UNRB

Universitat Autonoma de Barcelona

PARAMETROS CLINICO-BIOLOGICOS PREDICTIVOS DE
RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y DE RECAIDA POST-DISCONTINUACION
EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Natalia Estrada Barreras

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UrnB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Programa de doctorado en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina
Departament de Bioquimica i Biologia Molecular
Facultat de Biociéncies
Universitat Autonoma de Barcelona

PARAMETROS CLINICO-BIOLOGICOS PREDICTIVOS DE
RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y DE RECAIDA POST-DISCONTINUACION
EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Memoria de Tesis presentada por
Natalia Estrada Barreras

Para optar al Grado de
Doctora en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina

Investigacién realizada
en el Instituto de Investigacion contra la Leucemia Josep Carreras

Tesis realizada bajo la direccion
de la Dra. Lurdes Zamora Plana, la Dra. Blanca Xicoy Cirici
y la tutoria del Dr. Simo Schwartz Navarro

Natalia Estrada Barreras Lurdes Zamora Plana Blanca Xicoy Cirici
La doctoranda La directora de tesis La directora de tesis

Bellaterra, 2021



La Dra. Lurdes Zamora Plana, Responsable de la Unidad de Biologia Molecular
del Laboratorio de Hematologia del ICO-Hospital Germans Trias i Pujol e
Investigadora Principal del Grupo de Neoplasias Mieloides del Instituto de
Investigacion contra la Leucemia Josep Carreras; y la Dra. Blanca Xicoy Cirici,
adjunta de la Unidad de Hematologia Clinica del ICO-Hospital Germans
Trias i Pujol e investigadora Principal del Grupo de Neoplasias Mieloides del
Instituto de Investigacién contra la Leucemia Josep Carreras.

CERTIFICAN

Que la tesis doctoral titulada “Parametros clinico-biolégicos predictivos de
respuesta al tratamiento y de recaida post-discontinuacién en pacientes con
leucemia mieloide crénica”, presentada por Natalia Estrada Barreras, para
acceder al titulo de Doctora en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina,
ha sido realizada bajo su direccién y cumple los requisitos formales y cientificos
para ser defendida delante del tribunal correspondiente.

El trabajo ha sido realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular del ICO-
Badalona y en el laboratorio del grupo de Neoplasias Mieloides del Instituto
de Investigacién contra la Leucemia Josep Carreras.

Badalona, 2021

Dra. Lurdes Zamora Plana Dra.BlancaXicoyCirici

2]



a mi abuela,
a mi tio.

{¢

El



<{ <{

AGRADECIMIENTOS

"m.m“-_s%mv

< .A
< <

1000000060
0G0G0G000G000
Dzx ) .vv.wm.mm. vv .A v. (]
ihauabatubata0bl:
odololalololololololololol
v ododololololollololof
K P P < < < < P P < < P > g > P P P “ﬁf“”“w.‘“"“w.m“"“wﬁm“ .A.'ﬂ”“““m.um“um. A.“ﬂ. v~v AA.'v AA. 0 . . v.'
ololololololololololololololololololololo! odolodollofololol
ilolololollnds HOROROGE brle
) A > < . A~.A )> >
bodololol podolotiolololololo ododollolodololodol ol
106060606 150G 0G0G0GGOGHGIGOGHGIGOGOGIGOGOGIGOGOGOGOGOGOGOGO
) .. () =v A. 04 ol 1002020202020 %080 v _”w.-_E-s%gw%m”g-_.r Dl OaOHOa0 Aﬂ. 0dololod
botodolioSolotolol afolodololod RIS

mm.&.mm.um.mm.&.um.&.um.A.mm.&.mv VA"E.AE.—“ m.um.Am.mw.mm.mm.mm.&.um.&.umummm.&.Am. ) v%av..mﬁ.v%@%gA.m.““vmﬁ““v‘ﬁ““w—.%g.—.A.A.vm.v—.w.v..—..-."—.“""ﬁ um.mw.um.uv
000GUGOGOGEROGITONOGOGILOTOGOGUTOTOGORUTOTOGOROGIGOGOCNGITOGORNGITOGOGOGE
| > AA.'v AA'V AA. P> AA. > AA.'v A‘.'v AA. > AA'v AA.'v A‘.'v AA.'v AA.'v AA.'v AA.'v AA.'V AA.'v AA.'V AA. > AA. P> AA.'v AA.'v AA. < AA.'v .'v AA. P> AA. P> P>
Nolololelolololeolololololololololololololololololololololododelolololo0l
Wolololololololololololololololololelololololelolelololololololololololol
nopogotegagoetogebogebagogadolodogogotogogetogebogtebagebatogadogodologogogo
ololollolollololollolololiolololiololollololollololollololollololollolololololollolo;
J0GOUOROR0GOROR0LONOGORNGOROROLONOGIHOGOGOGOGOGOGHGOGOGIGOGOGOGHGOGHGOGOGIG
1000000000G0G0GOGOGOGOGOGOGRONANANNNN
IL0L020260202620262020L2020202020 200 L0
lolodollololalollolololollolololollolol
J0G0G0GOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGO
Jololololololalolollolololololalolololol
OGBG0G0RIH0GOR0GAR0GNG0GG0GOGIH0G
Yolalalollololololollololelololololololn!
augoGogegodogolodolagodogaGagogot0doo;
ialololololololololololodololololololof
odoliolololioliololololololotolololololol
0R0R0G0G0C00000G0ROLOGOGOTOTORTOHNGE
Jodalolololololololololololnlololololol
loSadollololo! npodololalollolololollod
OROGAGNGAGANINNGOGOGORNRARNTAGATANNGHG
LRGN ERIH RN
}10G0G0GOGOGUGOGOGOGOGOGOGOGHGOGO
ololololololololololololololololol
oniedabtaahdsanoseauedabaIRn
G OGOGOGOGOGOGOGHG N0GOGHGOGOGO
RIR! DRI KR RIOI
Gadubaddnsabbtas
W0L0L0LeLHY
30 0 MO0 1050
0Q0R0GO0 0000G0G0G0G000S00OG0R0EOE0RANOEOGATOTONNSOTOGOQIEOE
T %_ﬁﬂ.{v .%.v.. D0t Lol (1) A.~_.~ﬁ.~_.m.~_. ( .%.#.%.A.uA.Aﬂ.ﬁrnﬁ%
PRI ¢ Oalutalatlololnlolnlnl
1004 MO0
v.~v < .‘v Aﬁ.~ vAv Aﬂ.A < >
dod Aua0IRINNGRISHIAtAGGRMAIAUIGINLBANNIRINGR
~v Av.~v AA.~v Aﬂ.Av Aﬂﬁv Av.~v AA.~v ﬂ.Av Aﬂ.Av Aﬂ. < . P . > Av.~v Aﬁ.~v Aﬂ.~v AA.~v Aﬂ._v WA

> ) (0% X()g
Nodadolololololololololelolelololololololololelolololololnlolololololololn!
v_.Ev%—vmﬁﬂ.Amﬁﬁ.‘%_%: s .~%ﬂ.~_ (1 v_ﬁﬁ.v%ﬂ Ol .-a#.\.#.%.ﬁ.%.ﬁ 0 Aﬁ. ) .~_.~ﬂ.~ﬂ.ﬁ.m.~ﬂ ﬁﬁv_ﬁ@_.#. ! m{r DO

0 p2620%0202020%0L0 20020000 0%
Lrslentlorclondl ety OaOn (1)
Wololo odollo!
K
) { ototodotnto
u_.%ﬁ.ﬁ.u_.ﬂ.m_ ( 02020%! 0020 )
boatiodoiod Sadotod 100040
TSl on L el e o DO DL 0nH ¥
Sodadolollolololols Lolololalol
SRR : (DRIKTRIY
(] ”.“ ”.A > S (] > () > <({) <) ] L)
odod0lolol ololollolololollololo!
Sodollolololollololololiololol
pilodololiolollolololollolololollololodof
10000G0000000000CAGATNNOGORONNROGNTNG
) 000 B0AGROGN 000000000
P00 A poLo
A““A.v ! ) ._"- b
o | IG0000000000000¢
olelolololololololololololololololol
_A_.Am.A- .wﬁf“v—.v—v g{sm“wa (! ~_.-. pPeLHY ..I.%ﬁ%mﬁ.vmﬁ%
) AL rlond et
iolololadol Sololololl
iobototodototolol R
KD ihotoSolobodnlol
DIZDS . 3 . OO V.A.Am.ﬁﬁ—v. .um.ﬁ.u% .A { )
nﬂ wﬂ.v | A A [ AA. vv AA A. AA | ﬁv .v ﬁ"A A A."A. m. mv I Aﬂ“vv 4 .v
olalalol odololololol 0dol0l0lolodn! ]
lollodolol tollolol ) Dolol ololiollololodollololo
iodolloliolioliolof afoliol otololod oflofo!
D% { ol
( {1

o ol K] ) — )
DO 1000G0G0R0GORATNTOGANNGN
(| A.V.U“““QA“. M Aﬂ
1000000
HON0G0GOROROGOGNGNG
Dot ollolodololodolol
I () P
002020202080 Po% e
I 0 vv—.v_ A.-_ T
lalala00l0lelalal0 tnlelelalntalel HON0G0GOG000ROGGNTNGOGAN
0802026202020 2026020L2020 2020V D¢ LSl P00 0o %0 rslopsle
Wololololololololololololololelololololololololololololalododol olos
v Wololollololololololololololololololololol: X RIS
iololololaloliollololololalolollodololololalollnllelololotatolollodolololuladol
1060020 10620202020 262620L2020 2602020202020 2020 q 0! 100208020 %!
5! 02020262026020202020202620260 20202020 060620000 1060202600820
ololololololollolololololollololololololololololollololol b0 A
.- A_.Am.Av— T g .u@m.un.éﬁ.év ~—.A_.A .u..~ .vmu.ua.v

<
<

NV A



AGRADECIMIENTOS

Es el moment de mirar enrere, de repassar tots aquells moments que han fet d’aquest
cami, una experiéncia inoblidable. | no hagués estat possible sense I'ajuda de moltis-
simes persones. Totes elles han contribuit, d'una manera o altra, en qué jo ara mateix

pugui escriure aquestes linies.

Blanca i Lurdes, les meves directores de tesi. Només puc comencar dient-vos gra-
cies! Gracies per tot el que m’heu ensenyat, per tot el que heu confiat en mi. Per
pensar en un projecte per la meva tesi doctoral, per comengar-ho tot des de zero,
demanant tantes i tantes beques. Gracies per escoltar les meves idees i donar-me
llibertat per dur-les a terme. Moltes gracies pel vostre esforg constant per tirar enda-
vant aquest projecte, que no ha estat gens facil, per les nostres llargues reunions (a
vegades, fins i tot, filosofiques!). Gracies per donar-me I'oportunitat d'assistir a tants
i tants congressos i cursos, tots ells han sigut una gran experiéncia. Moltes gracies
per preocupar-vos tant per mi, per intentar sempre el millor! He apres moltissim de
vosaltres a nivell cientific perd també com a persona, tinc molta sort! Blanca, gracies
per oferir-me la possibilitat de comengar amb els registres de mieloproliferatius, per
ensenyar-me tant i tant sobre 'hematologia, per ser tan didactica. Moltes gracies
per trobar sempre un forat per reunir-nos i dedicar-li tant de temps i carinyo a aquest
projecte, per totes les teves idees. Gracies per venir a veure’'m a Aachen, em va
encantar la visital Lurdes, gracies per ensenyar-me el gran mén de la biologia mo-
lecular, per explicar-me tantes tecniques, sempre amb molta paciéncia i carinyo. Per
seure al meu costat i mirar-nos una i una altra vegada els resultats (en alguns casos,
no ha estat gens facilll). Gracies per fer-me sentir que séc una més del vostre grup
de molecular! A totes dues, gracies per dedicar temps a totes les correccions, espe-
cialment durant aquests Ultims mesos, per ajudar-me a que tot surti endavant i de la

millor manera possible. Gracies!!!

Al meu tutor, el Dr. Simo Schwartz, per acolli-me al seu laboratori del CIBBIM du-
rant les meves primeres practiques de la carrera. Pels seus consells i assessorament

abans i durant la tesi.

El meu primer contacte amb I'hematologia va comengar durant les practiques a |'Gl-
tim any de la carrera; gracies a I'Albert Oriol i la Luz, vaig iniciar-me en el mén dels
assajos clinics. Moltes gracies a tots dos per oferi-me aquesta oportunitat!! Durant
aquells mesos, a més a més d'aprendre moltissim, vaig conéixer a la gran majoria de
persones que, tot i no saber-ho en aquell moment, formarien una part molt impor-
tant de tots aquests darrers anys. Poc després, vaig fer una petita estada a la Unitat
de Citogenetica. Aquell va ser el meu primer contacte amb la part més experimental
de I'hematologia. Isabel, Javier, Neus, Adela, Marisol, Carmen i Nani, moltissimes

gracies per tot el que em vau ensenyar, sou un equip genial! A tu, Isabel, gracies per

5]



AGRADECIMIENTOS

les converses tan interessants sobre musica, séries i pel-licules...per més converses

aixi esmorzant!

I amb el final de |a carrera, va arribar la meva primera oportunitat laboral. Gracies a la
Blanca, vaig comencar a treballar en la gestié de les bases de dades i dels registres
nacionals de neoplasies mieloproliferatives. Aixo va ser I'inici de tot el que vindria
més tard. De les millors coses que m’emporto d'haver treballat a I'atic és conéixer el
meravellds equip d’hematologia clinica de I'lCO: Dr. Ribera, gracies pels teus con-
sells, per la teva naturalitat, per tot el que m’has ensenyat, pels teus “anims petital”.
Ha sigut un plaer tenir-te al costat i aprendre tant de tu!! A la Christelle, la Susana,
I’Anna Torrent, la Montse, moltes gracies per la vostra ajuda sempre que ho he ne-
cessitat! Miriam, por compartir conmigo todo lo que sabes sobre rutas de montafia,
rutas por Islandia...por tus abrazos! Juanma, gracias por todol!!! Por estar dispuesto
a ayudarme siempre que lo he necesitado, por el tiempo compartido en nuestro
"despachito” (cémo lo echo de menosl!), por esos ratos hablando de musica (Joe
Crepusculo, Javiera Mena, Tame Impala...). A tots els residents amb els que he anat
coincidint aquests anys: la Marta, la Clara, la Ménica, |'Edurne, la Mireia, |'Eloi, el
David, I'Andrea... gracies!!! Especial mencié a la Gigi, que sempre, sempre, m’ale-
grava el diall Gracies a tots els clinics per la vostra participacié incloent pacients en
els estudis d'aquesta tesi, pel vostre compromis amb tota la part de la discontinua-
cid. Sense vosaltres, no hagués estat possible.

A Mariajo, por todos los momentos compartidos durante estos afios, por los con-
gresos nacionales juntas, por nuestras risas en las clases de inglés con la Donna
(thank you very much, you are the best english teacher ever!). A la Mireia, per totes
les estones compartides al despatx, per la teva ajuda amb |'estadistica i pel pa del
Juliette de Vilassarl!

Inma i Olga, no sé ni per on comencar a agrair-vos tot el que heu fet i feu per mi. Sou
molt més que unes companyes de feina, sou unes amigues excepcionals! Tinc molta
sort d’haver-vos conegut! Inma, gracies per tots aquests anys, per les converses i
abragades, per saber com estem només amb una mirada. Per tot el que m'has ex-
plicat, ets un llibre obert i cada dia aprenc alguna cosa de tul Olga, la meva Olgui...
Gracies infinites, per tot!!l Per ser com ets, per ser una persona tan entregada, tan
bona amiga. Per les nostres converses, per tot el teu suport durant aquests anys (en
lo bueno y en lo malo). Trobo molt a faltar compartir “despatxet” amb tu!! Moltissi-
mes gracies per tot el que m'has ajudat amb |'estadistica, per totes les hores que li
has dedicat, i sempre fent-ho amb tant d’amor i carinyo, com et caracteritza...Aques-
ta tesi no hagués estat possible sense tulll

6]



AGRADECIMIENTOS

A la resta de professionals de I'atic, les infermeres, auxiliars, zeladors, les senyores
de la neteja (sempre tan encantadores!!). A I'Albert, que quan el vaig coneixer feia
les substitucions de I'lnma, gracies per ensenyar-me tantes coses sobre fotografia!

Als meus companys de Biologia Molecular de I'lCO, amb els que comparteixo labo-
ratori a I'Institut Josep Carreras des de 2018. Sou els millors!!! | tot i que a vegades
us miri amb cara de “necessito silenci” (sobretot en aquests Ultims mesos), us he de
dir que m’encanta l'ambient que hi ha al lab, sou els més divertits i I'enveja de tot
I'edifici!! Silvia, gracies per tot el teu suport dintre i fora del laboratori, per iniciar-me
en el mén de la digital PCR, per fer-nos companyia a totes les reunions dels grups
cooperatius. Gracies per acceptar formar part de la meva comissié de seguiment del
doctorat!! Marta, gracies per la teva energia, per les teves frases plenes d'optimis-
me, per ser una gran profe ensenyant-me la tecnica de la NGS! Com a “pipiola” del
grup, continuaré posant-vos al dia de tota la musica :) A Diana, por ser la alegria del
laboratorio, por su buen humor, sus canciones y risas, que tanto nos alegran el dial
Al Lluis, per ser l'altre “pipiolo” del laboratori (el més esportistal), per fer equip amb
mi quan parlem dels no-joves (jejeje, és broma), per intentar que adopti no un, siné
dos gatets. Gracies a tots dos per ser uns técnics tant implicats i per estar disposats
a ajudar-me sempre que ho he necessitat. Itzi, el laboratorio sin ti no seria lo mismo!
Por esos canticos de alegria, por la prevision meteorolégica al minuto, por tu radar
para el papel de plata, pero sobretodo por tu gran comparierismo! A Pepe, aiiii mi
Pepe (jajaja), mi compi de escritorio, el que solo con mirarme sabe si estoy estresada
o no, el que no se olvida de mi para bajar a desayunar (menos mal de las notas que
ocupan toda la pantalla..!). Porqué te apuntas a un bombardeo y acompanas a ltzi
en todos sus canticos!! A tots vosaltres, gracies! Lurdes, pots estar ben contenta de

I'equipas que formeul!!

