacid inclou un total de 75 pacients, dels que es van analitzar 156 mostres en
diferents moments del tractament (Taula 18). D’aquestes mostres, 108 eren de pacients amb
SMD d’alt risc i 48 mostres de LAM. Les principals caracteristiques cliniques i biologiques estan

descrites a la Taula 19.

Taula 18.Classificacié de les mostres segons el moment de la malaltia i el tractament.

Tractament Altres tractaments:
només amb AZA quimioterapia (ICE), AZA i/o TPH
SMD Diagnostic 27 21
(108 mostres) -
49 pacients* Seguiment 37 23
LAMs Diagnostic 10 15
(48 mostres) -
26 pacient* Seguiment 13 10

SMD: sindrome mielodisplastica; LAMs: leucemia aguda mieloide secundaria; AZA: azacitidina; ICE:
idarrubicina, citarabina i etoposid; TPH: transplantament de progenitors hematopoetics.

*De dos pacients (un diagnosticat de SMD i I’altre de LAMs) no disposem de mostra al diagnostic, pero si
durant el seguiment.

Taula 19. Principals caracteristiques cliniques | hematologiques dels pacients al diagnostic

(n=75).
Variable Mediana (rang) N (%)
(n=75)
Edat, anys 66 (32-83)
<65 34
265 41
Geénere
Masculi 52 (69)
Femeni 23 (31)
Nivells d’hemoglobina, g/L 91 (57-136)
<100 50
2100 25
Recompte de leucocits, x109/L 2.9 (0.8-108)
<4 47
>4i<11 14
211 14
Recompte de plaquetes, x10°/L 68 (5-536)
<100 48

2100 27



Recompte de neutrofils, x109/L 1.23 (0.09-13.55)
<0.8 27
>0.8 47
NO DATA 1
Blasts en SP, % 0 (0-74)
<5 55
>5 20
Blasts en MO, % 15 (0-92)
<20 45
220 30
Citogenetica
Cariotip normal 28
Cariotip alterat 45
Citogenetica no informativa 2
Categoria citogeneética (IPSS-R)
Molt bon pronostic 1
Bon pronostic 30
Pronostic intermig 20
Mal pronostic 6
Molt mal pronostic 16
Citogenetica no informativa 2
Grup de risc segons IPSS
Intermig-1 6
Intermig-2 30
Alt 37
Manquen dades 2
Grup de risc segons IPSS-R
Baix risc 1
Intermig 11
Alt risc 30
Molt alt risc 30
Manquen dades 3
Tractament
Azacitidina 38
Altres tractaments (ICE i/o TPH) 37
Mutacions genétiques
Sense mutacions en gens que afecten a la 22/33
metilacio
Mutacions en gens que afecten a la metilacio 11/33
DNMT3A 6/33
TET2 5/33
IDH1/2 1/33

LAMs: leucemia aguda mieloide secundaria; SP: sang periféerica; MO: medul-la ossia; ICE: idarrubicina, citarabina i
etoposid; TPH: transplantament hematopoetic; IPSS: International prognostic score System; IPSS-R: International
prognostic score System revised.

2.2- Analisi de metilacio global al diagnostic

L’estudi de metilacié global (metiloma) s’ha realitzat en les 156 mostres i en 10 controls sans
utilitzant I'array de metilaci6 HumanMethylation450 Infinium d’lllumina. En totes les tongades
d’experiments s’han analitzat les mateixes dues mostres per assegurar que no hi havia
diferéncies degudes al procés tecnic ni al canvi dels numeros de lots dels arrays (controls
tecnics). Els perfils de metilacié d’aquestes dues mostres va ser sempre el mateix i totes les

mostres van passar els criteris de control de qualitat de I’assaig. L’analisi no supervisat dels
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perfils de metilacié es va analitzar mitjancant un estudi d’analisi del component principal
(PCA), el qual separava les mostres neoplasiques de les mostres de controls sans, demostrant
homogeneitat en els controls i I’'heterogeneitat de la resta de mostres (Figura 26). Pero a nivell
de metilacio global al diagnostic no vam poder detectar cap diferéncia segons el grup citologic

(SMD d’alt risc versus LAMs), segons el grup citogeneétic o la resposta al tractament.

VERD: controls sans (10)
E TARONJA: mostres LAMs (25)
LILA: mostres SMD d‘alt risc (48)
g 15 mostres LMMC (8)

Figura 26. Perfils de metilacid que permeten distingir els pacients dels controls sans. L’analisi
del component principal (PCA) de metilacié global de les mostres al diagnostic permet separar
els pacients de les mostres controls després d’un analisi no supervisat.

LAMs: leucemia aguda mieloide secundaria, SMD: sindrome mielodisplastica, LMMC: leucémia
mielomonocitica cronica.

2.3- Diferéncia entre els perfils de metilacio de les mostres al diagnostic i els

controls sans

Per a poder identificar canvis en els perfils de metilacié associats a la malaltia, vam comparar
els perfils de metilacié de I’ADN dels pacients amb SMD d’alt risc i LAMs al diagnostic (n=73, 48
SMD i 25 LAMs) amb els perfils obtinguts dels controls sans (n=10) mitjangant analisis de
metilacio diferencial. Es van detectar 40395 sondes diferencialment metilades, perd vam voler

ser més estrictes i ens vam centrar només en aquelles sondes que eren estadisticament
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significatives (p-adj fdr<0.05) i al mateix temps que tinguessin la metilacié diferencial mitja
entre els dos grups superior a 0.2 (>0.2 methylation difference). Un total de 8247 sondes
complien aquests criteris, hi havia 6841 sondes més metilades en les mostres de pacients que
en els controls , mentre que hi havia 1406 sondes menys metilades. Per a poder entendre
millor les diferencies entre els pacients i els controls sans, vam centrar els nostres estudis en
aquelles sondes que estaven anotades en la zona promotora de gens (definida com aquella
regid que va des de -2000pb fins a +500pb de lloc d’inici de la transcripcid, en anglés TSS). Vam
veure que hi havia 1213 zones promotores de gens més metilades i 352 zones promotores de
gens menys metilades en els pacients respecte els controls sans.

Finalment, per coneixer millor si la regié de més metilacié en els pacients amb SMD d’alt risc i
LAMs estava associada amb algun procés biologic, vam realitzar analisi de Gene Ontology (GO)
dels 109 promotors de gens que tenien 4 o més sondes més metilades en la seva zona
promotora i vam veure que hi havia un increment en el nombre de gens implicats en processos
metabolics de la cél-lula, com ara proteines de fosforilacid.

Després vam generar un altre analisi de GO dels 5 promotors de gens que tenien 4 o més
sondes menys metilades en els SMD i LAMs en comparacié amb els controls, pero en aquest

cas no vam poder determinar cap relacié entre ells.

2.4- Diferent signatura de metilacio al diagnostic segons el tipus de resposta

a AZA

Tot i que I'estudi clinic (CETLAM SMD-09) era un estudi prospectiu, quan vam fer I'analisi dels
perfils de metilacié, disposavem de les dades de resposta al tractament de 68 pacients dels 73

dels quals teniem mostra al diagnostic (Taula 20)

Taula 20. Classificacid de les mostres al diagnostic segons la resposta al tractament.

Responedor No-responedor

Azacitidina 21 16

Altres tractaments 21 10
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Aixi doncs, vam poder analitzar I'impacte del tipus de resposta en el perfil global de metilacié
al diagnostic. Primer de tot, vam buscar diferéncies en el perfil de metilacié dels pacients que
havien rebut AZA (n=37) en funcié del grau de resposta al tractament. Degut a que I'estudi de
metilacié global no va donar cap resultat concloent, es va utilitzar la tecnica del “combined
rank” i analitzant les 200 primeres sondes de la classificacid, vam poder identificar una
signatura de metilacié, que ens permetia diferenciar entre els pacients que havien respost al
tractament amb AZA (n=21) d’aquells que no havien respost (n=16) (Figura 27), teniem un
pacient que va fer resposta al tractament, pero del qual no disposavem de la mostra al
diagnostic. Segons aquestes 200 sondes es podien classificar els pacients en dos grans clusters.
El clister | incloia exclusivament pacients responedors. El segon gran clister es podia
subdividir en dos clusters més petits, el cluster Il i el clister Ill. El cldster Il era un combinat que
contenia pacients responedors o no a AZA, mentre que el clister Ill incloia només pacients no-

responedors.

Pacients al diagnostic segons la respostaa AZA

T T e, i

No responedors
Responedors

4
H Més metilacio
2

iy i

0 Metilacio relativa
-2

- Menys metilacio

Sondes diferencialment metilades
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Figura 27. Una signatura de metilacié al diagnostic obtinguda a partir de la tecnica del
combined rank prediu la resposta a azacitidina. Hetmap que representa la clusteritzacid
jerarquitzada de les 200 sondes diferencialment metilades al diagnostic entre els dos grups
(responedors versus no responedors al tractament amb AZA)
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Per entendre millor les diferencies entre responedors i no-responedors, ens vam centrar en
aquelles sondes que estaven localitzades en el promotor. D’aquestes 200 sondes només 61
sondes afectaven a zones promotores de gens. D’aquestes 61 sondes hi havia 58 que es
trobaven més metilades en els pacients responedors mentre que només 3 sondes estaven
menys metilades en els responedors. Tot i que les diferéncies entre la majoria de les sondes no
tenien prou significancia (el promig de metilacié diferencial entre els dos grups cobria un rang
entre 0.009 fins a 0.226), ens vam centrar en aquelles que la diferéncia era superior a 0.2.
Aquestes sondes afectaven a 4 gens: CRADD, RDH13, BRDT i PACRG. Només la sonda en la
zona promotora del gen PACRG estava hipermetilada (metilacié mitja= 0.759) en els pacients
qgue havien respost mentre que els pacients que no responien tenien aquesta sonda amb un
grau de metilacié normal (metilacié mitja=0.5332). Els altres tres gens (CRADD, RDH13 i BRDT)
es trobaven amb una metilaci6 normal en els responedors (metilaci6 mitja= 0.473) i
hipometilada en els no responedors (metilacié mitja= 0.2666).

Per altra banda, cal remarcar, que de les 61 sondes que vam analitzar només hi havia 5 gens
(BRDT, C4BPB, CYTH4, RDH13 i SH3TC1) que tenien més d’una sonda diferencialment metilada
entre el dos grups dins la regié promotora, i aixo els feia d’especial interés per a ser analitzats
amb més detall. El gen que ens va cridar més I'atencio va ser RDH13, ja que tenia 5 sondes en
la seva zona promotora, i totes elles es trobaven menys metilades en els pacients no-
responedors a AZA (metilacid mitja=0.3644) respecte als pacients responedors (metilacio
mitja=0.5564).

Ja que disposavem d’una branca de la cohort que no havia rebut cap tractament hipometilant,
vam voler comprovar que la signatura que haviem identificat en els pacients responedors a
AZA no es mantenia per classificar els pacients que rebien tractament quimioterapic. Teniem
mostra al diagnostic de 17 pacients que van fer tractament amb I'esquema ICE, 10 van
respondre al tractament, i 7 no van respondre. En aquest cas I'analisi de les 200 sondes
definides pel combined rank a I'’estudi anterior no van ser d’utilitat per a classificar els pacients
que havien rebut quimioterapia (Figura 28). Fet que reforca la nostra hipotesi de que els gens

anteriors es podrien utilitzar per predir la resposta al tractament hipometilant (AZA).
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Pacients al diagnostic segons la resposta a quimioterapia
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Figura 28. La signatura de metilacid que predeia al diagnostic la resposta a azacitidina no
serveix per predir la resposta a la quimioterapia. Heatmap de les mateixes 200 sondes
definides pel combined rank que no permet distingir al diagnostic quins pacients respondran a
la quimioterapia.

2.5- Valor pronostic de la metilacio de I’ADN en gens especifics

Degut a que la realitzacié d’estudis de metilacié global del genoma té una limitada aplicabilitat
a la practica assistencial, vam voler veure quin era I'estat de metilacié d’una série de gens que
havien estat reportats préviament a la literatura amb impacte en la supervivéncia i/o resposta

al tractament (BCL2L10, CDKN2B i TP53)(147-149) per estudiar-los amb més detall.

A la nostra cohort de pacients, I'analisi d’aquests tres gens de manera especifica no va mostrar
cap patré de metilacio diferencial entre els responedors i els no-responedors (Figura 29).
Només quan ens centravem amb el gen TP53 detectavem una petita regié que semblava estar
diferencialment metilada entre els dos grups, pero el nombre de pacients en cada cohort va

ser massa limitat com per a permetre’ns treure cap conclusio ferma.
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Figura 29. Estat de metilacid de les sondes a estudi segons el tipus de resposta (Vermell=
pacients responedors; blau= pacients NO responedors). A) Sondes del gen BCL2L10. B) Sondes
del gen CDKN2B. C) Sondes del gen TP53.



2.6- Impacte de les mutacions en gens que afecten a la metilacié de I’ADN al

diagnostic de la malaltia

Cada vegada hi ha més evidencies que suggereixen un paper important de les mutacions en
gens que afecten a la metilaciéd de 'ADN, en la resposta als agents hipometilants. Tot i aixi hi
ha resultats discrepants, i per aquesta rad, vam voler explorar la correlacié entre mutacions i
perfil de metilaci6 de I’ADN ja que teniem I’estat mutacional de 33 pacients (26 SMD i 7

LAM)(150) que també estaven inclosos a I'estudi de metilacié.

D’aquests 33 pacients, onze tenien mutacions en algun gen implicat en la metilacié de ’ADN
(DNMT3A, n=5; TET2, n=4; DNMT3A i TET2 alhora, n=1; i IDH2, n=1). Al comparar el perfil de
metilacié mitjancant el combined rank d’aquests onze pacients respecte els altres 22 que no
presentaven mutacions en cap d’aquests tres gens vam trobar un conjunt de sondes que

permetia distingir els pacients mutats dels pacients wild-type (Figura 30).