A la resta de companys del laboratori d’'hematologia de I'lCO: al Mare, moltissimes
gracies per la teva ajuda amb la citometria, les cel-lules NK, les Myeloid-derived...i
tots els altres mals de cap que segur t'he fet passar...jeje!l! Ets un crack i és genial
col-laborar amb tu en qualsevol projecte! A la Minerva, mi prima segunda favorita!
Gracias también por toda la ayuda, no solo con las células NK, sino siempre que lo
he necesitado. Gracias también a Sara por su colaboracién en el proyecto de las NK!
A Elisa, por estar siempre dispuesta a ayudar, y con una sonrisa! A Fuensanta y a
Tomas, por compartir vuestros conocimientos, por las sesiones de citologia. Tomas,
gracies per tota |'ajuda amb els tramits de la SEHH. Al Jordi Junca, a la Inés, per la
seva ajuda quan ho he necessitat. A |'Aleix per les seves visites al lab d’'hemato (puc
punxar?). Al Cristian, de Bioquimica, moltissimes gracies per la teva ajuda aconse-
guint tots els controls sans per I'estudi de telomers. Es admirable la teva dedicacid,

les teves ganes d'ajudar.
7]



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Feliu, moltes gracies per tota I'ajuda durant aquests anys, per tot el teu suport.
Gracies per dedicar tant d'esforg a impulsar la recerca, i fer-ho tot sempre amb un

somriure!

A tots els meus companys i investigadors de |'Institut Josep Carreras. Kiko, gracies
per tot, per ser tan proper i estar sempre disposat a escoltar i ajudar. Al grup de SMD
i Plataformes, sou un gran equip! Laura, gracies per tota la teva ajuda, no només
amb els polimorfismes, siné sempre que ho he necessitat. Gracies pels teus consells
i per ajudar-me amb les beques. Pels cursos d'estadistica amb R a la UAB! Mar, per
les nostres converses al menjador i als passadissos intentant solucionar el mén, per
la teva implicacié al comite d’empresa. Nuri, gracias por tu alegria, por ser una su-
per-organizadora de eventos, por estar siempre dispuesta a ayudar. Rocio y Jessica,
muchisimas gracias por todo vuestro trabajo en el circuito de muestras, sin vosotras,
la investigacion no seria posible! Jessi, por tus consejos sobre rutas de montafia y
furgo! Paula, tot i que ja no estiguis treballant amb nosaltres a I'Institut, et trobem
molt a faltar! Ets una persona increible i estic molt contenta d’haver-te conegut. Per
més concerts juntes!!! Pame, por ser mi compi de la EHA, porque los congresos no
serian lo mismo sin ti. Por tu ayuda y animos con el doctorado! Francisco, per les
teves abragades d'”emergéncia” quan ho he necessitat, pels cafés, per les nostres
converses sobre musica, sempre tan interessants!! Ana, aunque nos conozcamos po-
quito, puedo decir que eres una persona encantadoral!

Al grup de citomica funcional, per tot el que m’han ajudat amb el projecte de Side
Population (SPop)!! Jordi, moltissimes gracies per la teva implicacié amb la LMC,
per ensenyar-me tant sobre la SPop, per totes les estones que m'has dedicat, es-
pecialment durant aquests Gltims mesos. Laura, moltes gracies per ensenyar-me el
protocol de deteccié de la SPop, per les estones a cultius cel-lulars explicant-m’ho
tot, per la teva paciéncia, per estar disposada a ajudar-me sempre amb un somriure!
Simplement, a tots dos, gracies!! A I'’Angel per ajudar-me sempre que ho he neces-
sitat, sobretot amb els cultius, per la planteta d'aloe vera (ara ja esta super gran!),
i al Jorge, per la seva ajuda (“ja puc moure jo la SPop cada 15 minuts”) i alegria al
laboratoril!

A la resta de companys de I'lJC: al stper Jordi Ribera, per les converses als passadis-
sos, pels teus bons consells, perqué sempre, sempre em fas riure. Per més concerts
de Mastodon junts! A Celia y Miriam, por su buen humor, porque seran las siguien-
tes doctoras y unas grandes investigadoras! A Joao, por sus buenos consejos, por
animarme siempre a seguir adelante. | més investigadors, personal administratiu i de
suport de I'lJC: al Josep (et trobem a faltarl), a I'Eulalia, a Marcus, a Roberto (para

cuando un concierto de Zal!?), a I'Emili (per tota la teva ajuda amb els cultius!!), a

18]



AGRADECIMIENTOS

Awilda, a Palalais (siempre con esa sonrisa y esas palabras que me alegran el dia!). A
I’Albert i I'Alba per fer possible que tot funcioni i puguem continuar amb la recerca
dia a dia. A tots, gracies!!!

A totes les persones que ens han enviat mostres i han participat en aquesta tesi, fent-
la possible. Sobretot a la gent de I'ICO, I’Anna Angona, la Conxa Boqué, el Rolo, el
Miguel Sagiiés, gracies per contestar a tots els meus mails, per omplir les bases de
dades. Gracias a los investigadores del GELMC, que colaboran con nosotros. Gracias
a Paqui Ferrer, del Hospital de Murcia, por enviarnos muestras, por completar los
datos y estar siempre disponible para ayudarnos. Gracias a la SEHH por apostar por
los investigadores jovenes.

Thanks to everyone from the Uniklinik RWTH Aachen lab, especially to Fabian
Beier, Dr. Tim Brimmendorf and Monica Ferreira, who took the time to teach me
everything about telomeres and had helped me a lot with the manuscript. | learned
a lot from you all and | have really good memories of those weeks in the beautiful
Aachen! Danke schon!

Als protagonistes més importants, per fer possible aquesta tesi doctoral: moltissimes
gracies a tots els pacients amb LMC que hi han participat!! Sense la vostra col-labo-
racié desinteressada res d‘aixo hagués estat possible.

Y no solo en el &mbito profesional, sino también en el personal, tengo muchisimo
que agradecer.

A mis amigas de toda la vida, desde que teniamos solo tres afios! Ceci, Hasi, Miriam,
Laia (tot i que vas arribar una mica més tard, ets amiga de tota la vida!), muchas
gracias por todos estos afos juntas, por ser uno de mis pilares imprescindibles, por
vuestro carifio, por preguntarme y preocuparos por la tesis. Sois las mejores!!! Tengo
mucha suerte de teneros como amigas, por muchisimos mas afios de amistad! Y a
mis dos amigos, también de toda la vida y por ello tan especiales, Ferran y Alvaro,
gracias por ser como sois y estar siempre cuando os he necesitado. A la Ndria, per
ser la meva partner in crime cientifica, per poder compartir aquest mén amb tu i
que ens mirin com si féssim frikis (una mica si, eh?). A mis amigos “del 88"! Miguel,
gracias por confiar siempre en mis argumentos cientificos, por todo tu interés en la
ciencia (y en muchisimas otras cosas!), por todo lo compartido. Frank, vas arribar al
grup fa uns anys i ja ets del “nucli dur”, gracies per iniciar tots els debats possibles,
pels teus articles del Menéame, per tot el que ens ensenyes sobre geologia. Helen,
gracies per ser la gran amiga que ets, tan atenta, tan divertida! Gracies especialment
per aquests Ultims mesos, per tot el suport que m’has donat, per fer-me costat quan

9]



AGRADECIMIENTOS

més ho he necessitat, per animar-me. Frank, Helen, teniu un nen precios, petit Eric,
aixo també és per tul A mis amigos de Vic, Edu y Mery, a los que me gustaria ver
mucho mas!! Y a mis dos Dublineses/Dubliners preferidos, David y Elisa, por las visi-
tas a Dublin (sois los mejores anfitriones!), por todos nuestros viajes y aventuras (qué
ganas tengo de la préximalll), por nuestros conciertos de Joe Crepusculo (Elisita, al
escenarioool), gracias por vuestra amistad y apoyo!! A todos vosotros, gracias por
escucharme hablar de la tesis, por preguntarme, por vuestro interés!

A les meves amigues de la uni, les biotec, Marta, Ari i Berta, gracies per tots els anys
compartits dintre de la UAB i fora, pels sopars, Apolos, etc...! La uni sense vosaltres

no hauria estat el mateix, i estic molt contenta d’haver-vos conegut!
A toda mi familia, cada uno de ellos, por todo su amor y apoyo.

A mi tio Santi, por sus bromas, por su buen humor, por sus consejos para hablar en
publico que tanto me han ayudado! A I'’Angelina, per enrecordar-se de mi i guar-
dar-me tots els retalls dels diaris on parlen de cientifiques. A mi tio Funi, porque
siempre ha creido que fuimos los biotecnélogos los que creamos a Terminator. A mi
primo Javi, por animarme siempre con el doctorado y por demostrarme lo orgulloso
que esté de su prima pequefia (y yo de él!). A mi prima Elena, por su curiosidad en la
ciencia, por todas nuestras conversaciones sobre biologia, porque sé que lleva una
gran cientifica dentro. Por su apoyo e interés en esta tesis. Por las fiestas y conciertos

juntas!! A Maria, por ser una gran psicéloga y Dj!l

A mi tio Paco, esta tesis también es para ti. Por preguntarme durante todo el proce-
so, por creer en mi como cientifica, por tu apoyo incondicional. Gracias por ser un
tito tan genial y especial, por todo lo que hemos compartido sobre musica, peliculas,
series. Por demostrar que has sido y seras siempre un ejemplo de valentia y lucha.
Porque me hubiese encantado que ahora pudieses estar leyendo estas lineas. Te voy
a echar muchisimo de menos. A mi tia Angie, por ser la maravillosa persona que es,
una mujer luchadora, un ejemplo. Por todo el amor que transmite con sus abrazos.
Por preocuparse por mi, por confiar en mi. Gracias a los dos!!!

A mis abuelos, Papa Asensio y Mama Dolores, por todo. Por cuidarme tanto desde
pequefia. A mi abuelo por todos los paseos de ida y vuelta al colegio, por los ratos
en el parque. A mi abuela, mama Dolores, porque si ahora estoy escribiendo esto es
por ti, porqué me has guiado hasta aqui. Gracias por ser la mejor abuela del mundo,
supongo que es por eso que te echo tanto de menos. Porque has sido y seras siem-

pre mi referente.

110]



AGRADECIMIENTOS

A mi prima Eva, por ser como mi hermana mayor, otra referente y una gran amiga.
Por estar conmigo desde pequefia y ensefiarme tantas cosas. Gracias por todas tus
preguntas sobre ciencia, porque invitan a pensar (a veces muchisimo: “si piso muy
muy fuerte el suelo, jmato bacterias?”). Muchisimas gracias por el disefio y la ma-
quetaciéon de esta tesis, has hecho un gran trabajo, ha quedado preciosall! Eres
la mejor, y no lo digo porque seas mi prima, lo digo porque es la verdad. Muchas
gracias por toda tu ayuda y apoyo incondicional, en todo, y especialmente en estos
ultimos meses. A Victor, porque siempre, siempre, esta dispuesto a ayudar. Por ha-
cer los mejores cécteles del mundo. Por tus recomendaciones literarias desde que
era una adolescente. Por las conversaciones durante las cenas de nuestro “club del

|n

cocktail”. Por tu ayuda y apoyo con la tesis. A Emma y Marcel, por ser los niflos mas

preciosos, inteligentes y simpaticos del mundo!!!

A Mbnica, Sergio, Martin y Gemma, gracias por todo vuestro apoyo y dnimos! A la
familia de Argentina, porqué siempre os he sentido cerca.

A Fede, por compartir toda esta aventura juntos. Por ser mi mejor amigo. Por pensar
que “hematopoyética” era un insulto. Gracias por escuchar con atencién una y otra
vez todas mis presentaciones, cuando te hablo de cosas del laboratorio o cosas de
little scientist. Gracias por haber decidido hacer un doctorado en cerveza artesa-
na conmigo. Por convertir nuestro piso en una microcerveceria. Por nuestra actitud
cientifica, midiendo todos los pardmetros posibles de la cerveza. Gracias por estos
Ultimos meses, que auin siendo muy complicados (y no solo por la tesis), has estado
siempre a mi lado apoyandome. Es un placer hacer camino contigo.

A mis padres y a mi hermano, gracias por ser mi mayor apoyo, por todo lo que ha-
béis confiado en mi desde siempre. Si hoy estoy aqui, es gracias a vosotros. Mario,
el pequefio, estoy muy orgullosa de ti. Eres un gran enfermero y mejor personal Me
encanta que trabajemos en el mismo dmbito, que podamos compartir el mundo
de la hematologia. Estoy muy contenta de que hayas encontrado a Alejandra, tan
buena persona y también una gran enfermerall A ti, Papa, porque para mi eres el
mejor ejemplo de esfuerzo y dedicacién. Porque me has ayudado siempre que lo
he necesitado, me has apoyado y animado en todo. Porque los viajes en furgo con
vosotros son los mejores! Estoy muy orgullosa de ti, por todo, por tu esfuerzo con el
english (ya estoy libre para ayudartel). A ti, Mama, por ser mi ejemplo a seguir. Gra-
cias por ser la gran persona que eres, es admirable tu amor y dedicacién por todo.
Por tu apoyo incondicional, por saber perfectamente cémo estoy en todo momento,
por nuestras conversaciones. Por ser mi mejor amiga. Gracias por estos Gltimos me-
ses, eres una parte fundamental de todo esto. A los dos, gracias por ser los mejores
padres del mundo!!!

11



1 09002006060 040000000,V 3920900600009 ‘"-“.._-.m_v

o

INDICE

\
>

b

0o TH00¢ 0000800000000 ! 0LaloLol0
odolololololololelololololololelelololololololalolalelolodolol
PRI KDKIT odololodod oSodododolololololololollolololololololeiolo
N0GOG0GOGOGOCAGOGOGOTIGOGNNGOGOROGOGOGNGOGIGOLOGOGUGIGOGOGIGONGIGOGOGIGOG
vodollollololododotodolololololellololodolodolololololololelolodollodo
0GOGONOGOGOGOE D 0G0R0GOGOHOCOCOOTOTOUO 106000 G OGROGO
lololololololol 0 Wolalollolalollolololo lolododolodedododolol)
fodlotadololelololololelolololollololado
) 000000000000l ololol0l
00000000060 00000G0GAGAGNGAGH
D IGOGOGOGIEOTOGO
T TMTS TS T T TR TS TS
PRSI () ©ololololololo
506 O :.._.‘..,__.M Tolodolol
i < | I o | = r‘.—lv e | | . .
& YoSogololololololodotolo
(), {11 0
PP o660 0o 00 ._.-aa“_“m_ 0%
PR A I {1 P b
Lol ol0l0l0l 000!
DPG0G0H0H0GOG0; 0 OGOGOGOGIGOGOHOG
b ododololodod olotopolodolololodo
otodotololololololol 0ot elol 0l 0do
008G0G0G0GGNGOGEG0CNCOGOG0C0GIG0G
D : {
gy | 10
0GR 0GOGOROGOGO 0000 0GOGOROGON
NidanidatadnanaiaeiabanbaeLaNS
ORTO 0D SRIRIKIIKTS ot odododololol
SEGIRTNGREG RS 4 b ] B o ) Yk . 1 3 ) ) 3 ) ) A L0 ) 0 DR e ) )
lodototodolotodololotodol .A._.“_w.....” “_”._.“v._.c...:._.:.: “” “.. HIIRTKIKIN
1 0G000G0G0GOGOGOROCOCOGORORNCOCOGOGOROGOOGOGOCONONO .
._..._..._:_._._._.__..,.__.._.__.e_.:..__g“..,.M_W__.“"“_a.mw._.“"“...%.__.M"..,.M"“.e“"“_,““"“._.._.._..5-
|

.._.v..A_v._.-.._.ev._.-..‘.A_vz__-“:av.__":..s:.ste .a%.. _ _
_.._-._.v“_w._..“":aﬂ__...._.v _v__:_._,_...a_an"- ....._.._- v._.._ ._..,....._.._..*.._.e._..*....._.._ ._.._-._. ..:_.. ._.._.._.._... .._..._,..x_..i.
...__v..a;.._.:ﬁ.‘:ﬂ._,_.....;:..A._.._v....__.A._..:...:..a:..a_...a._..._...%....v.el_:..__..:...v,a:.._.,...:_.._, .
g. .._..__..a__:_.__....._:__“__.g.“__:_w__.“.,.._wm___..__.“...__.,.._..*._..A._.:._.._._.:._...._.._.__......._.._....._..,.._
_.M"w_v_“"“._‘“""_._muw...m_v A.-%e._._v.__...._...,...:.A_:a_.:_.._.“““.,.um_._._.,._.:_._,..._:_._a.%%._..'_.:a__:. .._.:a
_ .... @___._.‘.*_w_ii
_..%... _. :.__..__..__:.v._._.
:..‘__..___...__-“:__.:_._J._,_. . a
.v VA_UA.vAGA_ A_vA&'A__vA_VA_ A_VA__ A_ . A_VA*VA_U
_.:._._ ﬁ.__ .:e:..:
_._,...-__,_.._v___ . _._n_%.__A_,“"....A_.”._,.A._”.“"w_.
...__‘._a__._._,.._v._._* .._..
OQOROLOGOCOCOROCOTOTOD0 Yolololod
ololelolololololelololol
OH00 agogogototogetotadototol
DGOGOGOGOGOGOGOGOGOGO NGO O O
fodotololololollodollolelolololololololol
D000 ¢ P06 20260 L0 %H 20 0o Lo n
Yal0l00l0l0l0l60 00 l00le 0000l
DOl LU IS L L o LTS
Dolodol inodolololodotodoliolo
o ..,._.._w__:.,._.._v_,~.......A_.__..,._..._v““““.m"“m_w
(O3 - I
020lol0l0l0 aJodolotololelolodolol
IKIRIK] olotolodotololololo
KDKTKTKTHTKT .._.........v,__._v_,.“.w“"m“m"“m"%_ .*.....,_._%.a_,;_v__.._,...m_“__...?a__.Mﬂ.“uwmﬂw“"wmﬂmﬂwmw_
0080008000l 0l 0lalololol0lol0lol0l0lol0l o000 oo 0o lol0lole
iolololololololol ) KT
P Oh O OGOGOGOGOGOEOGOEORO IGO0
080208000 ) 000 ¢ 0002080080 L0¢0 080000000 lo ol
"“,._.."v““. afodololol K 000GBHAGIGIGEG0GEGOGER0RBGAGAGGIGIGHGAGH

100000606000 008 | o | pA0000
P03 | 2
H000G0G0GOG0G0GOG00 K 3
R ..
) Yododo! (0
00000000 opototolodotodododotolod
BRI Shibdedaadaasaeitiat
. DHIKIKIKI DR
R KT I KR T RIS OGOGOROCON0
batsiRadbatinIbsabatinibashing
K Nolololololododod :
RIS G000G0G00000G00AT0G00
0 KT TR I I TR KT
1000202000062696¢ {[)
aspsgegegecegaGetecegagegetacagecegagen
HOIOARIAGAGAGIGAGIGIGAGOGIGNGIGOGIGH
A_M. L P DT P ) P PR e 1 el e ) 2 ) e 1 D) ) e [] .,_‘. O
._~A.-__v.__wn_vevn.v.ev.n_vev%._-___~._vav.._-.ﬁev_s‘_ve- {; e~A_u“"““"“M_wn_vav.evm_:_ve-.e (b
000000000000
00 QUGOGGNGOGIGAGAGH
) . b
Y0000l 0800000
HaAGBG0R0G0G0GAGHG! 00000G0G0G0GNGO
b P00 02000060000 ]
MONOGOROROGOLOROCOOH0G
RIS ol
) .‘_...,_...._.___;_w_*....,,..._., O
T T Y T B ) 3 1 B 1 BT ) B ) B T ) { : 3 LRI B PR T B
oK MBGOGOGOGNGGOGOG0GNGOE 0GIG0G0R0GOG0
000 08 : :
KT TSTS R TSTHL Dolollol