Més metilat

Metilacio relativa

Menys metilat

Figura 30. Una signatura de metilacié al diagnostic obtinguda a partir de la técnica del
combined rank prediu la preséncia de mutacions en gens que afecten la metilacié (DNMT3A,
TET2 i IDH1/2). Heatmap que representa la clusteritzacidé jerarquitzada de les sondes
diferencialment metilades de les mostres al diagnostic que permeten distingir els pacients
mutats per DNMT3A, TET2 i IDH1/2 respecte els pacients wild-type.
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Un cop vist aquest perfil diferencial, ens vam preguntar si hi hauria unes sondes que ens
podrien ajudar a separar per tipus de mutacid, ja que a nivell teoric, les mutacions de perdua
de funcié de DNMT3A haurien de comportar una disminucié de la metilacid, mentre que les
mutacions de pérdua de funcié de TET2 haurien d’'inhibir la desmetilacié i comportar un
increment de la metilacié global. En aquesta part de I'estudi no vam incloure les mutacions de
IDH1/2 ja que només teniem un pacient que presentés mutacié en IDH2. Tampoc vam tenir en
compte el pacient que presentava tant mutacio en DNMT3A com en TET2, ja que al tenir
funcions oposades no sabiem com podria influir en el perfil de metilacié. Utilitzant la mateixa
tecnica d’abans, el combined rank, vam poder determinar una série de sondes que permetien
distingir els pacients que presentaven mutacions en TET2 dels pacients que presentaven
mutacions en DNMT3A (Figura 31). Tot i aixi, el perfil que vam obtenir semblava no anar en
concordanga amb la nostra hipotesi, ja que la majoria de les sondes diferencialment metilades

entre els dos grups es trobaven menys metilades en pacients amb mutacions en TET2.

Més metilacio
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Figura 31. Una signatura de metilaciéd al diagnostic obtinguda a partir de la tecnica del

combined rank permet distingir els pacients mutats per DNMT3A respecte els pacients amb
mutacid en TET2. Heatmap que representa la clusteritzacid jerarquitzada de les sondes
diferencialment metilades de les mostres al diagnostic que permeten distingir els pacients
mutats en TET2 respecte els pacients amb mutacié en DNMT3A.

Per entendre millor les diferencies dels perfils de metilacié entre els pacients amb mutacié en
TET2 i els pacients amb mutacié en DNMT3A, ens vam centrar en aquelles sondes que estaven

localitzades en zona promotora. De les 200 sondes seleccionades per la técnica del combined
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rank, es van identificar un total de 85 sondes localitzades en regions promotores de 69 gens. Hi
havia 6 gens que tenien més d’una sonda (CALD1, HOXA2, KCTD14, PCDHGC4, SHANK2 i
ZNF518B), i totes elles presentaven una diferencia de metilacié superior a 0.2 (mean diff>0.2)
entre els dos grups. Només les sondes de la zona promotora del gen ZNF518B es trobaven
hipometilades en els pacients amb mutacions en DNMT3A (metilacié mitja=0.164, rang 0.061-
0.206) mentre que els pacients amb mutacié en TET2 aquestes sondes tenien un grau de
metilacid6 més estandard (metilacid mitja=0.4175, rang 0.343-0.492). Per altra banda, les
sondes localitzades en zona promotora dels gens CALD1, HOXA2, KCTD14, PCDHGC4 i SHANK2
es trobaven hipometilades en els pacients amb mutacions en TET2. Per tant, el gen ZNF518B
podria ser un gen interessant a estudi, ja que compleix la nostra hipotesi que les mutacions de
DNMT3A comportarien una disminucid de la metilacié, mentre que les mutacions en TET2

provocarien un augment de la metilacio.

Per entendre millor el mecanisme de canvis en la metilacié segons les mutacions, vam realitzar
un analisi de GO d’aquests gens. No vam poder determinar cap associacié de gens pel que fa a

la funcié molecular , processos biologics, components cel-lulars ni vies de senyalitzacio.
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2.7- Estudis de metilacio global en les mostres de seguiment

Finalment vam realitzar un analisi de clusteritzacid no supervisat dels perfils de metilacio
global amb les mostres de seguiment i vam detectar que les mostres clusteritzaven amb si
mateixes més que per la categoria citologica o pel tipus de resposta al tractament (Figura 32).
Es a dir, la mostra de seguiment d’un pacient s’agrupa amb la del diagnostic de cada pacient
més que per qualsevol altre motiu.

De totes maneres, vam poder observar una disminucié a nivell de la metilacié global en les
mostres de seguiment després del tractament amb AZA. Tot i aixi, aquesta desmetilacio global
del genoma es podia detectar tant en els pacients responedors (n=21) com en els no
responedors (n=16) (Figura 33) al tractament, pero no s’observava en els pacients que havien
rebut ICE sense cap tanda d’agent desmetilant (n=17), demostrant la capacitat demetiladora
del tractament amb AZA. A nivell de metilacié global (valors B globals) no vam poder observar

un major desmetilacié en els pacients responedors comparat amb els no responedors.

Figura 32. Comparacio de la metilacié global de 12 mostres al diagnostic (DX) i 12 mostres
després de tres mesos (3M) de tractament amb AZA. L’estat de metilacié global s’associa per
pacient no pas per diagnostics versus tractats, demostrant la forca que té la identitat del
pacient.
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Figura 33: Perfils similars de desmetilacid global del genoma després del tractament amb AZA
tant en pacients responedors com en pacients no responedors.

Ens vam centrar en comparar els perfils de metilacié de les mostres que estaven en progressio
(n=12) respecte les mostres al diagnostic, per veure si en aquell moment, els perfils de
metilacié s’assemblaven més al perfil detectat al diagnostic dels no responedors (n=16) o, per
altra banda, seguia més similar al perfil dels responedors (n=21) (Figura 34). No vam poder
demostrar la nostra hipotesi que a la recaiguda o progressio el perfil de metilacié tornava a

estadis més similars a aquells descrits al diagnostic per als pacients no responedors.
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Figura 34. El perfil de metilacié definit al diagnostic que permetia diferenciar quins pacients
respondrien al tractament amb azacitidina no és util per predir els pacients que progressaran.
Heatmap on es representa la clusteritzacio jerarquitzada de les 200 sondes utilitzant la tecnica
del combined rank, segons el perfil de resposta en pacients en progressié (n=12) en
comparacié amb els responedors (n=21) | els pacients no responedors (n=16) al diagnostic.

Finalment, també vam explorar les diferencies entre els pacients responedors que havien
rebut com a minim 6 cicles d’AZA i estaven en resposta (n=9), i els pacients que havent respost
en algun moment havien progressat a LAMs (n=7) (Figura 35). El perfil de metilacio dels
pacients responedors que després van progressar, es mantenia més similar al del grup dels
responedors. Vam poder veure que el perfil de metilacié que vam definir al diagnostic i ens
ajudava a distingir entre els pacients responedors i no responedors a AZA, no era util per a les

mostres que havien estat tractades, és dir, els pacients en seguiment.
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Figura 35. El perfil de metilacié definit al diagnostic que permetia diferenciar quins pacients
respondrien al tractament amb azacitidina no és util per classificar les mostres post-
tractament. Heatmap on es representa la clusteritzacié jerarquitzada de les 200 sondes,
utilitzant la técnica del combined rank , de les mostres en resposta després de 6 cicles d’AZA
(n=9) i les mostres en progressio (n=7).






La caracteritzacid genetica de les neoplasies hematologiques és important no només per a
entendre la biologia d’aquestes malalties si no també des d’un punt de vista clinic per a definir
millor el diagnostic, pronostic i seleccionar el tractament de la forma més personalitzada

possible.

Les SMD sén un conjunt heterogeni de malalties clonals de les cel-lules progenitores
hematopoéetiques. Tradicionalment s’havien considerat les neoplasies com el resultat
d’alteracions cromosomiques, numeriques i/o estructurals que indueixen mutacions en gens,
que permeten tant I'activacié d’oncogens com la inactivacié de gens supressors de tumors
(151). Per altra banda, noves evidencies van demostrar que almenys en part, el fenotip
tumoral i el comportament biologic diferenciat que tenen les cel-lules tumorals es deu a la
preséncia de canvis heretables en les formes d’expressid génica que succeeixen sense que es
donin canvis en la seqliéncia primaria dels nucleotids. Aquesta regulacié de [I'activitat
transcripcional és el resultat d’'una reorganitzacid de I'estructura tridimensional de la
cromatina, que modula la seva accessibilitat a factors de transcripcid i proteines implicats en

els processos d’expressid genica, i és el que es coneix com epigenetica (98).

La primera part del treball es centra en caracteritzar genéticament un grup de pacients amb
SMD i LAMs que han estat tractats homogeniament amb farmacs hipometilants. Tot i que tota
la cohort analitzada en aquesta tesi esta formada per pacients d’alt risc (segons IPSS o IPSS-R),
hem pogut observar que determinats marcadors moleculars sén capacos de subclassificar els
pacients en diferents grups pronostics. Per tant, creiem que la detecci6 d’anomalies
genetiques en aquest grup de pacients, amb comportament clinic heterogeni, pot ser d’utilitat
a nivell pronostic. D’acord amb nombrosos estudis i com també nosaltres definim en el primer
treball, en les SMD un alt percentatge dels pacients presenta mutacions somatiques en
reguladors epigenetics (44). Es per aixd que el segon treball aborda la malaltia des del punt de
vista epigeneétic, estudiant els perfils de metilacié de ’ADN dels pacients al diagnostic i durant
el tractament. Creiem que I'estudi d’aquest mecanisme epigeneétic pot contribuir a la deteccio
de gens i vies de senyalitzacié implicats en la malaltia, aixi com ajudar a identificar nous

marcadors pronostics i de resposta al tractament.

139



1. Utilitzacio de técniques moleculars en I’estudi de les SMD

El diagnostic de les SMD inclou una revisié citomorfologica de la MO i de la SP, aixi com un
estudi citogenetic en MO. Tot i que I'Gs de técniques moleculars pel diagnostic de les SMD no
és un criteri imprescindible en les guies de diagnostic de les SMD (122), en l'ultima revisio de
I’'OMS s’aborda la importancia d’acumular informacié genética pel diagnostic i classificacié de
les SMD (3,6). Ara per ara, I'Unic marcador molecular utilitzat per a la classificacié de les SMD
al diagnostic és la mutacid del gen SF3B1 en els pacients amb SMD i presencia d’entre 5-14%
de sideroblasts en anell. Pero, I'aplicacido dels marcadors moleculars van més enlla del
diagnostic (marcador de clonalitat) ja que, la presencia de determinades anomalies genetiques
s’associen a un valor pronostic pels pacients. Per exemple, 'OMS recomana avaluar I'estat
mutacional de TP53 en aquells pacients amb SMD i del(5q) per ajudar a identificar un subgrup
amb pronostic advers dins aquesta entitat de generalment bon pronostic (3,6). Les tecniques
més utilitzades per a la deteccié de guanys o pérdues de material genétic i de mutacions sén la
citogeneética convencional i la seqiienciacié Sanger, respectivament. Tot i aixi, altres técniques
més novedoses com els microarrays o la seqiienciaci6 massiva s’han aplicat en multiples

estudis per a detectar aquestes mateixes alteracions amb una major sensibilitat.

2. Seqlienciacio massiva dirigida

Les SMD sén una malaltia heterogenia, i també ho sén les alteracions genétiques més
rellevants que poden presentar, ja que inclouen guanys i pérdues de regions cromosomiques,
mutacions i modificacions epigenetiques (70,101,152). En el ultims anys, les técniques de
sequenciacié massiva han revolucionat els estudis de les malalties hematologiques, ja que han
permeés caracteritzar I'estat mutacional d’aquestes entitats. Si ens centrem en les SMD, la
sequenciacié de gens mitjancant panells dirigits ha identificat un panorama mutacional concret
que afecta gens implicats en patologia mieloide que codifiquen per proteines de transduccio
de senyals (NRAS, FLT3, CBL, JAK2, KIT), factors de transcripcié (RUNX1, ETV6), gens supressors
tumorals (TP53, WT1), modificadors epigenétics (TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, EZH2, DNMT3A),
relacionat amb la maquinaria d’splicing de I’ARN (SF3B1, U2AF1, SRSF2, ZRSR2) i components
del complex de cohesines (STAG2, RAD21, SMC(C3, SMC1A)(29,67,70,101,153,154). Tot i aixi, hi

ha un 10-20% dels pacients amb SMD on no s’han detectat mutacions en aquests gens.
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2.1 Incidéncia i caracteritzacio del tipus de mutacions

En la nostra serie de pacients, utilitzant un panell de 83 gens relacionats amb I'estirp mieloide,
hem estat capagos de detectar mutacions en el 95% dels pacients amb SMD d’alt risc i LAMs.
Agquest percentatge és més elevat que el detectat per altres grups que també han analitzat
pacients amb SMD, possiblement degut a que els nostres pacients sén d’alt risc i donaria
suport a la idea que ens els estadis avancgats de la malaltia hi ha major complexitat genomica.
Només 5 gens (TP53, DNMT3A, SRSF2 i U2AF1) estaven presents en més del 10% dels pacients
de la nostra cohort. Vam trobar mutacions en 30 gens més (Taula 12), pero en una freqiiencia
molt més baixa i no vam detectar cap mutacid en la resta dels gens estudiats (n=48) (Taula 12).
Els nostres resultats corroboren I’heterogeneitat mutacional que ha estat descrita en les SMD
per altres autors. També és cert que molts grups no utilitzen teixit control quan fan estudis de
NGS, molt possiblement degut a I'encariment que aix0 suposa pel projecte, perd nosaltres
hem pogut demostrar la utilitat per a poder discriminar variants germinals respecte variants
somatiques. En el nostre estudi, gracies a la disponibilitat de cél-lules CD3+ com a teixit
control, hem estat capacos de descartar una mitja de dues variables per mostra que no havien
estat descrites com a polimorfismes en bases de dades poblacionals i que si no haguéssim
disposat de teixit control les haguéssim hagut de classificar com de significat incert. Per tant,

hauriem incrementat de forma erronia el nombre de mutacions detectades per pacient.