2020202020200 0L0e 0002000 2020202020 2020 26 L0020 Yoo C0 Lo 2o Lo Lo o 2o,
R R T KSR KR e
M0G0 0;0;0G0G0G1G1G0G1GIGIEIGDEDGIGOGHGIGOGOGOGOGOGOGOGOGIGOGIGIGOGOGOGO



INDICE

INDICE

..3\..0.:.’. INTRODUGCCICON «eeeerereeeeeeeeeeeeremmmmmmmsennennsssssssscssesssssssssssessetssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
1. HEMATOPOYESIS ceeeeeessrerevvvvveeeceersrsssesssssssssssesecssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssses 23
2. NEOPLASIAS MIELOIDES +eveveeeeeeeeessseessrsrsssnereseesesssssesssssssssssssessesssssssssssssnnnses 25
3. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA eeeeeeeecsrsnnesmreeeeeessseseeaessassansereceesssssassesssnannnes 27

3.1, ASPECLOS GENMEIAl@S -+ trerstres et 27
3.2. Contexto hiStOrCo de 18 LIMIC -« ettt 29
3.3. Epidemiologia y etiologiar- e 30
3.4. Caracteristicas clinicas y diagnostico: - -t 30
3.5. indices prondsticos al diagndstico de la LIMC e 32
3.6. Enfoque clinico de la LIMC -+ ersssemsmmremmmneiss s 34
3.6.1. Tratamiento previo a la era de los inhibidores de la tirosina quinasa - 34
3.6.2. Inhibidores de la tirosina quinasa para el tratamiento de la LMC - 34
3.7. Respuesta a los inhibidores de la tirosina quinasa =« 40
3.7.1. Definicién de la respuesta y técnicas indicadas para su determinacion-- 40
3.7.2. Monitorizacién de la respuesta y recomendaciones de los expertos-- 44
3.8. Fallo de tratamiento a los inhibidores de tirosina quinasa =« 46
3.8.1. Mecanismos de resistencia a los inhibidores de tirosina quinasa - 46
3.8.2. Toxicidad e intolerancia a los inhibidores de tirosina quinasa -« 50
3.9. Discontinuacion del inhibidor de tirosina quinasa -« 52
3.9.1. Ensayos clinicos de discontinuacién y recomendaciones
e |05 EXPEITOS +++ s svsssssssrimsssisiasiss st as it sris s as s 52
3.9.2. Protocolo de discontinuacién del Institut Catala d'Oncologia »reeeee: 55
3.9.3. Pacientes candidatos a discontinuar el tratamiento:« e 57
3.10. Factores clinicos predictores de remision libre de tratamiento--«-«-wereeeeees 59
3.11. Mecanismos bioldgicos de persistencia de la LMC tras discontinuacion
Ol ErAAMIGIED «+++++eeererertrerurtrertrtrerietete et e ettt ettt 61
3.11‘1 . La Célula madre |eucémica de |a LMC ...................................................... 6’]
3.11.2. El papel del sistema inmunitario en la LMC «--eeeeeermmnemineinnee. 65
..'.:;'. HIPOTESIS Y OBUETIVOS +eeeeeereenemeeeeeeeeesaaaeeaaasansanereeeceessseseasesssssnmseseeeesssssessesssnnnnnes 70

1131



..g::% MATERIAL Y METODOS -+eeevveeeveresvescveseuessstesssessssessssesesesessessssesssessssessssesessesesees

TRABAJO I: Deteccion de SNPs en genes implicados en el metabolismo

y transporte de farmacos y relacionados con la respuesta a imatinib eeeeeeeeeeseeeeeeeeee.

1. PaCienteS y diseﬁo del eStUdiO ................................................................................
2. Procesamiento general de |as INYUEST S *+vrrrrrrrerrrrrererses ettt

3' Extraccién de| ADN y Cuantiﬂcacién .......................................................................

4. Genotipado de SNPs presentes en genes implicados en el metabolismo

y transporte de férmacos .........................................................................................
4'1' Estudio piloto: DMETTM Plus Microarray .......................................................

4.2. Estudio principal: 96.96 Dynamic Array™ integrated fluidic circuit (IFC)

Wlth SNP Type Assays ......................................................................................
5. Analisis de 105 datos ObtEnidog: - ettt
5.1. Estadisticos descriptivo e incidencias acumuladas: e

5.2. Anélisis de asociacién mediante herramientas bioinformaticas:-««+--«+-+---

TRABAJO II: Influencia de la longitud de los telémeros al diagndstico

de la LMC en la obtencién de la respuesta molecular profunda con imatinib«eeeeeeeee

1. Pacientes y diseﬁo de| estudio .................................................................................

2. Procesamiento de las muestras, extraccién del ADN y cuantificacion ««--eeeeeeee

3. Determinacién de la longitud de los telébmeros mediante monochrome

mu|tip|ex qPCR ..........................................................................................................

4. Andlisis estadistico de 108 atOg: -« rrrrrrrrrrmmemii

TRABAJO lll: Parametros clinicos y bioldgicos predictivos de recaida

post,suspensién del |TQ .......................................................................................

1. Pacientes y diseNO del @StUIO -+ reerrrrrrrrrrrr
2. Metodologia empleada en cada uno de los sub-estudios bioldgicos -
2.1. Determinacién de los transcritos de BCR-ABL1 mediante PCR digital -

2.1.1. Extraccién de ARN manual y sintesis de ADN

complementario (ADNC) i
2.1.2. Protocolo de PCR digital e

2.2. Anélisis y cuantificacién de la Side Population mediante

Citémica fUnCiOﬂal ..............................................................................................

2.3. Anélisis y cuantificacién de las células Natural Killer mediante

citometria de ﬂUjO ..............................................................................................

3. Anélisis estadl'stico de |OS datos ..............................................................................

INDICE

PAG.

14



INDICE

PAG.
TRABAJO [: Deteccion de SNPs en genes implicados en el metabolismo
y transporte de farmacos y relacionados con la respuesta a imatinib ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeee. 103
1 ESTUAIO PIIOTO +++rvseeess s 104
1.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio piloto e 104
1.2. Polimorfismos significativos en el anélisis de asociacion
para la cohorte del @StUdio PIlOTo: s e 104
2. Estudio de extensién para el andlisis de la asociacion entre SNPs
en genes ADME y la respuesta al tratamiento con imatinilo-«- e 107
2.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio de extensién -+ 107
2.2. Anélisis de asociacién de los polimorfismos con la respuesta a imatinib para
toda la cohorte de pacientes del estudio de extensidn - 109
2.3. Anélisis de asociacién mediante validacion cruzada e, 111
2.4. Anélisis de asociacion mediante test por permutaciones: -« 113
2.5. Incidencias acumuladas de RMM para cada SNP
estadisticamente SigNIfiCativo «« ettt 114
2.6. Anélisis e identificacion de haplotipos: e 117
2.7. Anélisis de las posibles interacciones entre los SNPs (epistasia)-«««--eeeee 19
TRABAJO II: Influencia de la longitud de los telémeros al diagndstico
de la LMC en la obtencién de la respuesta molecular profunda con imatinibeeeeeeeeeeees 120
1. Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes incluidos
en el eStUdiO .................................................................................................................. 120
2. Correlacién entre la delta-LT al diagnéstico y la obtencidon
de una respuesta molecular profunda a imatinib - weeesseeeermesseensns 122
3. Correlacion entre la delta-LT al diagndstico, los indices prondsticos
Y 12 1SOFOIME g 210 +++rrvsrrsrss st 125
4. Analisis UNIVariante y MUIIVArIANte - e 126
5. Correlacién entre la delta-LT y los hitos de respuesta molecular
indicados en |aS recomendaciones de |a ELN 2013 ................................................... 127

15



INDICE

PAG.
TRABAJO llI: Pardametros clinicos y biolégicos predictivos de recaida
POSt-SUSPENSION del [TQ sesesessesssustersesestusuststtsesissusiststtesenssstststssensasssssssssessassnss 130
1. Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes incluidos
N ] TrabD @] [+ eessessesssei s 130
2. Analisis de posibles factores clinicos predictores de recaida molecular - 134
3. Posibles factores bioldgicos predictores de recaida molecular -« 138
3.1. Determinacion de los transcritos de BCR-ABL1 mediante PCR digital -+ 140
3.1.1. Puesta a punto de 1a tCnica: - wwssrermssiemiisri 140
3.1.2. Cuantificacién absoluta de los transcritos de BCR-ABLT mediante
dPCR en pacientes que han discontinuado el tratamiento y comparacién
con los resultado obtenidos en la cuantificacion relativa mediante gPCR -+ 142

3.2. Estudio de las células de la Side Population y del inmunofenotipo
de |aS LSCS .................................................................................................................... 146
3.2.1. Estudio cuantitativo de la subpoblacién de células SPop
al diagnostico y durante el tratamiento con el [TQ e 148
3.2.2. Andlisis cuantitativo y caracterizacién inmonufenotipica
de la subpoblacién de células SPop en los pacientes que discontinuaron
el ErATAMNIENTO o vr e re e e 150
3.3. Analisis y cuantificacion de las células Natural Killer ---eeeeeeisins 153
3.4. Anélisis caso a caso: descripcion integrada de los diferentes pardametros

bioldgicos estudiados en los pacientes que presentaron recaida molecular

y comparacién con pacientes que mantienen la RLT, e, 156

3.4.1. Caso A: paciente n°8 (pérdida RMM) vs. paciente n°1 (RLT)---eeeeeeeeee 156

3.4.2. Caso B: paciente n°11 (pérdida RMM) vs. paciente n®12 (RLT) -+-weeeee 159

3.4.3. Caso C: paciente n°15 (pérdida RMM) vs. paciente n°10 (RLT)--w-w-eeo- 162

3.4.4. Caso D: paciente n°17 (pérdida RMM ) vs. paciente n°16 (RLT)-w------ 165

.:'.3: DISCUSICN +eesvessresssesssassaassasssasssasssasssasssasssassasssssssasssssssasssesssesssssssassasssssssasssasssassaes 168
1. Resistencia primaria a imatinib: el papel de la farmacogenética e 171

1.1. Polimorfismos en genes implicados en el transporte de imatinib
hacia el interior y el exterior de 1as células s 172
1.2. Polimorfismos en genes implicados en el metabolismo de imatinib--eo-- 177
2. La respuesta molecular profunda como requisito para la suspension
SEGUIA Al [TQrwwsseeerreessseee 182

16|



(X
g

INDICE

PAG.
3. La discontinuacién del ITQ: un nuevo objetivo terapéutico
y MUCHas AUAAs POT FESOIVET - ++rr-wssssrrremssseeriisi 187
3.1. Parametros clinicos predictivos de una remisién libre
O Hr Bt AIMIENTOEXIEOSE -+ eseserererererrtatentseietatetsthetetetetsthstetes et seete et se sttt 188
3.2. Biomarcadores predictivos de recaida tras discontinuacion =« 191
3.2.1. El papel de la PCR digital como herramienta
para el estudio de la enfermedad residual medible e 192
3.2.2. Las células de la Side Population y su posible papel en la recaida
tras |a diSCOntinUaCién .......................................................................................... 194

3.2.3. El papel de las células Natural Killer en el mantenimiento de la RLT -+ 197

CONCLUSIONES ++eeeeveressrereeeeeesesasaasssassssnsseeeeesssssssessssssnnmnseeeeesssssssessssnnnanseesessssssss 202
LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS:c+eeeeeeeessrrrsrrrrreeeeeeeersssesssssssssseseeeesesssssessssssnns 206
BIBLIOGRAFIA ceveveeeeeeeeeteereearnrrrrnereteteetereseeeessssnnssteteeesesssssesssssssenseeseesssssssssssssnne 208
ANEX(DS -evevvreveeeeereeseeaesasasasnnmeeeeeessssssesssssnnmnmreeeesesssssessasssnssnmmeseteessssssssassnnnnnnmneees 231

117



<)

ﬁ_.A.%.#.%ﬁﬂ.%ﬁ_ﬁaA_.%.A.%.Anﬁﬁﬁ%_ﬁ%_.A_.~_.~n.~_.~ﬁ.~_.A.%.A.%.A.A%ﬂ.%{.Aa#.u.ﬁ.u.A_.~_.A.Aﬁ.A%ﬁ.w_vﬁﬁ_s_ﬁ%_.A.%.A.%.A.%.W.Aa.A.Amﬁﬂﬁuﬁﬂ.%{raA.Aﬁ.#.m.ﬁ.%.#sv
060406 0G0GHGOGOGOGOGOGOGOGOGOGIGOGOGHGOGOGOGOGOGOGOGOGOGIGOGOGHGOGOGOGOGOG
adololololololololololololololololololololololololololololololalolodolallol)
alodololodololodololodololodolododololololololololotololotolololololol:Bol
podolololollololo iololollololodollolololollololololinlolotololololol:lol
oSolodollolololiollololololindolotolololotolollolololollololololinlolololololotol
10002602602626L26L26L20L20L2020L20L20L202020202020202602020202020202020202020202020 20
ololololololollofololololalolololelololololollodololololalololololololulololk
adodolalodollololololodololododololololololololololololololololololololo ol
) O OO O O O O O Oz O i O O s Ozn D2 (7 A.Am.u_.Am.ﬁ.#.ﬁﬁm.u%mﬁaAm.u_.Am.u_.nm.u%m.uﬂ.Am.ua&.ﬁ.&.m_ﬁm.ﬁ Am.m_gu_
lolodollololadollolololollololodollol
lolodollolololollolololollololololod
MC 0 ) PR R RO D) >
D20 2026206202020 20020 %

| .w.um.“
PRI

0 .
olol

i
A DRI )

~v Aﬁ < ~ < Aﬂ.A 10
Dol ololo {

.
IA.
00202620200 % )
020202020202020%0 2020202020200 20!
AT S T T LT AT ST S T T HL T T TS T HCTHC TS
ollofofolodololollofololodololollod

v

1
b

V.A
>

ABREVIATURAS

) PH OGO
0lolol .~mmwmn.m.. .
Jabotodofabatodololalods T DRI
< 1% DO Loty D OaOHOH0H
) Do Va; 0020260020020 oY
1208al00000lalololnlnlolnt
< A.u_.ﬂ.v b 000200
0802020200 10020202020
0a0glglglgl U8l lol
LS 12080000 Lo
Ve 0000000 V000 CoLoLaloLo Lo
002602020202602020L202020 000! D%
Jodololololotololololololololotolololol
0026026202020 2026202020260 26202020260 LoV
L 100202020020
ollalol ntatoGutolod:

00O 0000 0%
0086020200200 L0 0%
ﬁ%..vmﬁ..—e‘- 0090200020

v >
o
| >

060604040
ndololololo
Uﬁ.&aﬁ.&.@%ﬂav TS ~m.m_.~m. <1 TS TR TR TSR T
v%_v— m.#. A.A_.%ﬁ%_.ﬁ. . ) Av%_rmﬁﬂ.%ﬁﬂ Aﬁsﬁ.uﬁ@%_s_r
0020002006200 P00 2020202020202000¢
06002026202020L2026020202602020 202020 200
Yololalalolololololololalol ol
pogatogotoogagegogobogogogogotogododo
X 0ale000M000G000000G0H0M0G 0600
0000000600 AARRORG000G0G00 A
020202020202026026202602020 20202020202
R
04060604060 D) D0G0GOHOHE
odolinlololioliololotolodolotolollolololol
Yan e Wan Wan Ul NWaaFan\p VAV A‘.AV A‘.~v A‘.~v Aﬁﬁv Aﬂ.Av AﬁAv Aﬂ.A Aﬂ~v Aﬂ.~v Aﬂ.~v Aﬂ.Av Aﬂ.Av Aﬂ‘ Aﬂ.AV A‘. A_.Av A‘.AV .~v
002020008 vuAv.~v.~ﬁ.~n.ﬁ.~ﬂ.A.%.#.A_s_.A_.~_.~v.~@ra~_.A%_.A_.A_.%.Am.m.#.%{.‘ﬂ.#.%.#.A_.A%_.#.A‘ﬁ_ﬁ_.ﬂ.A_s_.mﬁ.%.#r%_f A_.Aa.ﬁﬁﬂ.#.%{.v
DURUGUGAGAGAGAGAGAGAGATATANNNNNNNNGNGHGEGNGNGNGOGOGOGORORORORARARARAGOGNG;
D) R D DD D D DR D R D D DS D R D DR DR D N D R DD DR D DD DD DD
00002026L202602620262620202026020202020202020260 20202602020 2020202020260 20!
06002620202020L2026L2020202026020260202620202020202620 2026020202026 202020 020
Sodollololololiodolololollololodollololololinlelotalolololotollolololollodolololos
SRR IR T KR T T IR T K DRI IR DK DRI T R TR T I TR T I
0202020202020 20202020L20260202020202026202602020 2020202020260 20202602020 Lo L0202
alololollololalollolololollolalololinlololalollolololollololololololotalollololn:
"Awﬁ“ﬁﬁﬂ.Am.AA.Aw.AA.Aw.AA.'v Aw.AAsm.A A‘. VAﬂ. Aﬁ.Amﬁﬂ.Am.M‘. Amﬁ‘. . AA. vAA. vM“ﬂ.Aﬂ. Aﬁ. AA. P> < vmﬂ‘mﬁﬂﬁguﬂ. Am.Mﬂ. AW.M‘. Aw.M‘.Aw.Mﬂﬁm.“ﬂﬁwﬂﬁ‘v

IRIPOROGIGOGOGe i OGOG0G000R000C
T T TR TR TSR T 0l020L00%0 0o L0laLa 0l

< () >



ABREVIATURAS

ACA: alteraciones citogenéticas adicionales

ADME: absorcién, distribucidn, metabolismo y eliminacién
ADNc: ADN complementario

ARNm: acido ribonucleico mensajero

CMP: common myeloid progenitor (progenitor comin mieloide)
CLP: common lymphoid progenitor (progenitor comun linfoide)
Ct: cycle threshold

CTL: cytotoxic T lymphocyte (linfocito T citotdxico)

DC: dendritic cells (célula dendritica)

DCV: Dye Cycle Violet

ddPCR: droplet digital PCR

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfato

dPCR: PCR digital

ELN: European LeukemiaNet

ELTS: EUTOS long term survival

ERM: enfermedad residual medible

FA: fase acelerada

FB: fase blastica

FC: fase crénica

FDA: Food and Drug Administration

GELMC: Grupo espafiol de leucemia mieloide crénica

HR: hazard ratio

HSC: hematopoietic stem cell (célula madre hematopoyética)
HT: halving time

HUGTIP: Hospital Universitario Germans Trias i Pujol

HWE: Hardy-Weinberg equilibrium (equilibrio de Hardy-Weinberg)
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ABREVIATURAS

IC95%: intervalo de confianza al 95%

ICO: Institut Catala d'Oncologia

INF-at: interferén-a

IS: escala internacional o international scale

ITQ: inhibidor de tirosina quinasa

ITQ-2G: ITQ de segunda generacién

KIR: killer-cell immunoglobulin-like receptors

LD: limite de deteccién

LIC: leukemia-initiating cell (célula iniciadora de la leucemia)
LMC: leucemia mieloide crénica

LPC: leukemic progenitor cell (célula progenitora leucémica)
LSC: leukemic stem cell (célula madre leucémica)

LT: longitud de los telémeros

MDSC: myeloid-derived suppressor cell
(célula supresora de origen mieloide)

MM: Master mix
MM-qPCR: monochrome multiplex gPCR
MO: médula 6sea

Mo-MDSC: monocytic myeloid-derived suppressor cell
(célula supresora de origen mieloide monocitica)

NGS: next generation sequencing (secuenciaciéon de nueva generacion)
NK: células natural killer (célula asesina natural)

NMP: neoplasias mieloproliferativas

NTC: non template control (control negativo)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OR: odd ratios (razén de probabilidades)
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ABREVIATURAS

PBMC: peripheral blood mononuclear cell
(célula mononuclear de sangre periférica)

Ph: cromosoma Filadelfia

PMN-MDSC: polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cell
(célula supresora de origen mieloide polimorfonucleada)

gPCR: real-time quantitative polymerase chain reaction
(reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real)

RMM: respuesta molecular mayor
RHC: respuesta hematolégica completa
RCC: respuesta citogenética completa
RM: respuesta molecular

RMP: respuesta molecular profunda
RM4: respuesta molecular grado 4

RLT: remisién libre de tratamiento

RMT: respuesta molecular temprana

SNP: single-nucleotide polymorphism
(polimorfismos de un sélo nucledtido)

SLE: supervivencia libre de evento

SLP: supervivencia libre de progresién

SLR: supervivencia libre de recaida molecular

SP: sangre periférica

SPop: Side Population

Tm: melting temperature (temperatura de fusion)
TLE: tampon de lisis eritrocitaria

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

Treg: regulatory T cell (células T reguladoras)
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INTRODUCCION

1. HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es un proceso fisiolégico constante y dindmico que da lugar a la
formacién y desarrollo del repertorio de células sanguineas. En los organismos verte-
brados, la hematopoyesis se inicia durante el desarrollo embrionario y la localizacién
de este proceso pasa por diferentes etapas para acabar asentandose, en la edad
adulta, en la médula 6sea (MO) de los huesos planos, como el esternén, la pelvis, las
vértebras y las costillas. Cada dia, el sistema hematopoyético de un adulto sano pro-
duce alrededor de un trillén de células nuevas de la sangre con diferentes funciones.
A pesar de que aun hay muchos aspectos desconocidos sobre la hematopoyesis,
existe un amplio consenso en que es un proceso jerarquizado que se inicia a partir de
una pequefia poblacién de células madre hematopoyéticas (en inglés, hematopoie-
tic stem cell, HSC). Estas células tienen la capacidad de autorrenovarse indefinida-
mente, y es por ello que en inglés son conocidas como long-term repopulating HSC.
Ademés, son capaces de diferenciarse para dar lugar a las células de los distintos

linajes hematopoyéticos [1] (Figura 1).
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Figura 1. Jerarquia celular de la hematopoyesis humana. LT-HSC, long-term hematopoietic stem cell
(célula madre hematopoyética a largo plazo); MPP, multipotent progenitor (progenitor multipotente);
LMPP, lymphoid-primed MPP (MPP de pre-instruccién linfoide); ELP, early lymphoid progenitor (progenitor
linfoide temprano); CLP, common lymphoid progenitor (progenitor comtn linfoide); CMP, common mye-
loid progenitor (progenitor comin mieloide); MEP, megakaryocyte-erythrocyte progenitor (progenitor de
megacariocitos y eritrocitos); GMP, granulocyte-macrophage progenitor (progenitor de granulocitos y ma-
créfagos); MDP, monocyte-dendritic cell progenitor (progenitor de monocitos y células dendriticas); CDP,
common dendritic progenitor (progenitor comin dendritico). Adaptada de Rieger y Schroeder, 2012 [1].
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INTRODUCCION

La mayoria de HSC se encuentran en un estado quiescente y cuando se activan, se
inicia la diferenciacion celular. Durante este proceso, la HSC pierde su capacidad de
autorrenovacién y da lugar a los progenitores multipotentes (en inglés, conocidos
como short-term repopulating multipotent progenitor), que conservan todavia el po-
tencial para dar lugar a los diferentes linajes hematopoyéticos. Estas células seran
entonces capaces de diferenciarse en progenitores comunes mieloides (en inglés,
common myeloid progenitors, CMPs) y progenitores comunes linfoides (en inglés,
common lymphoid progenitors, CLPs), y ello dependera de la expresion de factores
de transcripcién especificos de cada linaje. De los CMPs derivan las células del linaje
mieloide: monocitos, granulocitos, eritrocitos y megacariocitos. De los CLPs derivan
las células del linaje linfoide: linfocitos T, linfocitos B y células Natural Killer (NK). No
obstante, la diferenciacién hematopoyética es mucho mas compleja y las mismas
células de un linaje pueden originarse a través de diferentes progenitores y vias de
diferenciacion (Figura 1) [1]. La transicion/diferenciacién de una HSC hacia uno u otro
linaje depende tanto de factores intrinsecos (factores de transcripcién, reguladores
epigenéticos, reguladores del ciclo celular y proteinas reguladoras de la division ce-

lular) como extrinsecos (derivados del micro-ambiente).

Posibles defectos en este complejo proceso de regulaciéon y diferenciacién, como
por ejemplo la adquisiciéon de mutaciones o cambios en las vias de sefializacion,
pueden provocar la transformacion de HSCs normales en células malignas, dando
lugar a neoplasias hematolégicas [2].

De todas las alteraciones producidas en el proceso de la mielopoyesis (mecanismo
de generacién y desarrollo de las células del linaje mieloide) se derivan las neo-
plasias mieloides. Por el contrario, si las alteraciones se dan en el proceso de la
linfopoyesis (proceso de formacién de las células del linaje linfoide), se derivan las

neoplasias linfoides.

La introduccién de esta tesis se focalizara en las neoplasias mieloides y, mas concre-
tamente, en la leucemia mieloide crénica (LMC), motivo de estudio de la presente

Tesis Doctoral.
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INTRODUCCION

2. NEOPLASIAS MIELOIDES

Las neoplasias mieloides son un grupo heterogéneo de hemopatias que se caracteri-
zan por una expansion anormal de células del linaje mieloide, alteraciones en la dife-
renciacion celular o una mezcla de ambas. Su origen tiene lugar como consecuencia
de un proceso complejo que incluye diversas etapas; la acumulacién de lesiones
genéticas y epigenéticas en las HSCs y los progenitores mieloides, lo cual lleva a la
alteracion de procesos clave como una autorrenovacion defectuosa, el bloqueo de

la diferenciacién o una proliferaciéon excesiva [3].

Las neoplasias mieloides se clasifican segin los criterios de la Clasificacién de Tu-
mores Hematoldgicos y Tejidos Linfoides de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), publicada por primera vez en 2001 (OMS 2001) y actualizada posteriormente
en 2008 (OMS 2008) y en 2017 (OMS 2017) [3-6]. Esta clasificacion de las neoplasias
hematoldgicas se basa en las caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas e inmunofe-
notipicas de cada enfermedad en la MO y la sangre periférica (SP), e incorpora cada
vez més caracteristicas genéticas especificas.

De acuerdo con la clasificacién de la OMS 2017, utilizada en esta tesis, las neoplasias

mieloides se dividen en 6 categorias principales, todas ellas descritas en la Tabla 1.
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INTRODUCCION

3. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

3.1. Aspectos generales

La LMC es una neoplasia hematoldgica clonal que se incluye, desde la clasificacion
de la OMS de 2008, dentro del grupo de las neoplasias mieloproliferativas (NMP).
A nivel clinico, se caracteriza por una expansién descontrolada de células de linaje
mieloide en la MO, en la SP y en otros érganos como el bazo.

El origen molecular de la LMC tiene lugar en una translocacién reciproca entre los
brazos largos de los cromosomas 9 y 22, denominada t(9;22)(q34.1;911.2), que da
lugar a la formacién del cromosoma Filadelfia (Ph) (Figura 2). Esta translocacion
tiene como resultado la fusién de 2 genes: el gen BCR (Breakpoint Cluster Region),
situado en el cromosoma 22 (region q11.2), y el gen ABL1 (Abelson), en el cromoso-
ma 9 (regidn g34.1). Esta fusion da lugar a la formacién del oncogén BCR-ABL1 [8].
El producto de este oncogén es la proteina tirosina quinasa BCR-ABL1, que est4
constitutivamente activa.

Cromosoma 9
normal

Cromosoma 22 Cromosoma
normal Filadelfia

 22911.2 (BCR)

p— 22q11.2 (BCR) N 9u34.1 (ABL)
q34.

—— 9q34.1 (ABL)

Figura 2. Esquema de la formaciéon del cromosoma Filadelfia (Ph).
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La tirosina quinasa BCR-ABL1 puede tener diferentes transcritos, que dan lugar a
diferentes proteinas de fusién, dependiendo del punto de ruptura de los genes BCR
y ABL1T en el momento de la translocacién. El punto de ruptura en el gen ABLT es
constante y se da entre los exones 1b y 2. En cambio, el punto de ruptura en el gen
BCR varia: en la mayoria de los pacientes con LMC (98%), se sitta en la regién mayor
(Major-breakpoint cluster), una regién de ~3 kb entre los exones 13y 14. Si el pun-
to de ruptura se da en el exén 13, el transcrito resultante sera el e13a2 (e13 por el
gen BCRy a2 en referencia al gen ABL1). En cambio, si el punto de ruptura es en el
exdén 14, el transcrito resultante seré el e14a2. Ambos transcritos se traducen en una
proteina de 210 kDa (p2108<®4BL"). No obstante, el punto de ruptura en BCR también
puede darse en la regién menor (minor-breakpoint cluster), situada en el intrén 1,
dando lugar al transcrito e1a2 que codifica para la proteina p1908®4E-1. Por Gltimo,
si el punto de ruptura en BCR se da en el exén 19 (regién llamada p-bcr), aparece el
transcrito e19a2, que da lugar a la proteina p2308“**8" (Figura 3). La proteina p210
es la mas frecuente en los pacientes con LMC, aunque también existe una baja pro-
porcién de pacientes con LMC (2%) que presentan la proteina p190 (suelen cursar
con monocitosis) o p230 (en la que predomina la neutrofilia).

ABL

i i
IR an

BCR

meber M-ber weber
i ‘ v v v
a1 [ e6 a7 12 a4 216 18 ed =)
| f ] ‘ l o15 | efrpes § |
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Figura 3. Esquema de los puntos de ruptura mas frecuentes del reordenamiento BCR-ABL1. El gen
ABLT contiene 2 exones 5' “alternativos” (llamados 1b y 1a), seguido de 10 exones “comunes” llamados
a2-a11 (recuadros verdes oscuros). El gen BCR contiene un total de 23 exones, aunque en esta imagen
Unicamente se muestran los exones e1, e12-e16 y el €23. En el caso de la LMC, la ruptura en BCR nor-
malmente se da entre los exones e13 (b2) y e14 (b3), o entre los exones e14 (b4) y e15 (b4). Pero en una
minorfa de pacientes, la ruptura de BCR se puede dar entre el exdén 1y exén 2 o entre el exén 19 y exén
20. m-bcr; minor-breakpoint cluster; M-bcr, Major-breakpoint cluster. Adaptada de Mughal et al, 2016 [9].
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Se ha sugerido que la formacién del cromosoma Ph tiene lugar en la HSC. Tras la
adquisicion del cromosoma Ph por parte de una HSC, en la MO co-existen dos ti-
pos celulares: la HSC (no maligna) y la célula madre leucémica (en inglés, leukemic
stem cell, LSC), que ha adquirido la translocacién. Debido a la sefal proveniente del
oncogén BCR-ABL1 en las LSC, se produce una migracién de células progenitoras
leucémicas (en inglés, leukemic progenitors cells, LPC) de la MO hacia la SP, donde
su supervivencia pasa a ser oncogén-dependiente. Esta supervivencia mediada por
BCR-ABL1 pasa por la activacién de vias de sefalizacion como JAK/STAT, PI3K/AKT,
PI3K/mTOR y RAS/MEK, entre otras [10]. Las LPCs expresan elevados niveles de
transcritos BCR-ABL1 y de éstas derivan el resto de células malignas detectadas al
diagnéstico de la LMC.

La transformacion leucémica resultante conduce a una notable expansién de los pro-
genitores eritroides, granulociticos y megacariociticos, con una disminucién de la
sensibilidad de éstos a la regulacion del proceso de la hematopoyesis.

3.2. Contexto histérico de la LMC

A principios del siglo XIX, la LMC fue reconocida como entidad clinica caracterizada
por esplenomegalia (aumento del tamafio del bazo) y leucocitosis. Casi 100 afios
después, en 1960, los investigadores Nowell PC y Hungerford DA, describieron una
anomalia en el grupo de cromosomas G (cromosomas 21, 22, Y) de las células de
pacientes con LMC; esta anomalia fue llamada cromosoma Ph, ya que el descubri-
miento tuvo lugar en el estado de Filadelfia, Estados Unidos [11]. Posteriormente,
en 1973, Janet Rowley demostré6 mediante el método de citogenética por tincién
de bandas G, que este cromosoma Ph era resultado de una translocacién reciproca
entre los cromosomas 9 y 22 [12]. No obstante, no fue hasta 1980 que se identificd
la oncoproteina resultante de esta translocacion; la tirosina quinasa BCR-ABL1, res-
ponsable de la hemopatia [13-16]. Como consecuencia, esta oncoproteina fue re-
conocida como diana terapéutica y ello derivé en el desarrollo de los inhibidores de
tirosina quinasa (ITQs), que cambiaron completamente el curso clinico y prondstico
de la LMC. Gracias a la introduccién de los ITQs en la préctica clinica diaria, la LMC
ha pasado de ser una hemopatia incurable (la supervivencia mediana era antigua-
mente de 5 a 7 afos), a ser una hemopatia con una esperanza de vida similar a la de
la poblaciéon general, al menos en paises occidentales [17]. En definitiva, la aparicion
de los ITQs ha mejorado sustancialmente el prondstico de la LMC y ha aumentado
significativamente su prevalencia (se espera que en el afio 2050 la prevalencia sélo
en Estados Unidos sea de 181.000 casos) [18].
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3.3. Epidemiologia y etiologia

La LMC es una enfermedad rara con una incidencia de uno-dos casos por cada
100.000 habitantes/afio. Afecta algo mas a los varones y la media de edad al diag-
nostico se sitla alrededor de los 50-60 afios, aunque puede darse a cualquier edad
[19,20]. La incidencia anual aumenta con la edad, desde <0,1 casos por cada 100.000
en nifios hasta 22,5 casos por cada 100.000 en adultos. No se ha documentado nin-
guna variacion significativa en la incidencia en cuanto a etnia o localizaciéon geogréfi-
ca, aunque si se ha observado una relaciéon entre un diagnéstico a edades tempranas
y un bajo nivel socioeconémico [6].

Los factores que predisponen al desarrollo de la LMC son desconocidos. Solo la
exposicion a elevada radiacion ha sido relacionada con la aparicion de esta neopla-
sia, sobre todo entre los supervivientes de bombas atémicas. Al contrario que otras

NMPs, hay muy poca, o casi ninguna, predisposicién hereditaria [6].

3.4. Caracteristicas clinicas y diagndstico

Alrededor del 50% de los pacientes diagnosticados de LMC estan asintométicos en
el momento de la presentacion de la enfermedad y, en muchos de los casos, la LMC
es detectada casualmente en analiticas de control o exdmenes fisicos realizados por
otros motivos.

Normalmente, el primer hallazgo que sugiere la existencia de una LMC se observa
en el hemograma, que pone de manifiesto una hiperleucocitosis con presencia de
granulocitos inmaduros, mielocitos, metamielocitos, blastos en algunos casos, una
eosinofilia y basofilia caracteristicas y una no infrecuente trombocitosis. En el examen
fisico, un 40-50% de los pacientes presenta esplenomegalia. Ante la sospecha de la
existencia de una LMC, el elemento clave para su diagnéstico es la deteccién del
cromosoma Ph mediante técnicas de citogenética convencional, junto con la pre-
sencia del reordenamiento BCR-ABL1 en SP o MO, mediante técnicas de biologia
molecular o de hibridacién in situ fluorescente.

El aspirado de médula ésea es esencial tanto para realizar los estudios citogenéticos
como para la evaluaciéon morfolégica necesaria para confirmar la fase de la enfer-
medad. En esta Ultima, se suele ver una MO hipercelular con marcada proliferacién
granulocitica, los megacariocitos son mas pequefios de lo normal y con un nucleo
hipolobulado. La cifra de blastos y baséfilos y la presencia o no de enfermedad extra-
medular permite determinar en qué fase se encuentra la enfermedad al diagndstico:
fase crénica (FC), fase acelerada (FA) o fase blastica (FB).
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Fase croénica

La LMC suele debutar en un 90%-95% de los casos en FC, fase en la que los sinto-
mas pueden ser facilmente controlables con los ITQs. Los pacientes suelen presen-
tar anemia y esplenomegalia, asi como astenia, sudoracién nocturna, pérdida de
peso y malestar generalizado. Otros sintomas menos frecuentes son las hemorragias
por disfuncién plaquetaria (hemorragias retinianas o ulceras a nivel gastrointestinal),
trombosis (asociado a trombocitosis y/o leucocitosis), hepatomegalia (~10% de los
casos) y priapismo.

El diagndstico de la LMC en FC se establece por el hallazgo de leucocitosis en SP
(media: ~80 x 10°/L), donde destaca sobretodo la proporcién de neutréfilos y formas
mas inmaduras de la linea granulocitica. Es comin también la presencia de basofiliay
eosinofilia. El nimero de plaquetas puede ser normal o aumentado, incluso superior
a 21000 x 10%/L. En la FC, los blastos normalmente representan <2% del total de
células de la SP y <5% de la MO.

Fase acelerada y fase blastica

Si los pacientes no son tratados o si el tratamiento no es suficientemente eficaz, la
enfermedad puede progresar a una FB, siendo a veces precedida por una FA. Exis-
ten controversias en la definicion de ambas fases por parte de las diferentes clasifi-
caciones, como la de la OMS o la de la European LeukemiaNet (ELN). En cuanto al
numero de blastos en la FA la OMS indica que debe ser entre un 10-19% mientras
que la ELN sube el porcentaje a 15-29%. Y en relacién a la FB, la OMS establece el
diagnéstico a partir de un 20% de blastos mientras que la ELN lo establece a partir

del 30% [21].