A nivell de gens en concret, esta descrit que en les SMD el percentatge de mutacions de TP53
és aproximadament del 20% (155), pero en la nostra serie aquest percentatge augmenta fins a
prop del 50%. Aix0 es podria explicar perqué en la nostra cohort només hi ha SMD d’alt risc i
LAMs, les quals s’associen a cariotips complexes (46% de la nostra série) i és ben conegut que
les mutacions de TP53 sén freqlients en pacients d’aquestes caracteristiques citogenetiques
(79,156). Una altra explicacié podria ser que el nombre de pacients inclosos en la nostra série

hagi pogut influenciar en aquest percentatge, simplement per atzar.

2.2 Impacte de les mutacions en el pronostic de la malaltia

Malgrat els avencos significatius que s’han donat en els ultims anys gracies a les tecniques de
sequenciacid massiva i la millora en les tecniques bioinformatiques, la traduccié d’aquestes
dades en informacid util per a la practica clinica continua sent un repte (157). Tot i aixi,

diversos grups estan treballant en la incorporacié de dades moleculars als indexs pronostics en
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pacients amb SMD (29,40,158,159). Com que les mutacions de TP53 s’han associat en
multiples estudis amb una disminucié de la supervivencia global i a altes taxes de
transformacié a LAM (33,67) sembla ser un bon candidat per a ser incorporat a aquests
sistemes de puntuacié pronostica. Nosaltres també hem corroborat aquesta dada en el nostre
estudi, ja que les mutacions de TP53 sén I'Unic marcador que mantenia el seu significat
pronostic en I'analisi multivariant per a la supervivencia lliure de progressié i una tendéncia

per a la supervivéncia global.

Les mutacions de TP53 també s’han associat a una pitjor supervivencia global després del
transplantament al-logénic (50,76). En concordanca amb aquests estudis, i tot i que a la nostra
série només hi havia 5 pacients trasplantats, els tres pacients que tenien mutacions en TP53
van ser exitus en menys d’un any després del diagnostic de SMD tot i haver estat trasplantats,
mentre que els dos pacients sense alteracions en TP53 seguien vius més de tres anys després
del diagnostic. Molt recentment, Bernard i col-laboradors han publicat un article on demostren
gue una mutacié de TP53 per si sola, no comporta un pitjor pronostic siné que seria necessari
la preséncia de mutacions bial-leliques en aquest gen (o en el seu defecte una mutacié i una
delecié o perdua d’heterozigositat de TP53) per a tenir un impacte en la supervivéncia i en el
risc de transformacié (160). En el nostre estudi no hem pogut analitzar I'impacte de les
mutacions bial-leliques ja que el projecte ja estava tancat quan s’ha publicat aquest estudi i
haguéssim necessitat realitzar estudis de SNP arrays en aquelles mostres que tenien una
mutacio en TP53 i per citogeneética no presentaven una monosomia del cromosoma 17 o una

pérdua del brag llarg del cr17 (17p), per poder acabar de caracteritzar I'estat d’aquest gen.

Per altra banda, esta ben establert que les mutacions en gens que afecten al spliceosoma, com
ara SRSF2, SF3B1 o U2AF1, sén mutuament excloents entre ells, perdo solen coexistir amb
mutacions en modificadors epigenétics, que cooperen per donar els fenotip de SMD (161). En
la nostra cohort hem vist aquesta associacié entre els gens SRSF2 i TET2. El paper de les
mutacions de SRSF2 en les SMD no esta ben conegut, ja que hi ha estudis en els que aquestes
mutacions s’associen a pitjor SG i una alta taxa de transformacié a LAM (37), mentre que altres
grups observen que les mutacions de SRSF2 no tenen impacte en la SG (40). En la nostra cohort
les mutacions de SRSF2 van ser una variable independent per a una millor SG i SLP en I'analisi
univariant i juntament amb I'estat mutacional de TP53 ens permetia estratificar els pacients en
tres grups de risc, sent el de millor pronostic aquells pacients SRSF2 mutat/TP53 wild-type i el
de pitjor pronostic SRSF2 wild-type/TP53 mutada (Figura 24). Tot i aixi, aquests resultats s’han
d’analitzar amb precaucid, ja que en la nostra série 4 dels 7 pacients amb mutacié en SRSF2

presentaven també mutacions en TET2 (les quals han estat definides com un factor de
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resposta a agents hipometilats, particularment quan ASXL1 no es troba mutat(49)) i cap
d’aquests quatre pacients presentava mutacions en ASXL1. Si tenim en compte el nombre
limitat de pacients amb mutacions de SRSF2 en el nostre estudi, el bon pronostic de les
mutacions de SRSF2 s’hauria de confirmar en una cohort més gran de pacients amb SMD d’alt

risc.

També hi ha estudis que han demostrat una correlacié entre un major nombre de mutacions
oncogeniques i un pitjor pronostic del pacient (70,159). En la nostra cohort no hem pogut
demostrar aquesta correlacio, possiblement degut a |'elevada proporcié de pacients amb

mutacio de TP53, que ja per si sola conferia un pitjor pronostic al pacient.

2.3 Impacte de les mutacions durant I’evolucié de la malaltia

Respecte l'arquitectura de les SMD, s’ha descrit que la majoria de casos amb SMD soén
clonalment heterogenis, amb una clona fundacional i multiples subclones addicionals. Gracies
a la utilitzacid de técniques de seqiienciacié massiva ha estat possible trobar mutacions driver
involucrades en I'evolucié clonal de la malaltia (29,70,162). Les mutacions driver es defineixen
com mutacions en la cél-lula mare hematopoética immadura amb capacitat d’autorenovacio ,
que tipicament implica un gen que afecta al splicing de I’ARN o a la metilacié de I’ADN, fet que

proporciona una avantatge selectiva i determina I'expansio clonal (33,70).

Per dilucidar el rol diferencial de les mutacions en les SMD, vam investigar la dinamica clonal
mitjancant la seqlienciacié de panells dirigits en 11 pacients al diagnostic, en resposta i a la
progressié. La majoria de mutacions que vam trobar al diagnostic era en gens que controlen el
cicle cel-lular (TP53), implicats en la metilacié de 'ADN (DNMT3A) i en la maquinaria d’splicing
de I'ARN (SRSF2). El nombre mig de mutacions geniques en pacient amb SMD acostuma a ser
més elevat en els subtipus d’alt risc, donant suport a la idea que algunes cél-lules mare tenen
capacitat de proliferar a través de I'acumulacié de mutacions, donant lloc a I'expansié clonal i a
la progressié de la malaltia (33). En el moment de la progressio, la majoria de pacients de la
nostra cohort experimentaven un increment en el nombre de mutacions, en la seva diversitat i
en la mida de les clones, amb alteracions freqiientment trobades en les clones dominants amb
i sense esborrament de les clones previes. S’ha descrit que la preséncia de noves mutacions
driver, encara que siguin en subclones, poden tenir implicacions rellevants pel futur de

I’evolucié de la malaltia. En la nostra cohort vam observar dos pacients que presentaven un
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augment del nombre de mutacions tot i haver assolit una millora hematologica, i aquests
pacients progressaven d’una manera més rapida que els altres. Estudiar I'evolucié de les
mutacions durant el seguiment del pacient ens permetria identificar pacients en els quals la
seva malaltia evolucionara de manera més rapid, inclis abans de que apareguin els

simptomes.

2.4 Impacte de les mutacions en la resposta al tractament

Tot i que hi ha diversos estudis que correlacionen I'estat mutacional de diversos gens amb la
resposta al tractament (49,83,84,163,164), nosaltres no hem pogut demostrar aquest impacte
dins la nostra cohort. Aquest fet es pot explicar pel nombre limitat de pacients avaluables per

la resposta al tractament o degut a diferéncies entre el disseny dels estudis.

En resum, tot i que som conscients que comparat amb altres estudis, la nostra serie és limitada
pel nombre de mostres analitzades, tenim pero, una de les cohorts millor estudiades d’un
subtipus concret de SMD tractat homogeéniament, en la qual I’ADN de les cél-lules CD3+ ha
estat utilitzat com a teixit control per a descartar els polimorfismes no descrits en bases de
dades poblacionals que podrien ser classificats com a variants de significat incert. Les nostres
troballes corroboren I'alta incidencia de les mutacions de TP53 en les SMD d’alt risc, que els
marcadors moleculars com TP53 i SRSF2 proporcionen informacié pronostica addicional i
permeten orientar millor les decisions cliniques en les SMD d’alt risc i que a més a més I'us de
tecniques d’analisi de mutacions durant el seguiment pot ajudar a identificar pacients que

progressaran abans de que apareguin els primers simptomes de la progressié de la malaltia.

Tots aquests fets posen émfasi en la importancia d’introduir dades genétiques en els models
pronostics per a poder estratificar millor els pacients al diagnostic. Tot i aix0, es necessiten
estudis en cohorts més grans de pacients que estiguin tractats de manera homogenia amb AZA

per a poder consolidar els nostres resultats.
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3. Metilacio global de ’ADN

La metilacié aberrant de I'ADN juga un paper essencial en tot tipus de cancer, incloses les
malalties hematologiques com ara les SMD i les LAM. S’ha descrit que els blasts de les SMD
tenen altes taxes de mutacions en modificadors epigeneétics i presenten patrons de metilacié
aberrants de I’ADN (96). La metilacié dels promotors han demostrat tenir un paper important
en la patogénia i progressié de les SMD, pero encara no s’ha identificat un marcador clar de
metilacié que sigui predictiu de la resposta al tractament. En aquest estudi, nosaltres voliem
tenir un millor coneixement tant dels perfils de metilacié en les mostres de pacients amb SMD
d’alt risc i LAMs, com veure quins canvis induia el tractament amb AZA, per veure si d’aquesta

manera podriem identificar algun perfil de metilacio predictor de resposta al tractament.

3.1. Alteracions en la metilacié de ’ADN en les SMD i LAMs respecte

donants sans

A nivell de metilacié global hem detectat grans diferéncies entre els metilomes dels donants
sans respecte I'observat en les mostres al diagnostic dels pacients amb SMD i LAMs. Per altra
banda, els nivells de metilacié global no van ser d’utilitat per classificar els pacients segons el
seu grup citologic (SMD versus LAMs), segons la citogenetica (normal versus alterada) o la

resposta al tractament.
3.2. Perfil de metilacid al diagnostic predictor de resposta a AZA

L’efectivitat dels agents hipometilants en les malalties mieloides podria estar associat al fet
que centenars de gens estan sovint hipermetilats en les SMD, i que el nivell de la
hipermetilacié al llarg del genoma esta unit a un pitjor pronostic i altes probabilitats de
transformacié a LAM, com també de recaiguda en les LAM. Fa uns anys Shen i col-laboradors
(165) van descriure que podia ser el descens de la metilacié durant el tractament, més que la
metilacié a nivell basal, el que prediria la resposta a la terapia amb agents desmetilants. De
manera contraria, quan nosaltres vam realitzar I'analisi del combined rank vam observar un
patré de metilacid definit per 200 sondes que ens permetia predir quins pacients respondrien
a AZA, pero no vam veure diferéncies significatives en la disminucié de la metilacié durant el
tractament entre els pacients responedors al tractament asmb AZA (n=21) dels pacients no

responedors (n=16) (Figura 27). D’'una manera similar, Meldi i col-laboradors (166) van
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identificar 167 regions diferencialment metilades (DMRs) en I’ADN basal de pacients amb
LMMC que permetia distingir els pacients responedors a decitabina dels que no. També Voso i
col-laboradors (148) van descriure que la metilaciéo de BCL2L10 en el diagnostic podia predir la

resposta a AZA en els pacients amb SMD.

Del nostre estudi al diagnostic vam observar que hi havia 4 gens (CRADD, RDH13, BRDT i
PACRG) que estaven diferencialment metilats entre els pacients responedors i no responedors
a AZA i aix0 els feia interessants per estudiar-los amb més detall. No hi ha massa informacio
d’aquests gens associats a les SMD d’alt risc o LAMs, pero el gen RDH13 semblava important,
ja que era I'Unic gen que presentava cinc sondes diferencialment metilades entre els dos
grups. El gen RDH13 codifica per a una proteina que és una retinol deshidrogenasa, que actua
a la mitocondria i catalitza la reduccid i oxidacié dels retinoids. L'enzim que codifica esta
implicat en la produccié de I'acid retinoic (AR), molt important per la regulacié de I'expressio
genica i un modulador de la proliferacié i diferenciacié de nombrosos teixits (167,168), i també
protegeix la mitocondria contra I'estres oxidatiu. Els metabolits implicats en la reaccid, els
retinoids, sén cromofors implicats en la visid, la regulacié transcripcional i la diferenciacio
cel-lular. El fet que els pacients no responedors a AZA tinguessin la zona promotora del gen
RDH13 menys metilada, semblava indicar que un increment en I'expressié de RDH13 podria
comportar una desregulacié especifica dels gens regulats per I'acid retinoic. En abséncia d’AR,
els heterodimers formats per un receptor d’acid retinoic (RAR) i un receptor X de I'acid retinoic
(RXR) s’unirien a les seqliencies diana, conegudes com element de resposta a acid retinoic
(RARE, retinoic acid-response element), reclutarien el complex corepressor nuclear (format per
histones deacetilases) i inhibirien I’activacié de la transcripcid, mentre que per altra banda, un
excés d’AR comportaria que I’heterodimer RAR/RXR s’uniria a les seqiéncies diana i
reclutarien coactivadors (incloent histones acetiltransferases) activant la transcripcié d’aquests
gens. Alhora, també semblava interessant el gen PACRG, ja que es el seu promotor es trobava
hipermetilat en els pacients que responien mentre que els pacients que no responien tenien
aquesta sonda amb un grau de metilacié normal. El gen PACRG codifica per una proteina que
forma un gran complex molecular amb xaperones. Recentment s’ha descrit que la proteina
PACRG és també important en la senyalitzacié del factor de necrosi tumoral (TNF). Aixi doncs,
PACRG té implicacid en la resposta immune, fet que explica I'associacié de polimorfismes en

aquest gen amb una major susceptibilitat a patogens intracel-lulars (169).