Es importante destacar que la FB de la LMC es una de las hemopatias mas agresivas
y de peor prondstico conocidas, siendo la mediana de supervivencia inferior al afio
si no se realiza un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) alogénico. Cli-
nicamente, se produce un rapido deterioro del estado general del paciente por una
invasion de células blasticas en la SP, la MO y ocasionalmente otros érganos.

Los blastos que aparecen en la FB suelen ser de origen mieloide (llamada FB mieloi-
de) y un 25% de los casos expresan un fenotipo linfoide, generalmente de estirpe B
(lamada FB linfoide). Ademas, en el 50-80% de los casos se describen alteraciones
citogenéticas adicionales (ACA) como por ejemplo la adquisicion de un cromosoma
Ph adicional, la trisomia 8, la trisomia 19 y/o el isocromosoma 17q, entre las mas

comunes.
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3.5. indices pronésticos al diagnéstico de la LMC

Para estimar la supervivencia de los pacientes con diagnéstico reciente de LMC se
han utilizado clasicamente tres indices prondstico, el Sokal, el EURO (Hasford) y el
EUTOS (European Treatment and Outcome Study). Todos ellos se basan en factores
clinicos y hematoldgicos [22-24].

El indice Sokal fue descrito en 1984 en pacientes en fase no blastica y tratados, en su
gran mayoria, con busulfan. Posteriormente, se ha validado su influencia pronéstica
en pacientes tratados con ITQs. Este indice ha sido el més utilizado durante afios.
El indice EURO (Hasford), fue descrito en pacientes tratados con interferén, pero
posteriormente no ha sido validado en pacientes tratados con ITQs. Por otro lado,
el indice EUTOS fue el primero en desarrollarse a partir de una cohorte de pacientes
con LMC en FC y tratados con imatinib (primer ITQ disponible) y al ser disefiado
tomando como objetivo la probabilidad de alcanzar una RCC a los 18 meses (a corto
plazo), la edad del paciente no influye en su capacidad pronédstica.

Actualmente, y gracias a la eficacia de los ITQs, la mayoria de pacientes mueren por
causas diferentes a la LMC. Es por ello que se ha establecido un nuevo indice para
predecir la probabilidad de morir por LMC: el EUTOS Long Term Survival (ELTS).
Este indice, desarrollado con una serie de pacientes tratados con ITQs, usa los mis-
mos parametros que el Sokal (hematoldgicos, presencia o no de esplenomegalia y
edad del paciente), pero reajustando el peso que se otorga tanto a las plaquetas
como a la edad, de manera que con el indice ELTS son menos los pacientes incluidos
en los grupos de riesgo intermedio y alto, en comparacién con el indice Sokal [25].

En la Tabla 2 se detalla cémo se realiza el calculo de todos estos indices prondstico

y la definicién y puntuacién de cada grupo de riesgo.

Hoy en dia, los expertos recomiendan el uso del indice ELTS como predictor de su-
pervivencia ya que la gran mayoria de pacientes con LMC son tratados con ITQs y

suelen morir por causas diferentes a la LMC [26].
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Tabla 2. Célculo de los diferentes indices y definicién de los grupos de riesgo.

. . DEFINICION
INDICE CALCULO DE LOS GRUPOS DE RIESGO
Exp [0,0116 x (edad en afios - 43,4) Riesgo bajo: <0,8
+ 0,0345 x (tamafo bazo en cm -7,51) . . -
Sokal + 0,1889 ([recuento de plaquetas/ 7001 - 0,563) Riesgo intermedio: 0,8-1,2
+ 0,0887 x (recuento de blastos en SP - 2,10)] Riesgo alto: >1,2
0,666 x (edad en afos, solamente si >50) Riesgo bajo: <780
+ 0,042 x (tamafio bazo en cm)
EURO + 1,0956 x (plaquetas si >1500) Riesgo intermedio: 781-1480
(Hasford) | + 0,0584 x (recuento de blastos en SP)
+ 0,20399 x (porcentaje basdfilos si >3%) . .
+ 0,0413 x (porcentaje eosindfilos) Riesgo alto: >1480
4 x (tamafo del bazo en cm) Riesgo bajo: <87
EUTOS . e
+ 7 x (porcentaje basofilos) Riesgo alto: >87
0,0025 x (edad en afios/10)* Riesgo bajo: <1,5680
+ 0,0615 x (tamafo bazo en cm) . . -
ELTS +0.1052 x (recuento de blastos en SP) Riesgo intermedio: 1,5680-2,2185
+ 0,4104 x (recuento de plaquetas/1000)°> Riesgo alto: 2,2185

Exp: exponencial

SP: sangre periférica
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3.6. Enfoque clinico de la LMC

3.6.1. Tratamiento previo a la era de los inhibidores de la tirosina quinasa

A principios del siglo XX, el objetivo terapéutico de la LMC era controlar la sinto-
matologia, en lugar de influir en la biologia de la enfermedad. Tratamientos como
la irradiacion del bazo y, posteriormente, los agentes citotéxicos como el busulfan
(alquilante) o la hidroxiurea (inhibidor de la reductasa ribonucleétida), mejoraban en
cierto grado las cifras hemoperiféricas asi como la sintomatologia, pero en ningin
caso retrasaban o evitaban la progresion de la enfermedad a fases més avanzadas
(habitualmente a los 4-5 afios desde el diagndstico). Con busulfan se observé una

mayor proporcién de FB debido a que tenia capacidad mutagénica.

Mas tarde, en 1970, dos estrategias terapéuticas totalmente diferentes como el in-
terferdn-a (INF-a) y el TPH alogénico, demostraron no solo tener una influencia en la
biologia de la enfermedad (reduccién del porcentaje de metafases Ph-positivas) sino
también una mejora en la supervivencia de los pacientes [27].

El INF-a es capaz de inducir una remisién citogenética completa (es decir, 0% de
cromosomas Ph en la MO) en un 10-15% de los pacientes. En comparacién con el
busulfan y la hidroxiurea, el INF-a aumenté la esperanza de vida de 12-18 meses a
6-7 afios. No obstante, su administracion subcutdnea y los efectos secundarios de
este tratamiento disminuian la calidad de vida de los pacientes, limitando su uso a
largo plazo. El mecanismo de accién del INF-a no es del todo conocido, pero se sabe
que tiene un efecto inmunomodulador. Hoy en dia este efecto esté siendo evaluado
en combinacién con los ITQs con el objetivo de optimizar la respuesta a los mismos.

El TPH alogénico ha sido hasta hace poco la Unica estrategia terapéutica curativa
para la LMC. En los afios 80 era el tratamiento de primera linea en pacientes con
LMC en FC o FA candidatos y con donante disponible. Los pacientes en fases avan-
zadas recibian previamente quimioterapia intensiva con el objetivo de retornar a una
FC antes de proceder con el TPH alogénico. No obstante, la gran eficacia de los ITQs
en el tratamiento de la LMC ha hecho que hoy en dia este procedimiento se reserve
para aquellos pacientes que han fracasado a varios ITQs o que evolucionan a fases
avanzadas.

3.6.2. Inhibidores de la tirosina quinasa para el tratamiento de la LMC

Existen distintos tipos de ITQs para el tratamiento de la LMC y la eleccién del me-
jor tratamiento en cada caso viene determinada por las caracteristicas del paciente
(edad y comorbilidades) y de los ITQs (eficacia, perfil de toxicidad temprana o tardia
y coste econdmico).
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Actualmente, hay cuatro ITQs aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)
y la European Medicines Agency para el tratamiento de la LMC en primera o més
lineas: imatinib, dasatinib, nilotinib y bosutinib.

Ademés, existen otros 2 ITQs, Ponatinib y Asciminib; ponatinib estd aprobado para
su uso en pacientes resistentes a ITQs de segunda generacién (ITQ-2G) y cuando
existe la mutaciéon T315l. Asciminib estd pendiente de aprobacién en pacientes re-

sistentes a varios ITQs.

A continuacién, se describen estos ITQs en mayor detalle:

Imatinib

Imatinib (STI571, Gleevec/Glivec), desarrollado por la farmacéutica Novartis, fue el
primer ITQ en recibir la aprobacién de la FDA para el tratamiento de los pacientes
con LMC en FC. Actla a través de la inhibicion competitiva del sitio de unién a ATP
(dominio quinasa) en la conformacién inactiva de la proteina ABL1 (Figura 4), lo que
resulta en la inhibicién de la fosforilacién de proteinas implicadas en vias de trans-
duccion de sefial y finalmente, en la muerte celular.

Figura 4. Molécula de imatinib (en rojo) unida a la proteina quinasa BCR-ABL1 (en verde).

El primer ensayo clinico llevado a cabo con imatinib fue el International Randomized
Study of Interferon and STI571 (IRIS), que comparé el efecto de imatinib frente a una
combinaciéon de INF-a y bajas dosis de citarabina. Este ensayo clinico supuso una
gran revolucién en la LMC, ya que imatinib demostré una tasa de supervivencia libre
de evento (SLE) del 81% y una tasa de supervivencia libre de progresién (SLP) del
92%, ademas de mayores tasas de respuesta citogenética y molecular. Con imatinib,
las tasas de respuesta molecular mayor (RMM), definida como una reduccién de los
transcritos de BCR-ABL1 por debajo del 0,1%, son entre el 18-58% durante el primer

afo de tratamiento [28].
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La dosis estandar de imatinib es de 400 mg/dia y hoy en dia se prefiere un cambio
de ITQ a administrar dosis mas altas; en FC se podria plantear dar una dosis de 300
mg/dia en caso de intolerancia leve, siempre y cuando la respuesta sea éptima.

No existen contraindicaciones para el tratamiento con imatinib, aunque aquellos pa-
cientes que presentan una fracciéon de eyecciéon reducida y un filtrado glomerular
bajo deben seguir un control mas estricto para evitar un empeoramiento de la fun-
cién cardiaca y renal [28]. Las causas mas frecuentes de intolerancia son debidas a
problemas gastrointestinales, retencién hidrica, dolores musculares, erupcién cuté-
nea y fatiga [29]. Las tasas de suspension de imatinib debido a una respuesta subop-

tima o a posibles toxicidades en un periodo de 5 afios varian entre un 37% y un 50%.

Imatinib es un farmaco metabolizado por el citocromo P450, principalmente por la
isoenzima CYP3A4. Ademas puede inhibir de forma competitiva el metabolismo de
farmacos que son sustratos de CYP2C9, CYP2C19, CYP2Dé y CYP3A4, y es sustra-
to del transportador hOCT1 (SLC22A1), de ABCB1 (glicoproteina P) y de ABCG2
(BCRP2). Todo esto hace que sea susceptible de presentar interacciones farmacolé-
gicas cuando se administra concomitantemente con otros farmacos, especialmente
cuando se administran potentes inhibidores o inductores enzimaticos, lo que puede
comprometer la eficacia y seguridad del farmaco [30].

En 2018 aparecié el genérico de imatinib, por lo que se ha convertido en el farmaco

mas coste-efectivo y accesible para tratar la LMC.

Dasatinib

La identificacion de mutaciones en el dominio quinasa de BCR-ABL1 como causa
mas frecuente de resistencia a imatinib, promovié el desarrollo de ITQs més potentes
con eficacia especifica contra ciertas mutaciones.

Uno de ellos es Dasatinib (BMS-354825, Sprycel), desarrollado por la farmacéutica
Bristol-Myers Squibb, un ITQ-2G més potente que imatinib [31]. Actla de manera
dual inhibiendo tanto la familia de tirosina quinasas Scr como ABL1, por lo que in-
hibe otras vias de sefializacién que pueden ser criticas para la supervivencia de la
célula. Ademads, es capaz de unirse tanto a la conformacién inactiva como a la con-
formacién activa del dominio quinasa de ABL1 [32]. Inicialmente fue usado en pa-
cientes resistentes a imatinib pero el ensayo clinico fase Ill DASISION demostré que
dasatinib presentaba una mayor eficacia en primera linea que imatinib, siendo capaz
de inducir respuestas mas rapidas y profundas. En concreto, a los tres meses, el 84%
de los pacientes tratados con dasatinib consiguié una reduccién de los transcritos de
BCR-ABL1 igual o inferior al 10%, comparado con el 64% de los pacientes tratados
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con imatinib [33,34]. No obstante, las tasas de SLE y SLP fueron similares a imatinib,

asi como el porcentaje de pacientes que cambiaron de tratamiento a los 5 afios [35].

La dosis aprobada para el tratamiento de pacientes con LMC en FC es de 100 mg/dia
y de 70 mg/12 horas para pacientes en fases avanzadas. Una dosis de 50 mg/dia
parece ser igualmente efectiva, reduciendo los posibles efectos secundarios [36].

Dasatinib presenta toxicidad pulmonar (derrame pleural e hipertensién pulmonar),
por lo que esta contraindicado en pacientes con antecedentes de problemas respi-
ratorios graves [34].

En cuanto a su farmacocinética, la via de metabolizacién de dasatinib es hepatica, es-
pecialmente a través de la isoenzima CYP3A4 y es sustrato del transportador ABCB1
y ABCG2. Tiene actividad inhibidora sobre las isoenzimas CYP2C8 y CYP3A4 [37].

Nilotinib

Otro ITQ-2G es Nilotinib (MN107, Tasigna), desarrollado también por Novartis. Nilo-
tinib es un anédlogo estructural de imatinib de mayor potencia que, como dasatinib,
fue usado inicialmente en pacientes resistentes a imatinib. Posteriormente, su gran
eficacia en primera linea fue demostrada en el ensayo clinico ENESTnd, en el que
se obtuvieron mayores tasas de respuesta citogenética y molecular que con imatinib
[38]. Ademas, nilotinib demostrd ser superior a imatinib en todas las categorias de
riesgo del indice Sokal, reduciendo en mayor grado las tasas de transformacion a FA
o FB de los pacientes con riesgo intermedio o alto. No obstante, las tasas de SLE y
SLP entre nilotinib e imatinib fueron similares [39]. No se disponen de datos de efi-
cacia en pacientes con LMC en FB, por lo que es el Unico ITQ que no estd indicado
en esta fase de la enfermedad.

La dosis aprobada para el tratamiento con nilotinib en primera linea es de 300 mg/12
horas, y de 400 mg/12 horas como tratamiento de segunda linea.

Con nilotinib existe un mayor riesgo de eventos cardiovasculares comparado con
imatinib (10-15% vs 2,5%, respectivamente) [40]. Por ello, nilotinib estd contraindica-
do en pacientes con eventos vasculares previos y no se recomienda en pacientes con
factores de riesgo cardiovascular.

Nilotinib es sustrato de la isoenzima CYP3A4 y de la proteina transportadora gli-
coproteina-P. Ademas, puede inhibir las isoenzimas CYP3A4, CYP2Dé, CYP2C?,
CYP2C8, CYP1A2 y UGT1A1 asi como el transportador ABCB1. Como consecuencia,
nilotinib puede aumentar la concentracién plasmatica de los farmacos que sean me-
tabolizados por estas isoenzimas y transportados por la glicoproteina-P. Mediante
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estudios in vitro se ha comprobado que nilotinib puede también inducir la isoenzima
CYP2B6 [41].

Bosutinib

Un tercer ITQ-2G, bosutinib (SKI-66, Bosulif), fue desarrollado por la farmacéutica
Pfizer. Es un potente inhibidor dual de las tirosina quinasas Src y ABL1. Inicialmente
fue aprobado para el tratamiento de pacientes con LMC que habian sido resistentes
a imatinib, nilotinib y dasatinib. Posteriormente, los ensayos clinicos BELA [42] y
BFORE [43], evaluaron la eficacia de este farmaco en primera linea, comparandolo
con imatinib. Se observaron mayores tasas de respuesta citogenéticay RMM a los 12
meses con bosutinib (47% con bosutinib vs 20-59% con imatinib). Por este motivo, en
diciembre de 2017 recibié la aprobacién como tratamiento de primera linea para la
LMC en FC. Ademas, gracias a los estudios 200 y BYOND recibié la aprobacién para
sucesivas lineas de tratamiento [44,45]. La dosis aprobada en primera linea es de 400
mg/dia y en segunda linea de 500 mg/dia.

Aunque no han sido identificadas contraindicaciones relevantes, bosutinib tampoco
estad exento de toxicidades, siendo la diarrea y el incremento de alanina aminotrans-

ferasa y aspartato aminotransferasa las de mayor importancia.

Bosutinib es metabolizado principalmente por la isoenzima CYP3A4. Estudios in vitro
sugieren que bosutinib no ejerce un efecto inductor o inhibidor sobre las principales
isoenzimas del citocromo p450 y parece no depender de los transportadores ABCB1
y ABCG2 [46].

Ponatinib

Ponatinib (AP24534, Iclusig), desarrollado por la farmacéutica Takeda/Incyte, es un
ITQ de tercera generacién. Es el primer ITQ que presenta actividad contra células
de la LMC que presentan la mutacién T3151 en el gen ABLT (BCR-ABL1™™!). Es 500
veces mas potente que imatinib inhibiendo BCR-ABL1. La aprobacién para el uso
de ponatinib a dosis de 45 mg/dia en la LMC fue obtenida gracias al ensayo clinico
fase Il PACE [47]. Tiene indicacion para el tratamiento de pacientes portadores de
la mutacion T3151 del gen ABL1 y también para pacientes resistentes a dos o mas
lineas de tratamiento con ITQs.
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A pesar de los buenos resultados en pacientes resistentes a otros ITQs, existe un
importante aumento del riesgo de eventos cardiovasculares en pacientes tra-
tados con ponatinib (30% de los pacientes). Es por este motivo que de momen-
to ponatinib no ha conseguido la autorizacién como ITQ de primera linea. Las
nuevas guias de la ELN para el tratamiento de la LMC recomiendan usar do-
sis de 30 mg/dia o 15 mg/dia en aquellos pacientes con un riesgo cardiovascu-
lar mas elevado. La dosis de 45 mg/dia se recomienda sélo en los pacientes con
la mutacion T315l de ABL1 o en pacientes que han progresado a FA o FB [26].
Ponatinib se metaboliza a través de la enzima CYP3A4 e, igual que bosutinib, no
depende (o lo hace minimamente), de los transportadores ABCB1 y ABCG2 [48].

Asciminib

Asciminib (ABLOO1) es un nuevo ITQ en estudio, desarrollado por Novartis, para el
tratamiento de pacientes adultos con LMC en FC, FA o FB. Su mecanismo de accién
difiere del resto de ITQs, ya que este inhibidor funciona sobre el bolsillo alostérico
de la proteina BCR-ABL1, por unién al grupo miristoilo (Figura 5), modificando su
activacion de forma indirecta. Es un farmaco especialmente interesante porque, de
todos, es el mas especifico contra el BCR-ABL1, tanto la forma nativa (wild-type)
como la mutada (incluyendo la mutacién T315l). Ademas, tiene un perfil de toxicidad
muy favorable con apenas efectos secundarios a nivel cardiovascular. Tras los buenos
resultados obtenidos en un estudio fase | [49], se inicié un programa de acceso por
uso compasivo de Novartis [50]. Recientemente han sido presentados los resultados
preliminares del ensayo clinico ASCEMBL, que compara asciminib frente a bosutinib
en pacientes resistentes o intolerantes a dos o més ITQs, en el que se ha observado
mayor eficacia y tolerancia de asciminib comparado con imatinib [51]. Las toxicida-
des mas frecuentemente observadas en los ensayos clinicos son la elevacion de la
lipasa y las citopenias. Debido a su mecanismo de accién, es un farmaco interesante
para su uso en combinacién con otros ITQs [49,52].