Aixd0 comporta que dos dels gens que hem detectat que tenen una signatura de metilacio
diferencial entre els pacients responedors i els no-responedors a AZA, tenen funcié de

proteccio, ja sigui davant 'estrés oxidatiu (RDH13) com davant d’una infeccid (PACRG). |
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aquesta seria una nova via d’estudi, veure com la capacitat de la cél-lula de fer front a
situacions d’estres, pot estar relacionada amb la capacitat de resposta al tractament. Tot i que
som conscients de la mida limitada de la nostra série, i que seria necessaria una validacié dels
resultats en una cohort independent, creiem que aquest perfil podria ser una bona eina per a

futurs estudis de metilacio dirigits.

Diferents autors han reportat que el nivell de metilacié de determinats gens podrien tenir una
aplicabilitat en predir la resposta al tractament (95,147,148,170,171). En aquest sentit, Voso
MT i col-laboradors (148) va reportar que |'eficacia de la terapia epigenética podia estar
influenciada per la inactivacio de TP53 mitjancant metilacié. Per altra banda, Fandy TE i
col-laboradors (172) van concloure que el fet de revertir la metilacié d’alguns gens supressors
tumorals (p15INK4B, CDH-1, DAPK-1 i SOCS-1) durant el primer cicle de terapia no era predictiu
de resposta clinica en combinaci6 amb terapia epigenéetica, mentre que per Tran HTT i
col-laboradors (171) [I'expressi6 d’ARNm dels gens CKN2B, IGSF4 i ESR1 estava
significativament disminuida en les SMD, i que els canvis en la metilacié contribuien a la
patogenia de la malaltia i podien servir com a marcador per monitoritzar |'eficacia al
tractament. Quan nosaltres vam analitzar I'estat de metilacié d’alguns d’aquests gens que
havien estat descrits com a predictors de resposta a agents hipometilants (BCL2, CDKN2B i
TP53) en la nostra cohort, no vam ser capagos d’observar diferéncies entre els pacients
responedors i els no responedors. Només en TP53 vam detectar una petita regié que semblava
diferent entre els dos grups, perd el nombre de pacients en cada grup era baix i ens impedia

arribar a cap conclusié ferma.

3.3. Diferencies en la metilacio en pacients amb diferents

caracteristiques moleculars

S’han descrit mutacions somatiques en reguladors epigenetics en més de la meitat dels
pacients amb SMD, entre aquestes s’inclouen gens involucrats amb el manteniment de la
metilacié de ’ADN (TET2 i DNMT3A)(51,173). També s’ha descrit que mutacions en certs gens
poden ser predictors de resposta a agents hipometilants en pacients amb LAM o SMD, per
exemple Mediros BC i col-laboradors (174) expliquen en el seu article, que les mutacions en
IDH1 i IDH2 fan augmentar el 2-hidroxiglutarat (2HG) el qual inhibeix alguns enzims com ara
TET2 i diverses histones metiltransferases, fet que comporta una hipermetilacié de les histones

de I'ADN, altera I'expressié génica i bloqueja la diferenciacié de les cel-lules progenitores

147



hematopoeétiques. Tot i que les mutacions de TET2 comporten una perdua de funcio del gen, i
a priori aixo prediria un augment de la metilacio de les citosines de I’ADN i reduiria els nivells
de 5hmC, els estudis sobre els efectes de les mutacions de TET2 sobre els nivells globals de
metilacio i 5hmC en I’ADN de de pacients han donat resultats conflictius (45,175). Ko i
col-laboradors (176) van observar que els pacients amb patologia mieloide i mutacions de TET2
presentaven nivells baixos de 5hmC en I’ADN genomic en comparacié amb les mostres de
controls sans, pero a la vegada els pacients amb baixos nivells de 5hmC presentaven una
hipometilacié relativa en la majoria de les unitats CpG diferencialment metilades respecte les
mostres controls. Un altre article conclou que no es detecten canvis en la metilacio de les illes
CpG en la zona promotora quan comparen pacients amb LMMC amb i sense mutacions en
TET2 (177). Tot i que acaben concloent que les mutacions en TET2 provoquen hipermetilacio
de I'ADN fora de la zona promotora (177,178). També I'article de Figueroa i col-laboradors
demostra que les mutacions de TET2 en pacients amb LAM estan associades a un fenotip

hipermetilat (56).

En el nostre estudi, la majoria de les sondes diferencialment metilades entre els pacients que
presentaven mutacions en gens que afecten a la metilacio (DNMT3A,TET2 i IDH1/2) respecte
els pacients WT es trobaven menys metilades en els pacients mutats. Després de comparar les
diferéncies de metilacié entre pacients en mutacié en DNMT3A respecte pacients en mutacio
en TET2, vam trobar diverses sondes localitzades en la zona promotora de 6 gens (CALDI,
HOXA2, KCTD14, PCDHGC4, SHANK2 i ZNF518B) que presentaven una metilacié diferencial
superior a 0.2 entre els dos grups. De tots aquests gens ens va cridar I'atencié ZNF518B, ja que
les seves sondes eren les Uniques que es trobaven hipometilades en els pacients amb mutacio
en DNMT3A (metilacido mitja=0.164, rang 0.061-0.206) mentre que els pacients amb mutacio
en TET2 aquestes sondes tenien un grau de metilacié més estandard (metilacié mitja=0.4175,
rang 0.343-0.492), i aix0 anava en concordanca amb la hipotesi que les mutacions de DNMT3A
comportarien una disminucid de la metilacid, mentre que les mutacions en TET2 provocarien
un augment de la metilacid. No es té massa informacié del gen ZNF518B, només que és un gen
localitzat al cromosoma 4 i esta involucrat en la regulacid transcripcional, ja que aquest gen
codifica per una proteina que és un factor de transcripcié d’'unié a I’ADN i especific d’ARN
polimerasa 11(179). Aixi doncs, una hipometilacié d’aquest gen comportaria un augment de

factors de transcripcié que podrien alterar la transcripcié d’altres gens.

També s’ha descrit que els pacients amb diferents lesions genétiques poden convergir en un
mateix estat de metilacid que comparteixen mecanismes patogenics i cursos clinics (180), pero

en la nostra série no hem pogut correlacionar un perfil de metilacié global a cap mutacio en
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concret. El que si que hem pogut descriure, son un conjunt de sondes que ens permeten
distingir pacients amb mutacions en gens modificadors de la metilacié (DNMT3A i TET2), pero

que no estaven relacionats amb diferéncies en la resposta al tractament.