Asciminib también se metaboliza en el higado, principalmente por la acciéon de las
isoenzimas CYP3A4 y CYP3AS, y en menor grado por la isoenzima CYP4F12. Ejerce
un efecto inhibidor sobre los transportadores ABCB1 y ABCG2, y minimamente so-
bre SLC22A1 [53].
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Figura 5. Representacién grafica del lugar de unién de los ITQ convencionales (por ejemplo nilotinib)
y del lugar de unién de ABLOO1 en la proteina BCR-ABL1.

3.7. Respuesta a los inhibidores de tirosina quinasa

3.7.1. Definicién de la respuesta y técnicas indicadas para
su determinacion

El primer objetivo del tratamiento de la LMC con los ITQs es la normalizacién de las
cifras hemoperiféricas, lo que es conocido como respuesta hematolégica completa
(RHQC). El segundo objetivo es conseguir que el nimero de células con el cromosoma
Ph disminuya hasta negativizarse, conocido como respuesta citogenética completa
(RCQ). El ultimo objetivo, pero no menos importante, es la respuesta molecular
(RM).

A continuacion se detallan los valores clinicos y moleculares que definen cada una
de las diferentes respuestas al tratamiento con los ITQs, asi como las técnicas de

laboratorio usadas en cada uno de los casos:

Respuesta hematolégica

Esta respuesta se establece a partir de la hematimetria y la férmula leucocitaria por
microscopia (cuantificacién y evaluaciéon de los distintos tipos celulares). La definicion

estricta de RHC se corresponde con los siguientes valores:

- Leucocitos <10 x107/L

- Basdfilos <5%

- Plaquetas <450 x10°/L

- Ausencia de granulocitos inmaduros

- Esplenomegalia no palpable
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Es necesario hacer un hemograma cada dos semanas desde el diagnéstico de la
LMC hasta la obtencién de la RHC.

Respuesta citogenética

Para su estudio se requiere una muestra de MO y se utilizan técnicas de citogenética
convencional, que permiten estudiar los cromosomas. Estos se encuentran consti-
tuidos por un centrémero, que divide el cromosoma en un brazo corto (brazo p) y un
brazo largo (brazo qg). Ademas consta de unas estructuras llamadas telémeros, pre-
sentes en los extremos de cada uno de los brazos, formados por regiones de ADN
no codificante, altamente repetitivas, cuya funcién principal es controlar la estabili-
dad estructural de los cromosomas en las células eucariotas, la divisién celular y el
tiempo de vida de las estirpes celulares. El tamafio de los cromosomas va variando a
lo largo del ciclo celular, pasando de estar muy poco compactados (interfase) a muy
compactados (metafase). El mejor momento para estudiar los cromosomas es cuan-
do estan en metafase, ya que su nivel de compactacién hace que sus bordes estén
perfectamente definidos, observandose claramente los brazos p y g. El estudio de la
estructura externa de los cromosomas culmina con la obtencién del cariotipo, que
consiste en la ordenacion de los cromosomas segln su tamafio y patrén de bandas.
Existen varias técnicas de bandeo de cromosomas, siendo la tincién de bandas G
(Giemsa) la mas usada en las neoplasias hematoldgicas. Esta técnica produce un pa-
trén de bandas claras (ricas en nucleétidos GC y con un gran contenido de genes) y
bandas oscuras (ricas en nucleétidos AT y pobres en genes). En la Figura 6 se puede
observar un ejemplo del cariotipo de una LMC al diagnéstico.

Se recomienda analizar como minimo 20 metafases y describir el cariotipo siguiendo
la nomenclatura del sistema ISCN (International System for Human Cytogenetic No-
menclature) [54]. En funcién del nimero de metafases positivas para el cromosoma
Ph, existen diferentes niveles de respuesta citogenética:

- Respuesta citogenética menor: 36-95% de metafases con el cromosoma Ph.
- Respuesta citogenética parcial: 1-35% de metafase con el cromosoma Ph.
- Respuesta citogenética completa: 0% de metafases con el cromosoma Ph.
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Figura 6. Ejemplo de un cariotipo caracteristico de LMC. Las flechas rojas sefialan los puntos donde se
ha producido la translocacién de un fragmento del brazo g del cromosoma 9 hacia el brazo g del cro-
mosoma 22 y viceversa. Se denomina cromosoma Ph al cromosoma 22 implicado en dicha translocacién

(circulo azul).

Respuesta molecular

La RM es un parémetro crucial en el tratamiento de la LMC ya que, hoy en dia, una
vez conseguida la RCC, guiaré en la toma de decisiones terapéuticas. Esta respuesta
se estudia a partir de los tres meses de tratamiento y durante toda la evolucion de

la enfermedad.

Para la determinacién de la RM se utiliza la técnica de la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (real-time quantitative polymerase chain reaction,
gPCR). Esta técnica permite amplificar y simultdneamente cuantificar el producto
de la amplificacion del ADN complementario (ADNc), obteniéndose unas curvas de
fluorescencia. Dicho ADNc se obtiene por retrotranscripcion del ARN. El nimero de
ciclos de PCR que se requiere para que la sefial de fluorescencia supere el umbral
de deteccién es conocido como valor Cp o Ct (del inglés, cycle threshold). Este valor
de Ct es inversamente proporcional a la cantidad de copias del ADNc diana (target)
que contenga la muestra de partida. Para una correcta cuantificacion del nimero de
copias, es necesario una curva de estandares o recta patrén con diferentes puntos

de concentracion conocidos.

Para llevar a cabo la gPCR en tiempo real se emplea un molde de ADNc (muestra
que contiene la region de interés que queremos estudiar), unos cebadores (primers)
especificos para la secuencia diana, desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs), un tampén
de reaccién adecuado y una ADN polimerasa termoestable que seréd la encargada
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de sintetizar las copias de la secuencia target a partir de todos los reactivos des-
critos. Para el estudio de pacientes con LMC se utilizan primers especificos para la
secuencia del gen de fusién BCR-ABL1 y también primers especificos para un gen
de referencia (como por ejemplo el gen ABLT o el gen GUSB). De este proceso se
obtendran el nimero de copias de la secuencia target y de la secuencia de referen-
cia, mediante la conversién de los valores de Ct en nimero de copias, utilizando la
recta patrén.

Para establecer el cociente (ratio) de BCR-ABL1 frente al gen de referencia
(ABL1 o GUSB), se utiliza la siguiente formula:

(n° de copias de BCR-ABL1 / n° de copia del gen de referencia) x 100

No obstante, hay que tener en cuenta que cuando una misma muestra es analizada
por distintos laboratorios, el resultado de esta ratio puede variar entre ellos de forma
significativa. Esto es debido al empleo en cada laboratorio de métodos diferentes en
los distintos pasos experimentales (extraccion del ARN, sintesis del ADNc, amplifica-
cién, gen control, etc.). Para evitar esta disparidad en los resultados es necesario que
cada laboratorio realice la técnica segln los estandares internacionales y disponga
de un factor de conversién, o bien realice la gPCR mediante un método comercial
que lo incorpore. Cuando aplicamos el factor de conversién estamos normalizando
los resultados de la gPCR y estos serdn comparables entre distintos laboratorios y
estaran, por tanto, expresados de acuerdo con la normativa de la escala internacio-
nal (en inglés, international scale, IS) [55,56]. De este modo, la ratio de BCR-ABL1 en
IS se obtendra afiadiendo a la férmula anterior el producto del factor de conversion.
Asi, se considera que el 100% seria el valor tedrico al diagnéstico y el 1%, 0,1%,
0,01%, 0,0032% y 0,001% corresponden a una reduccién de 2, 3, 4, 4.5 y 5 logarit-
mos respectivamente.

Debido a su alta sensibilidad, la gPCR se usa para la deteccién y monitorizacién
de células malignas tanto de la LMC como de otras neoplasias hematolégicas. No
obstante, la sensibilidad de esta técnica, ain siendo muy alta, no permite detectar
reducciones mas alld de 5 o 5,5 logaritmos (siendo esto unos niveles muy bajos de
enfermedad residual) y como resultado se obtiene lo que es conocido como respues-
ta molecular indetectable. En estos casos donde la respuesta no se puede detectar,
las nuevas guias de la ELN 2020 recomiendan evitar el uso del término “respuesta
molecular completa” y sustituirlo por el de “leucemia molecularmente indetecta-

ble”, siempre indicando el nimero de copias del gen endégeno para conocer la
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profundidad de estudio de la muestra [26]. Esto no necesariamente es indicativo de
la completa ausencia de la leucemia, simplemente quiere decir que los niveles de
enfermedad residual estan por debajo de los limites de deteccién de la técnica.

En la Tabla 3 se muestran los diferentes tipos de RM y los requisitos para estable-
cerla, teniendo en cuenta no solo los niveles de transcritos BCR-ABL1 sino también
el minimo numero de copias del gen endégeno que se debe conseguir. Se utiliza el
término de respuesta molecular profunda (RMP) para designar una respuesta mole-

cular grado 4 (RM4) o superior.

Tabla 3. Numero de copias del gen de referencia (gen control) y niveles del transcrito BCR-
ABL1 para definir los diferentes niveles de respuesta molecular. Imagen adaptada de Ho-
chhaus A et al., Leukemia, 2020 [26].

RMM (o RM3) RM4 RM4.5 RM5

Minimo de copias 10.000 ABL1 10.000 ABL1 32.000 ABL1 100.000 ABL1
del gen de referencia 24.000 GUSB 24.000 GUSB 77.000 GUSB 240.000 GUSB

Nivel de transcritos

de BCR-ABL1(IS) <0,1% <0,01% < 0,0032% < 0,001%

RMM o RM3: respuesta molecular mayor o grado 3
RM4: respuesta molecular grado 4

RM4.5: respuesta molecular grado 4.5

RM5: respuesta molecular grado 5

3.7.2. Monitorizacidon de la respuesta y recomendaciones
de los expertos

La respuesta al tratamiento con ITQs es monitorizada desde el inicio mediante pa-
rametros morfoldgicos, citogenéticos y moleculares.

Para establecer la respuesta hematoldgica, se debe realizar un hemograma cada dos
semanas desde el diagndstico hasta la obtencidon de una RHC. Posteriormente, es
recomendable seguir realizando esta prueba cada tres meses para asegurarse que
las cifras se mantienen dentro de los limites de normalidad establecidos. El cariotipo
se realiza al diagndstico y hasta que se obtiene una RCC, después se debe repetir en
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el caso de que exista sospecha de progresiéon de la enfermedad, con el objetivo de
analizar la posible apariciéon de ACAs. Finalmente, una vez obtenida la RCC, la RM
es la que guiara las decisiones terapéuticas durante el transcurso de la enfermedad.

Para el correcto enfoque clinico de los pacientes, es importante tener en cuenta
el tiempo que se tarda en conseguir unos hitos determinados. Estas metas vienen
dictadas por recomendaciones de expertos, como por ejemplo las recomendaciones
de la ELN, las recomendaciones de la OMS o también las recomendaciones de la
National Comprehensive Cancer Network, esta Ultima de mayor aceptacion en Esta-
dos Unidos.

La presente Tesis Doctoral, se basa en las recomendaciones de la ELN de 2013
para establecer la RM de cada paciente al ITQ. La consecucién o no de los hitos
definidos en estas guias determinara si el paciente debe continuar con el tratamien-
to (respuesta 6ptima), si se debe hacer un seguimiento mas estrecho (criterios de
alarma), o si debe cambiar de ITQ por fracaso/resistencia (Tabla 4). Estas mismas
recomendaciones son también vélidas para el tratamiento en segunda linea con ni-

lotinib y dasatinib cuando el cambio de ITQ se realiza por intolerancia. El hecho de

conseguir una RMM asegura una supervivencia de alrededor del 100% [57].

Tabla 4. Definicién de la respuesta a cualquier ITQ en primera linea, o segunda linea en caso
de intolerancia, segun las recomendaciones de la ELN del 2013. Aplica a todos los pacientes
(FC, FA, FB). Adaptada de Baccarani M et al., Blood, 2013 [57].

Tiempo Respuesta optima Fracaso
—— | I
Inicio Indice de riesgo alto
(diagnéstico) NA ACA/Ph+ de alto riesgo NA
3 meses BCR-ABL(IS) < 10% y/o BCR-ABL(IS) > 10% No RHC
Ph+ < 35% y/o Ph+ 36-95% y/o Ph+ > 95%
6 meses BCR-ABL(IS) < 1% BCR-ABL(IS) 1-10% BCR-ABL(IS) > 10%
y/o Ph+ 0% y/o Ph+ 1-35% y/o Ph+ > 35%
BCR-ABL(IS) > 1%
L 9 _ _19
12 meses BCR-ABL(IS) < 0,1% BCR-ABL(IS) 0,1-1% y/o Ph+ > 0%
Después, Pérdida RHC y/o RCC
en cualquier BCR-ABL(IS) < 0,1% ACA/Ph+ (-7 o 7q-) Pérdida RMM
momento Mutaciones, ACA/Ph+

NA: no aplica; ACA/Ph+: anomalfas cromosémicas adicionales de alto riesgo en células Ph+
(esto incluye: +8, +Ph, i(17q), +19, -7/7-, 11923, 3926.2); RHC: respuesta hematoldgica completa
RCC: respuesta citogenética completa; RMM: BCR-ABL(IS) < 0,1%
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En marzo de 2020 se publicaron las nuevas recomendaciones de la ELN. La princi-
pal diferencia respecto a las del 2013 es que los hitos de respuesta se basan Unica-
mente en la RM y que se incluye como fracaso de tratamiento el hecho de presentar
una ratio BCR-ABL1 >10% a los tres meses, lo que se debe confirmar en un periodo
de uno a tres meses [26].

3.8. Fracaso de tratamiento a los inhibidores de tirosina quinasa

A pesar del éxito del tratamiento de la LMC con los ITQs, existe un porcentaje eleva-
do de pacientes que presenta fracaso al tratamiento. Con imatinib en primera linea
esto ocurre en alrededor del 30% de los pacientes y se suele dar antes de los 5 afios
de tratamiento [58]. En pacientes tratados con ITQ-2G en primera linea, este porcen-
taje es de alrededor del 10-15% [34,40].

Este fracaso puede ser debido a intolerancia/toxicidad al ITQ o resistencia al mismo.
De esta manera, sera necesario el cambio de ITQ a una segunda o incluso mas lineas
de tratamiento. No obstante, hay que tener en cuenta que en algunos pacientes, el
fracaso al ITQ puede ser debido a una mala adherencia al tratamiento, por lo que

siempre es importante indagar sobre el cumplimiento del tratamiento [59].

En los siguientes apartados, se describen los mecanismos mas relevantes que pue-
den dar lugar a la aparicién de resistencia o intolerancia a los ITQs.

3.8.1. Mecanismos de resistencia a los inhibidores de tirosina quinasa

En la practica clinica, la resistencia a los ITQs se ha agrupado en dos categorias: re-
sistencia primaria y resistencia adquirida. La resistencia primaria se define como la
ausencia de respuesta al tratamiento (fracaso en la obtencién de RHC, RCC y RMM),
mientras que la resistencia adquirida hace referencia a la pérdida de la respuesta
previamente obtenida y a una posible progresion de la enfermedad. La resistencia
adquirida aparece durante el tratamiento, lo que implica que las células han desa-
rrollado un mecanismo que les permite evadir la inhibicién de la oncoproteina BCR-
ABL1 por parte del ITQ. Este tipo de resistencia es también conocida como resisten-
cia BCR-ABL1-dependiente, y uno de los mecanismos mas frecuentes y estudiados
son las mutaciones puntuales en el dominio quinasa de ABL1 o la sobreexpresién del
BCR-ABL1. Por otro lado, la resistencia primaria se suele relacionar con mecanismos
de resistencia BCR-ABL1-independientes. No obstante, en los pacientes con LMC,
el desarrollo de resistencias a los ITQs suele ser un fenédmeno multifactorial y puede
estar mediado por diferentes mecanismos, no exclusivos entre ellos. A continuacién
se listan y describen de manera abreviada los mecanismos mejor conocidos y de

mayor relevancia en ambos tipos de resistencia:
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Mecanismos de resistencia BCR-ABL1-dependientes

A) Mutaciones puntuales en el dominio quinasa de ABL1

La aparicién de mutaciones en el dominio quinasa de ABL1 es la causa mejor conoci-
da de resistencia al tratamiento y suele darse en un tercio de los pacientes resistentes
en FCy en dos tercios de los pacientes resistentes en FA o FB. Este tipo de mutacio-
nes tienen como resultado una disminucién de la afinidad de unién de imatinib en el
sitio ATP de la tirosina quinasa. Ejemplos de mutaciones que tienen lugar justo en el
punto de unién entre el ITQ y la quinasa ABLT son la mutacion T3151y la F317L del
gen ABL1. Otras mutaciones en el gen ABL1 que afectan a la conformacién de la qui-
nasa son las mutaciones en el loop P (M244V, Y253F/H, E255K/V, etc), en la unidad
catalitica (M351T o F359V/C/I) o las mutaciones en el dominio activador (loop A)
como la H396R/P. La identificacién de estas mutaciones es critica para la seleccion
correcta del ITQ; la mutacién T315I es resistente a todos los ITQ excepto ponatinib,
mientras que la mutacion F317L es resistente a imatinib y dasatinib pero responde
a nilotinib, y las mutaciones E255K/V y F359V/C/I son resistentes a imatinib y nilo-
tinib pero responden a dasatinib [52,60]. Estas mutaciones pueden ser detectadas
mediante secuenciacién Sanger, con un 20% de sensibilidad, o por Next Generation
Sequencing (NGS), con alrededor del 2% de sensibilidad.

B) Sobreexpresiéon de BCR-ABL1

Se da por la amplificacién del oncogén BCR-ABL1, por la duplicacién del cromosoma
Ph o bien por una regulacién diferencial de la transcripcion de BCR-ABL1. La relacién
entre este fenédmeno y la resistencia al tratamiento no es tan clara como la observada
con las mutaciones en el dominio quinasa de ABL1. La sobreexpresion del oncogén
se suele dar sobre todo en pacientes que han progresado a FA o FB, a veces prece-
diendo a la adquisicién de mutaciones [61].

Mecanismos BCR-ABL1-independientes
A) Alteracién en la farmacocinética y biodisponibilidad de los ITQs

Varios estudios han demostrado que la expresién del transportador hOCT1 (human
organic cation transporter 1, también conocido como solute carrier family 22 mem-
ber 1, SLC22A1) regula la entrada de los ITQs al interior de la célula, sobretodo de
imatinib. Por lo tanto, cuando la expresién de dicho transportador se reduce, el ITQ
entra en la célula en menor cantidad y la respuesta al tratamiento es inferior [62].

Algo similar ocurre con el gen que codifica para la glucoproteina-P-1 (en inglés,
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conocida como multidrug resistance protein 1, MDR1, o también como ATP-binding
cassette sub-family B member 1, ABCB1); esta proteina es una de las encargadas
de efluir el farmaco de dentro de la célula al exterior y, cuando ésta se sobreexpresa,
los niveles intracelulares de los inhibidores se reducen, haciendo que las células se
vuelvan menos sensibles a los ITQs [63]. Es importante destacar también el papel
de los citocromos CYP3A4 y CYP3AS5, ya que representan el primer mecanismo de
metabolizacién de todos los ITQs a través del higado. Existen farmacos que pueden
aumentar la actividad de CYP3A4 (como la dexametasona, la rifampicina, el feno-
barbital, entre otros) y si estos se usan de manera concomitante con el ITQ pueden
provocar que los niveles plasmaticos del ITQ no sean los adecuados para que el
tratamiento sea efectivo [64].

Muchas de las variabilidades interindividuales observadas en la respuesta a los ITQ
son debidas a polimorfismos en los genes que codifican estas enzimas y proteinas
relacionadas con el metabolismo y transporte de farmacos (ADME: absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacién), es decir, involucradas en la farmacocinética
y farmacodinamia.

Un polimorfismo es una variacién en la secuencia de un lugar determinado del ADN
en los cromosomas (locus) entre los individuos de una poblacion, donde la variante
menos comun esta presente en al menos el 1% de la poblacién analizada, adquirien-
do cierta frecuencia tras multiples generaciones. Los polimorfismos més comunes
son cambios de una Unica base. A éstos se les llama polimorfismos de un sélo nu-
cleétido o SNP (por sus siglas en inglés, single nucleotide polymorphism), como por
ejemplo la sustitucion de una A (adenina) por una C (citosina). Otros polimorfismos
son repeticiones, en un nimero variable de veces, de una secuencia corta (variable
number tandem repeat). En otras ocasiones, los polimorfismos se deben a delecio-
nes o inserciones de secuencias cortas de nucleétidos.

Los SNPs pueden darse tanto en regiones codificantes del genoma como regiones
no-codificantes asi como regiones intergénicas, y pueden conllevar consecuencias
funcionales. Los SNPs presentes en zonas codificantes pueden influir en la funcién
de un gen cambiando el aminoéacido para el que codifican (variante no-sinénima).
Cuando los SNPs se dan en zonas no-codificantes, a pesar de que no existe un cam-
bio de aminoacido, la variante en si puede provocar un cambio en la actividad de un
promotor, en la unién de un microARN, en la estabilidad del ARN mensajero (ARNm),

asi como en la localizacién subcelular del ARNm, entre otros.

Existen evidencias del papel que ejercen ciertos polimorfismos en genes ADME en
la respuesta a los ITQs: en un metanalisis realizado por Cargnin y cols. [65], se ana-
lizaron todos los estudios de asociacion entre polimorfismos en los genes SLC22A1
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y CYP3A5 y la respuesta a imatinib. En este metanalisis se observé que los polimor-
fismos rs628031 y rs683369 del gen SLC22A1 se correlacionaban con la obtencién
de la RMM a imatinib. Ademas, un polimorfismo en el gen CYP3A5, el rs776746, se
asoci6 con la probabilidad de obtencion de RCC. En otro estudio llevado a cabo por
Giannoudis y cols. [66], se observé que los pacientes portadores del polimorfismo
rs35191146 en el gen SLCT1AT presentaban una mayor probabilidad de fracaso al
tratamiento con imatinib. Hay también diversos estudios en los que se muestra una
relacion entre ciertos polimorfismos en el gen que codifica para el transportador
ABCB1 y la respuesta a imatinib [67, y revisado en 68].

A pesar de que el estudio de la farmacogenética de los ITQs resulta prometedor
para predecir la respuesta a estos farmacos, ain existen muchos resultados con-
tradictorios que limitan su uso como biomarcador en la practica clinica. Ademas, la
mayoria de estudios se centran en analizar un nimero limitado de variantes en genes
que codifican para las enzimas y los transportadores mas caracteristicos, pero hay
pocos estudios que hayan hecho un analisis de multiples genes involucrados en el
proceso ADME.

B) Alteraciones citogenéticas adicionales (ACA)

La aparicién de ACAs en la poblacién celular Ph+, también conocido como evolucién
clonal, suelen indicar una progresién a fases avanzadas de la enfermedad, y estan
presentes en el 80% de los pacientes en FB [69]. Las ACAs se asocian con una baja
tasa de respuesta citogenética a imatinib, un aumento de la pérdida de respuesta
hematoldgica [70], asi como la consiguiente reduccién en la supervivencia global,
sobre todo en aquellos pacientes que adquieren los reordenamientos i(17)(q10), -7/
del7q, y 3926.2 [71]. Se cree que podrian reflejar la inestabilidad genética de los

progenitores de la LMC con alta capacidad proliferativa.

C) Sobreexpresidn en la via de sefializacién de la familia de quinasas SRC

Las quinasas SRC forman una familia de 9 tirosinas quinasas intracelulares (SRC, FYN,
YES, BLK, YRK, FGR, HCK, LCK y LYN) que tienen un papel clave en el crecimiento,
diferenciacion y supervivencia de las células. Multiples dominios de la oncoproteina
BCR-ABL1 interaccionan con HCK y LYN, dando lugar a su activacién, que es total-
mente independiente de la funcién del dominio quinasa de ABL1. La sobreexpresion
de la familia de quinasas SRC ha sido relacionada con la resistencia a imatinib [72].
Dasatinib y bosutinib son inhibidores duales tanto de ABL1 como de SRC, por lo que

presentarian una ventaja frente a este mecanismo de resistencia [43,73].
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D) Mutaciones somaticas en genes previamente relacionados con cancer

Los avances en las tecnologias de secuenciacion masiva, como la NGS, han dado
lugar a multiples estudios que evidencian el papel de las mutaciones sométicas en la
progresion y resistencia al tratamiento en las neoplasias hematolégicas. En la LMC,
cada vez son mas los estudios que demuestran el papel de mutaciones en ciertos
genes como ASXL1, TET2, KMT2D en la resistencia al ITQ y la progresion a fases
avanzadas de la LMC [74,75]. En un estudio publicado recientemente por Nteliopou-
los y cols. [76], se observé que determinadas mutaciones en genes que codifican
para modificadores epigenéticos, como son ASXL1, DNMT3A o CREBBP, podrian
tener una implicacion directa con la respuesta a imatinib pero no con la respuesta a
ITQs-2G. La deteccion de estas mutaciones al diagnéstico podria servir para predecir
la resistencia al ITQ. No obstante, esta evidencia es preliminar y debe ser confirmada
en futuros estudios.

3.8.2. Toxicidad e intolerancia a los inhibidores de tirosina quinasa

Practicamente todos los ITQs tienen un espectro similar de efectos adversos, pero
existen ciertas diferencias entre ellos que vienen determinadas en gran parte por la
capacidad que tiene cada uno de inhibir otras vias de sefializacion y otras quinasas
que no son la propia diana de la LMC. Por lo general, el porcentaje de suspensién
del ITQ de primera linea al afio de tratamiento por toxicidad suele ser bajo, en torno
al 5%, mientras que en segunda linea, es algo mayor y puede alcanzar el 20% a largo
plazo. Los efectos adversos méas comunes entre los ITQs en pacientes con LMC son
las citopenias, las nduseas, la diarrea, la fatiga, la erupcién cuténea y la hepatotoxi-
cidad; estos suelen ser facilmente manejables con una reduccién de la dosis o inte-
rrupcién temporal del ITQ. No obstante, pueden persistir toxicidades de bajo grado
(grado 1 o 2) a largo plazo, comprometiendo la calidad de vida de los pacientes. En
presencia de toxicidades de grado 3 o 4 (graves), se cambia a un ITQ alternativo. En
los dltimos afios, se han descrito efectos adversos relevantes en los ITQs de segunda
y tercera generacién, especialmente cardiovasculares con nilotinib y ponatinib, sien-
do muy importante su prevencién en pacientes con factores de riesgo cardiovascular
[77]. La Tabla 5 resume las intolerancias/toxicidades més frecuentes descritas con los
ITQs. La cronicidad del tratamiento en los pacientes con LMC hace especialmente
importante el manejo de los efectos adversos de los ITQs, que estan directamente
relacionados con la calidad de vida del paciente y la adherencia. Esto es critico para
asegurar el éxito del tratamiento.
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3.9. Discontinuacion del inhibidor de tirosina quinasa

Gracias a la introduccién de imatinib y, posteriormente, de los ITQs-2G, el prondstico
de la LMC ha mejorado sustancialmente. El mal pronéstico de antafio (a menos que
se pudiese realizar un TPH alogénico con éxito), ha desaparecido y hoy en dia es una
neoplasia facilmente controlable con el tratamiento y con una supervivencia mediana
muy similar a la de la poblacién general. Por ello, una de las mayores prioridades del
tratamiento de la LMC hoy en dia es mejorar la calidad de vida del paciente, tratando
de evitar al maximo los efectos secundarios de los ITQs. Hasta hace relativamente
poco, el tratamiento de la LMC era considerado un tratamiento crénico, con posibi-
lidad de efectos secundarios a corto y largo plazo y con un coste econémico impor-
tante para el sistema sanitario.

En el afio 2010, el grupo francés de LMC presenté los resultados de un novedoso
estudio de suspension (o discontinuacién) del tratamiento en 100 pacientes con LMC
que presentaban una RMP mantenida durante al menos 2 afios [78]. Alrededor del
40% de los pacientes consiguié mantener la RM, sin recaer (pérdida de la RMM), lo
que se conoce como fase de remisién libre de tratamiento (RLT). La mayoria de
los pacientes que si recayeron, lo hicieron durante los 6 primeros meses y todos
los pacientes consiguieron de nuevo la RM previa una vez reintroducido el ITQ que
tomaban [78].

Este estudio fue la base para el disefio de los futuros ensayos clinicos de disconti-
nuacién.

3.9.1. Ensayos clinicos de discontinuacion y recomendaciones
de los expertos

Tras conocerse los datos favorables del estudio STIM del grupo francés [78], y tenien-
do en cuenta el gran beneficio que podria aportar a los pacientes con LMC, mdltiples
ensayos clinicos (algunos con un nimero mayor de pacientes) han reforzado y confir-
mado este hecho; aproximadamente la mitad de los pacientes que alcanza una RMP
estable y suspende el ITQ mantiene la RM (se mantiene en RLT). Aquellos pacientes
que pierden la RMM lo suelen hacer dentro de los 6 primeros meses después de la
suspension, y son pocos los casos que presentan recaidas tardias. En la Tabla 6 se
describen los principales hallazgos de los ensayos clinicos de discontinuacion mas
relevantes reportados hasta la actualidad.

Tabla 6 (pagina siguiente). Resultados de los estudios de discontinuacién de ITQ de primera 'y
segunda generacion de mayor relevancia. Adaptado de Harrington P et al. Exp Rev Hematol.
2020 [79].
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Pese a diferencias en el disefio, la mayoria de los estudios de discontinuacién pre-
sentan unos criterios de inclusién muy parecidos (una duraciéon minima del ITQ de
tres afos y una RMP mantenida durante como minimo un afio). Ademas, la gran
mayoria considera como recaida la pérdida de la RMM, con excepciones como el
ensayo STIM, donde se consideré como recaida la deteccién de positividad para
transcritos BCR-ABL1 por gPCR.

Los resultados obtenidos también presentan similitudes; las recaidas moleculares
ocurren en el 50% de los pacientes y el 80% de éstas se dan en los primeros 6-8 me-
ses después de la suspension. Entre el 90-95% de los pacientes que recaen vuelven
a recuperar el mismo nivel de RM que tenian justo antes de suspender el tratamiento
en pocos meses. Son escasos los pacientes que han presentado una progresion tras
la suspension del ITQ. Aln asi, no se descarta que este tipo de eventos puedan au-
mentar a medida que pasen los afios de seguimiento de los estudios.

Con todas estas evidencias, el grupo de expertos de la ELN ha elaborado reciente-
mente las recomendaciones que se deberian seguir para la discontinuacién del ITQ

[26], resumidas en la Tabla 7.

Tabla 7. Requisitos para la discontinuacion del ITQ segun los criterios de la ELN 2020 [26].

CRITERIOS DE LA ELN 2020

Obligatorio Requisitos éptimos
Fase crénica de la enfermedad Tratamiento de 12 linea Duracién de la terapia > 5 afios
(o 2° linea en caso de intolerancia)
Pacientes motivados y que Duracién de la RMP > 3 afios
comprendan bien las instrucciones | Isoformas e13a2 y e14a2 de los si RM4
transcritos de BCR-ABL1
Acceso a una gPCR de alta cali- Duracién de la RMP > 2 afios
dad, usando la Escala Internacio- Duracién de la terapia > 5 afios si RM4.5
nal, con una comunicacién rapida (> 4 afios si ITQ de 2% generacién)

de los resultados
Duracion de la RMP (RM4 o

Acceptacion del paciente a una superior) > 2 afios
monitorizacién mas frecuente
al parar el tratamiento (una vez Ningun fallo a ITQ previo

al mes durante los 6 primeros
meses, cada 2 meses entre los 6y
12 meses, y cada 3 meses a partir
del afio)

ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RMP: respuesta molecular profunda; RM4: BCR-ABL(IS) < 0,01%;
RM4.5: BCR-ABL(IS) < 0,0032%
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Es muy importante monitorizar estrictamente los niveles de transcritos BCR-ABL1 (IS)
en aquellos pacientes que suspenden el tratamiento. Se recomienda que la moni-
torizacion se lleve a cabo cada mes durante los 6 primeros meses de suspension, y
después, cada 6 semanas hasta el afo. Pasado este tiempo, se deben monitorizar los
transcritos de BCR-ABL1 al menos una vez cada tres meses, ya que existe la posibili-
dad de presentar una recaida tardia [26,100,101].

3.9.2. Protocolo de discontinuacién del Institut Catala d'Oncologia (ICO)

Hoy en dia, la suspension del ITQ fuera de ensayo clinico ya es una realidad gracias
a los resultados obtenidos en los numerosos ensayos clinicos realizados, y se ha
convertido en un nuevo objetivo terapéutico para un porcentaje importante de pa-
cientes con LMC.

Se dispone de la evidencia aportada por los estudios de discontinuacién con niloti-
nib ENESTfreedom i ENESTop [95,102,103] que ha permitido incluir la discontinua-
cién en la ficha técnica de este farmaco.

Existen evidencias suficientes sobre la viabilidad y seguridad de la suspension de
imatinib en pacientes con LMC, pero al contrario que nilotinib, la discontinuacién
no esta indicada en la ficha técnica de imatinib. En Catalufia, debido a los criterios
establecidos por el Programa de Armonizacién farmacoterapéutica del CatSalut, la
mayoria de los pacientes reciben imatinib en primera linea. Por este motivo, desde el
Institut Catala d’Oncologia (ICO), y liderado por nuestro grupo, se elabord un proto-
colo de suspension del ITQ que se basa en los resultados obtenidos en los ensayos
clinicos de mayor relevancia (EUROSKI, DESTINY, ENESTfreedom y ENESTop).

La primera versién del protocolo fue aprobada por el Comité de Etica del Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol (HUGTIP) en marzo del 2018 y en ésta solamente se
incluyeron los pacientes que habian sido tratados con imatinib en primera linea o con
otro ITQ en segunda linea en caso de intolerancia/toxicidad inicial a imatinib. Un afio
después, en mayo de 2019, se aprobd una enmienda del protocolo con el objetivo
de incluir también a los pacientes tratados con otros ITQs en primera linea. En este
protocolo se incluyen diferentes estrategias de suspensién del ITQ agrupadas en dos
bloques (Figura 7):

A) El primer bloque incluye solamente aquellos pacientes que han sido tratados
con nilotinib, tanto en primera linea como segunda linea, durante un minimo de
tres afios y que presentan una RM4.5 estable durante como minimo un afio. Este
primer bloque esta contemplado en la ficha técnica de nilotinib.
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B) El segundo bloque incluye las siguientes estrategias:

- IMATINIB en primera linea: se incluyen todos los pacientes tratados con imati-
nib en primera linea durante un minimo de 8 afos y con una RM4.5 mantenida
durante al menos dos afios. Esta estrategia corresponde al primer protocolo

de discontinuacién (aprobado en marzo de 2018).

- DESTINY-like: se basa en el ensayo clinico llevado a cabo por Clark y cols. [88]
y consiste en reducir la dosis del tratamiento a la mitad en aquellos pacientes
que han sido tratados con ITQ entre tres y seis afios, y que presenten una RM4
mantenida durante como minimo un afio. El ITQ a mitad de dosis se mantiene
durante un afio y, si no se pierde la RM4, el paciente puede suspender el tra-
tamiento. Este enfoque es mucho més conservador y los resultados del tnico
ensayo clinico realizado con esta estrategia son superiores en términos de RLT
(menos recaidas y mas tardias) a los ensayos clinicos en los que se suspende el
tratamiento sin una previa disminucién de dosis. En el protocolo ICO, aquellos
pacientes que pierden la RM4 durante la reduccién de dosis, vuelven a tomar
la dosis inicial y esperan hasta un total de 6 afios de tratamiento y dos afios de
RM4 mantenida para poder discontinuar el tratamiento (siguiendo los criterios
del EURO-SKI-like).

- EURO-SKI-like: en esta estrategia se incluyen todos los pacientes que hayan
sido tratados con cualquier ITQ en primera linea (u otras lineas por intoleran-
cia) durante més de 6 afos y que presenten una RM4 mantenida durante como

minimo dos afos.

Los principales criterios de exclusién de este protocolo son haber presentado
resistencia o pérdida de respuesta al ITQ durante la fase de tratamiento y tener un
Sokal alto al diagnéstico.

La monitorizacion de los niveles de transcritos BCR-ABL1 (IS) en los pacientes dis-

continuados se lleva a cabo de la siguiente manera:

- Cada 4 semanas durante los primeros 6 meses post-discontinuacién
- Cada 6 semanas a partir del mes 6
- Cada 12 semanas (3 meses) a partir del afio

Se considera como recaida la pérdida de RMM. La confirmacién de esta pérdida
de RMM en una segunda determinacién no seria necesaria ya que puede retrasar la
reintroduccion del ITQ [26].
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Tratamiento > 3 anos ‘ ‘ Tratamiento > 3 afios

RM4.5 > 1 afio RM4.5 > 1 afio RM4.5 > 2 afios RM4 > 1 afio RM4 > 2 afios

1/2 dosis durante 1 afio

]

RM4 estable  Pérdida RM4

DISCONTINUACION DEL TRATAMIENTO

* Las estrategias de este bloque se incluyen en la ficha técnica de Nilotinib
** U otras lineas por intolerancia

Figura 7. Esquema del protocolo de discontinuacién del ICO.