3.4. Perfils de metilacié durant el tractament

També s’ha descrit que canvis en la metilacié de determinats gens contribueixen a la patogénia
de la malaltia i poden servir com a marcadors per a monitoritzar I'eficacia al tractament (171).
En el nostre estudi, pel que fa als canvis en la metilacid global durant el tractament, vam
observar que hi havia un agrupament de les mostres basat més en la identitat del propi
pacient que en el grau de resposta al tractament, ja que detectavem una desmetilacié global

de I’ADN tant en els pacients que responien al tractament com els que no responien.

El perfil de metilacié que vam descriure al diagnostic que ens servia per diferenciar quins
pacients anaven a respondre o no al tractament, no ens va ser Gtil en les mostres ja tractades
(seguiments dels pacients) per predir quins recaurien. Degut a aix0, la nostra hipotesis de que
a la recaiguda o progressié de la malaltia el perfil de metilacié retornava a estadis més similars
als observats al diagnostic en els pacients que no responien al tractament, no es va poder
demostrar, i ens fa sospitar que els mecanismes que afecten a les recaiguda/progressié de la

malaltia sén diferents d’aquells que prediuen resposta al diagnostic.

La metilacié de I’ADN és crucial per a la regulacié de I'activitat transcripcional, i els perfils de
metilacié aberrants de I'’ADN comporten un silenciament transcripcional que ha estat
reconegut com el mecanisme epigenétic clau en el procés de transformacié maligne. El
nombre creixent de gens afectats per canvis epigenetics revela no només noves visions sobre
la patogenesi molecular de les malalties, sind que també proporcionen nous biomarcadors que
poden contribuir a la millora dels metodes diagnostics i a una més precisa avaluacié del
pronostic. En aquest estudi hem definit un patré de perfil de metilacié que permet reconéixer
al diagnostic quins pacients no respondran al tractament amb AZA. Amb aquesta informacio

els metges podrien tenir una avantatge en la presa de decisions sobre el tractament.
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Relatives a I'objectiu principal:

* El95% dels pacients (37/39) analitzats presentava almenys una mutacid. Els gens més
freqlientment alterats van ser: TP53 (49%), DNMT3A (21%), SRSF2 (18%), TET2 (15%) i
U2AF1 (15%). Vam observar una correlaciéd entre les mutacions de SRSF2 i TET2
(p=0.006) i les dues mutacions eren mutuament excloents amb mutacions de TP53
(p=0.008)

e L'analisi no supervisat dels perfils de metilacio global separava les mostres
neoplasiques de les mostres de controls sans, demostrant homogeneitat en els
controls i I'heterogeneitat de la resta de mostres. Tot i aixi no va ser util per classificar
els pacients segons grup citologic (SMD versus LAMs), segons grup citogenétic o

segons resposta al tractament.
Relatives als objectius secundaris:

e Al diagnostic, els pacients amb LAMs presentaven més variants que els pacients amb
AREB-2, AREB-1 o CRDM. Les mutacions de U2AF1 es van associar a un menor
recompte de neutrofils a SP (<0.8x10%/L) (p=0.003). Els pacients sense mutacié en TET2
s’associaven a menys de 5% blasts en SP (p=0.021). Les mutacions de SRSF2
s’associaven a I'absencia de cariotip complex (p=0.010). Les mutacions en el gen TP53
s’associaven a una edat més jove (<70 anys) (p=0.007), cariotip alterat (p=0.003), la
majoria amb cariotip complex (p<0.001) i amb grups d’alt risc segons el IPSS-R
(p=0.003). No vam trobar cap associacié entre el nimero de mutacions i la SG o SLP.
Les mutacions en TP53 estaven associades a menor SG i SLP, mentre que les mutacions
en SRSF2 correlacionaven amb millor SG i SLP. Considerant conjuntament |'estat
mutacional de SRSF2 i TP53, els pacients es podien estratificar en tres grups
significativament diferents en quant a SG i SLP, sent el de millor pronostic aquells
pacients SRSF2 mutat/TP53 wild-type i el de pitjor pronostic SRSF2 wild-type/TP53
mutada. En I'analisi multivariant només I'estat mutacional de TP53 mantenia el seu
impacte per a la SLP. La taxa de resposta global va ser del 55% (17/31) i no vam
detectar cap mutacid génica que s’associés a la resposta al tractament.

e Vam poder definir tres models evolutius de la malaltia segons els estudis mutacionals.
En el primer model la frequéncia al-lelica de la variant (VAF), o el nombre de
mutacions, disminueix a la resposta i augmenta a la progressid. En el segon model les
VAFs de les mutacions, o el nombre de mutacions, es mantenen o augmenten a la

resposta (citologica) indicant que tot i que el pacient es trobi en milloria de les



caracteristiques hematologiques, la carrega mutacional no ha disminuit i per tant, seria
el preludi de la progressié de la malaltia. En el tercer model les VAFs de les mutacions,
o el nombre de mutacions, disminueix o desapareix a la progressié6 de la malaltia
indicant que la causa de la progressid no és deguda a les mutacions trobades al
diagnostic. Per tant, els estudis de NGS serien utils per monitoritzar la malaltia en els
casos dels models 1i 2, pero no el tercer model.

Es descriu un patré de metilacid, definit per 200 sondes, que permetia diferenciar al
diagnostic els pacients que responien al tractament amb AZA respecte els que no
responien.

Post-tractament les mostres clusteritzaven amb la mostra del propi pacient al
diagnostic, enlloc d’agrupar-se per categoria citologica o per resposta al tractament. El
tractament amb AZA produia una disminucié a nivell de metilacio global en les mostres
de seguiment, tot i que no s’observava major desmetilacio en els pacients responedors
comparat amb els no responedors. La signatura de metilacié definida al diagnostic que
ajudava a distingir entre els pacients responedors i no responedors, no va ser d’utilitat

al seguiment ja que no permet detectar quins pacients seran els que progressaran.
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Les linies de futur que es desprenen d’aquesta investigacio son:

- Estudiar les mostres incloses en el protocol CET-AZA-16 de pacients amb SMD d’alt risc
no candidats a trasplantament, mitjancant seqiienciacié massiva d’un panell de 32
gens associats amb patologia mieloide (on s’han exclds aquells gens que no s’havien
trobat alterats en l'estudi pilot de 83 gens). En aquest cas I'estudi es realitza al
diagnostic, als sis mesos d’inici de tractament amb azacitidina i en el moment de la
progressié de la malaltia. La intencid és utilitzar aquesta cohort de pacients com a
cohort de validacid dels resultats obtinguts en el protocol CETLAM SMD-2009 descrits
en aquesta tesi i fer una altra publicacié. Fins el moment de dipositar aquest treball
s’ha analitzat per panells de NGS 45 pacients amb SMD d’alt risc al diagnostic, 16 als 6

mesos i 5 a la recaiguda.

- Posar-nos en contacte amb altres grups que hagin fet estudis de metilacié en pacients
amb SMD tractats amb AZA, per si estan interessats en analitzar el patré de metilacié
de les 200 sondes que hem detectat al diagnostic i que permetia distingir els pacients
que responien a azacitidina respecte els que no responien. Aix0 ens permetria validar

els nostres resultats amb una cohort independent de pacients.
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