3.9.3. Pacientes candidatos a discontinuar el tratamiento

La posibilidad de suspender el tratamiento con ITQ en una proporcién de pacientes
con LMC supone un gran avance. No obstante, en los resultados de los ensayos cli-
nicos se evidencia que solamente es seguro hacerlo en aquellos pacientes que han
conseguido un RMP mantenida durante al menos dos afios. Dependiendo del ITQ,
la probabilidad de conseguir dicha respuesta varia. En el caso de imatinib, los datos
de seguimiento de uno de los ensayos clinicos llevados a cabo (IRIS) demostraron
que solamente el 38% de los pacientes consiguieron una RM4.5 a los 5 afos [28].
En cambio, se han observado respuestas més rapidas y profundas con los ITQ-2G
[34,40]. De igual forma, el ensayo clinico ENESTfreedom sugiere que el tiempo de
exposicion al ITQ-2G necesario para la discontinuacion seria inferior al que se nece-
sita con imatinib [95].

Dado que conseguir una RMP es el principal requisito para poder suspender el trata-
miento, resulta de gran interés la identificacion de factores asociados con la posibili-
dad de obtener una RMP estable, asi como aquellos que predigan la posibilidad de

mantener una RLT una vez suspendido el ITQ.

Los indices prondstico como el Sokal, el EUTOS, el Hasford y el ELTS (apartado 3.5.
“Indices pronésticos al diagnéstico de la LMC”) estiman la supervivencia de los pa-
cientes diagnosticados de LMC en FC. Una vez iniciado el tratamiento, se mantiene
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el mismo ITQ o se cambia de tratamiento en funcién de la respuesta en los diferentes
hitos establecidos (Tabla 4, apartado 3.7.2.). Ademas, es de especial interés la llama-
da “respuesta molecular temprana” (RMT), definida como una ratio de BCR-ABL1(IS)
<10% a los tres meses, que se ha asociado a una mayor supervivencia en algunos
estudios, pero no en otros [104,105].

Otro factor interesante es el halving time (HT), que evalla la cinética de reduccién
de los transcritos de BCR-ABL1 durante los primeros tres meses de tratamiento con
el ITQ, de manera que aquellos pacientes que no logran reducir a la mitad el nivel
de transcritos basal (al diagndstico) durante los tres primeros meses, tienen mayor
riesgo de fracaso al tratamiento y/o progresion [106].

No obstante, sigue siendo controvertido el valor predictivo de obtencién de RMP de
estos indicadores, por lo que es necesario buscar posibles marcadores con mayor
relevancia clinica en este aspecto.

En un estudio llevado a cabo por Sasaki y cols. [107], se propuso un modelo en el
que se establecian unos valores 6ptimos de respuestas citogenéticas y moleculares
alos 3, 6,9y 12 meses que determinaban la probabilidad de que un paciente con-
siguiera o no la RMP. En este estudio, la consecucién de una RCC durante el primer
afio era predictivo de obtencién de la RMP.

Por otro lado, mas alla de los valores de las respuestas citogenéticas y moleculares,
se han propuesto nuevos marcadores moleculares como predictores de la RMP; es
el caso del estudio publicado por D'Adda y cols. [108], donde reportaron que los
pacientes con la isoforma e13a2 de BCR-ABL1 tenian una menor probabilidad de
conseguir la RMP mantenida que aquellos con la isoforma e14a2. Otro biomarcador
propuesto recientemente por Park y cols. [109] es el gen HMGCLL1 (que codifica
para una enzima catalizadora); ciertos polimorfismos de este gen podrian ser usados
para identificar antes del inicio del tratamiento qué pacientes tienen mayor probabi-
lidad de conseguir una RMP con imatinib.

También se ha sugerido que la longitud de los telémeros (LT) tiene un papel en la
biologia de la LMC. Los telémeros son secuencias repetitivas de ADN no codificante
(TTAGGG) que se encuentran en los extremos de los cromosomas. En las células
somaticas, los telémeros se acortan con cada division celular, reflejando la historia
replicativa de la célula. La disminucién progresiva de los telémeros acaba generando
inestabilidad genética y finalmente senescencia celular.

La excesiva proliferacion celular que se da en la LMC a partir de la aparicién del
oncogén BCR-ABL1 en el clon maligno, se traduce en una reduccién significativa de
la LT en las células mieloides de la SP [110]. En estudios retrospectivos, la reduccién
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acelerada de los telémeros en pacientes con LMC se ha relacionado con la fase de
la enfermedad, la respuesta citogenética al tratamiento, la progresién a FA o FB, asi
como la clasificaciéon dentro de los indices pronéstico [111,112 y revisado en 113].
No obstante, solamente un estudio ha analizado y descrito la asociacién entre la LT
al diagnéstico de la LMC y la RMM con nilotinib [114]. Hasta la fecha, ningln estudio
ha observado una asociacién entre la LT y la obtencion de la RMP con los ITQs en
pacientes con LMC.

3.10. Factores clinicos predictores de remision libre de tratamiento

La identificacion de pacientes con una elevada probabilidad de suspender el ITQ
con éxito es, hoy en dia, uno de los mayores retos en la investigacién de la LMC.

Se debe evitar crear falsas expectativas al paciente, asi como una monitorizacién fre-
cuente e innecesaria en un paciente con altas probabilidades de recaer. Los factores
relacionados con la probabilidad de mantener la RLT son controvertidos, aunque los
mas importantes parecen ser la duracién del tratamiento con ITQ y la duracién de la
RMP. Tal y como se ha explicado en el apartado 3.9.1. “Ensayos clinicos de discon-
tinuacion y recomendaciones de los expertos”, el grupo de expertos de la ELN ha
recogido los datos de todos los estudios disponibles hasta hoy y, teniendo en cuenta

los factores pronéstico més consolidados, ha elaborado unas recomendaciones.

A continuacién se describen los factores clinicos de mayor relevancia que se han
observado en los diferentes estudios de suspension del ITQ:

El indice Sokal al diagnéstico

El indice de riesgo Sokal, calculado al diagndstico de la LMC, ha sido identificado
como factor pronéstico en varios de los estudios de suspension del ITQ [78,83,115].
En el grupo de pacientes de Sokal bajo, el 50-60% de estos son capaces de man-
tener la RLT, mientras que en el de Sokal alto, solo mantiene la RLT el 10-20%. Esto
sugiere que el ITQs no contrarresta el hecho de tener una enfermedad de mayor
riesgo al diagndstico, aunque con el tratamiento se consiga la RMP.

Duracién del tratamiento con ITQ

En el estudio STIM se observé que aquellos pacientes que habian sido tratados con
imatinib durante mas de 50 meses presentaban menos recaidas moleculares que
aquellos que habian sido tratados durante menos tiempo [80]. También en el estudio
llevado a cabo por el Grupo Espafiol de Leucemia Mieloide Crénica (GELMC), Her-
nandez-Boluda y cols. [116] observaron que los pacientes que habian sido tratados
con cualquier ITQ durante menos de 5 afios tenfan una mayor probabilidad de recai-
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da molecular una vez suspendido el tratamiento que los que habian sido tratados me-
nos de 5 afios. Por otro lado, los estudios DADI (imatinib + un afio de consolidacién
con dasatinib) y TWISTER (imatinib) no encontraron ninguna asociacién significativa
entre la duracién del tratamiento y una mayor o menor tasa de RLT. Tampoco encon-
traron ninguna correlacién con la dosis administrada y la probabilidad de mantener
la RLT [83,91]. Por lo tanto, es aun controvertida la duracién éptima del tratamiento
previa a la suspension del mismo y varia en funcién del ITQ administrado, ya que con
los ITQ-2G, al ser mas potentes, se obtiene la RMP en menos tiempo y aumenta la
probabilidad de mantener la RLT.

Duracidn de la respuesta molecular profunda

Se ha sugerido que este factor podria tener mayor peso que la duracién del trata-
miento. Esto ha sido demostrado en varios estudios como el EURO-SKI, donde ob-
servaron que a mayor duracién de la RMP, mayor probabilidad de permanecer en RLT
[87]. Takashi y cols. [117] también reforzaron este argumento, porque en este estudio,
los pacientes con una duracién de la RMP menor a 24 meses tenfan una tasa de RLT
del 15% comparado con los pacientes con una RMP mantenida durante més de 24
meses (tasa de RLT del 78%). En el estudio llevado a cabo por el GELMC [116], se
observé que aquellos pacientes con una RM4.5 mantenida durante mas de 4 afios
antes de suspender el tratamiento presentaban un 25% de incidencia acumulada de
recaida a los tres afios respecto a un 46% en aquellos pacientes con una duracién de
la RM4.5 inferior a 4 afos.

Profundidad de la respuesta molecular

Existen ciertas controversias a la hora de definir el nivel de RM mas adecuado para
suspender el tratamiento con el ITQ. En el estudio DESTINY llevado a cabo por el
grupo briténico [88], se incluyeron, ademas de pacientes en RMP (=zRM4), pacientes
en RMM, y se realizd una reduccién previa de dosis del ITQ a la mitad durante 12
meses previo a la discontinuacién. Los resultados fueron significativamente peores
en la cohorte de RMM (menor RLT), quedando claro que intentar suspender el trata-
miento en pacientes que alin no han conseguido la RMP no es una buena estrategia.
No obstante, esto no es tan obvio cuando se comparan los resultados de pacientes
que han suspendido el ITQ con diferentes niveles de RMP; el estudio EURO-SKI no
encontré ninguna diferencia en términos de RLT entre pacientes con el mismo nivel
de respuesta (RM4) pero con transcritos BCR-ABL1 detectables e indetectables [87].
En cambio, en el estudio de Takashi y cols. si que se observaron diferencias estadis-
ticamente significativas entre los pacientes con RM4.5 y transcritos detectables y los
pacientes con RM4.5 y transcritos indetectables [117].
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Es importante recordar las limitaciones en términos de sensibilidad que tiene la gPCR
(técnica estandar utilizada para determinacion de los transcritos BCR-ABL1 (apartado
3.7.1. "Definicién de la respuesta y metodologia para su deteccién”), y hay que te-
ner en cuenta que no todos los laboratorios son capaces de conseguir detectar los
mismos niveles de profundidad de la RM. Hoy en dia, sigue siendo una incégnita si el
hecho de conseguir detectar niveles més profundos de enfermedad residual podria
ayudar a diferenciar mejor los pacientes que mantendran la RLT y los que no. En este
sentido, la técnica de la PCR digital (dPCR) fue disefiada como una metodologia
alternativa a la gPCR para, entre otros objetivos, identificar de manera mas fiable los
pacientes candidatos a discontinuar el tratamiento. La dPCR fue descrita por primera
vez por Vogelstein and Kinzler en 1999 [118] y es una técnica que permite realizar
una cuantificacién absoluta de acidos nucleicos sin necesidad de rectas patrén, asi
como la deteccién de mutaciones raras o poco frecuentes. El principio bésico de la
técnica consiste en dividir la muestra en miles de pocillos o gotas (dependiendo de la
plataforma usada), donde se realiza una reaccién de PCR a punto final independiente
en cada una de ellas. La principal ventaja de la dPCR frente a la qPCR es, ademas del
hecho de poder prescindir de una recta patrén, que la sensibilidad y la precisién no
es tan dependiente de la amplificacion en cada reaccion.

3.11. Mecanismos biolégicos de persistencia de la LMC
tras discontinuacidon del tratamiento

En las dltimas décadas, se ha introducido el concepto de “cura operacional” en una
proporcién de pacientes que responden correctamente al tratamiento y que consi-

guen suspenderlo sin presentar una recaida molecular posterior.

A dia de hoy, los mecanismos bioldgicos que determinan que un paciente pueda o no
discontinuar con éxito el tratamiento con el ITQ siguen siendo desconocidos. Una de
las hipotesis que tiene mayor peso es el hecho de poder o no eliminar totalmente la
LSC. Otra hipdtesis es el posible control que el sistema inmune pueda ejercer sobre
la enfermedad residual medible (ERM).

En los siguientes apartados, se comentaran algunos de los mecanismos previamente
relacionados con la persistencia de la LMC y que han sido objeto de investigacion en
la presente Tesis Doctoral.

3.11.1. La célula madre leucémica de la LMC

Se sabe que las LSCs de la LMC son resistentes a los ITQs y persisten durante todo el
tratamiento, pudiendo ser causa de resistencia al farmaco, de recaida tras la disconti-
nuacién del mismo o de progresién de la enfermedad. En cualquiera de las situacio-

nes estas células impedirian conseguir una curacién total de la LMC.
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En cultivos in vitro se observa que no todas las LSCs son eliminadas por el ITQ y
que una subpoblacién de progenitores CD34+ de la LMC tienen la capacidad de
permanecer quiescentes e iniciar la enfermedad cuando son trasplantadas a ratones
inmunodeprimidos [119-122]. Esto es lo que probablemente ocurre en los pacientes
con LMC; el ITQ es capaz de eliminar los clones de la LMC derivados de la LSC que
adquiere la translocacién, pero no puede eliminar la propia LSC, quedando en un
estado de ERM. Esto podria explicar porqué en la mayoria de pacientes que estén en
fase de RLT, se siguen observando células BCR-ABL1+ [123,124]. No obstante, que
ello influya o no en la recaida tras la discontinuacién sigue generando controversia.
Ademas, la cinética de la recaida post-discontinuacién varfa, observandose recaidas
tanto tempranas (antes de los 6 meses) como tardias (mas allé del afio). Esta discre-
pancia podria reflejar cierta heterogeneidad de la LMC a nivel de la célula madre.
Una de las hipdtesis actuales es que el tratamiento con los ITQs ejerceria una presién
selectiva, aumentando la frecuencia de los clones LSCs con un crecimiento y una
diferenciaciéon mas lenta [125]. Del mismo modo, los ITQs podrian interferir tanto en
la habilidad de las LSCs para generar poblaciones mas diferenciadas como en la tasa
de division de células leucémicas progenitoras y diferenciadas. El efecto de estos
farmacos sobre las células iniciadoras de la leucemia (leukemia-initiating cells, LICs)
puede variar entre los pacientes, y estas diferencias podrian explicar los diferentes
escenarios observados en los pacientes con RMP que discontinuan el tratamiento
(Figura 8) [126].
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Figura 8. (P4gina anterior) Hipdtesis sobre la duracién de la RMP en los pacientes que discontinuan el
tratamiento. (A) En algunos pacientes, el tratamiento con imatinib (y probablemente, otros ITQs) conse-
guiria erradicar todas las LIC, dejando tinicamente una poblacién de LSCs quiescentes, indetectables por
técnicas convencionales como la gPCR. Esto daria lugar a tiempos de RLT prolongados, con ausencia de
recaida. (B) En otros pacientes, los ITQs no serian capaces de eliminar estas LIC, que presentan variabili-
dad en la cinética de crecimiento. Al suspender el tratamiento, los pacientes con persistencia de LICs de
crecimiento mas rapido experimentarian una recaida temprana, mientras que los pacientes con persis-
tencia también de LIC, pero de crecimiento mas lento, presentarian una recaida tardia (mas alld del afio
post-discontinuacion). LIC: leukemia-initiating cell. LSC: leukemic stem cell. Imagen adaptada de Mahon
FX et al, Clinical Cancer Research, 2012 [126].

Uno de los mayores retos a la hora de estudiar las LSCs es la identificacién de anti-
genos de superficie especificos y Unicos para estas células. Se sabe que las LSCs de
la LMC son CD34-positivas y CD38-negativas, pero esto también corresponde con
el fenotipo de las HSCs normales. Por lo tanto, es necesario identificar otros marca-
dores de superficie especificos de las LSCs de la LMC que permitan diferenciarlas de
las HSCs y también de células leucémicas més diferenciadas.

Se han descrito antigenos de superficie que estarian diferencialmente expresados en
las LSCs de la LMC y por lo tanto podrian ser Utiles para su identificacion y posible
tratamiento dirigido. Uno de ellos es el CD25 (interleukin-2 receptor alpha chain,
IL2Ra), que estd regulado por la actividad de STATS5. Varios estudios han demostrado
una sobreexpresion aberrante de este marcador en la superficie de las LSCs y una
relacion positiva de su expresion con la progresion de la LMC [127]. La unién de este
receptor de IL-2 con otro marcador descrito para la LSC de la LMC, el IL-1RAP (in-
terleukin-1-receptor accessory protein), activa las vias de sefializacion NF-k3 y AKT,
incrementando la proliferacién de las LSCs. Esta proliferacién viene mediada por IL-
1, y el bloqueo mediante anticuerpo de co-receptor IL-1RAP revierte la activacion y
proliferacion de las LSCs [128].

Otro posible marcador especifico de la LMC es el CD26 (enzima dipeptidyl peptida-
se IV, DPPIV). Herrmann y cols. [129], detectaron este marcador solamente en la LSC
de la LMC y no en otras neoplasias mieloides, mientras que los marcadores CD25 e
IL-1RAP también fueron detectados en las LSCs de otras neoplasias mieloides como
la leucemia mieloide aguda. La funcién principal de la enzima CD26-DPPIV es pro-
mover la disrupcion de las interacciones entre la LSC y el estroma medular, mediante
la degradacién de SDF-1 (stroma-derived factor 1). Por lo tanto, CD26 tendria un
papel directo en la liberacion de las LSCs propias de la LMC desde la MO a la SP. De
hecho, Bocchia y cols. [130] demostraron la presencia de células LSC CD26-positivas
en SP de pacientes con LMC tanto al diagnéstico, como durante el tratamiento con
ITQ e incluso una vez suspendido éste. Otro estudio publicado por Culen y cols.
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[131] refuerza la hipétesis de que la tincién con CD26 permite la discriminacién (me-
diante citometria de flujo) entre las LSCs de la LMC y las HSC normales. No obstante,
la relacion entre la proporcion de LSCs CD26-positivas con la progresion de la LMC

asi como con la recaida una vez suspendido el ITQ es incierta.

Por ultimo, recientemente se ha descrito la expresién del receptor transmembrana
CD93 (también conocido como receptor C1q) en LSCs quiescentes de la LMC, que
persisten una vez suspendido el ITQ [132]. Mediante estudios de xenotransplante en
modelos murinos, células LSC CD93+ (definidas como Lin-CD34+CD38-CD45RA-
CD90+CD93+) extraidas de pacientes con LMC son capaces de injertar en ratones
y provocar la aparicién de la LMC. Ademas, las LSCs de la LMC presentarian una
sobreexpresion de CD93 comparado con las HSC normales y, parece que el CD93
permitiria diferenciar entre las LSCs muy primitivas y con capacidad de autorrenova-
cién y las células méas maduras (mas diferenciadas), dentro del mismo compartimento
de células madre.

A pesar de los avances realizados en los Ultimos afios en la detecciéon de la LSC es-
pecifica de la LMC mediante marcadores de superficie, los resultados de los estudios

difieren y por ello este tema sigue siendo motivo de discusion.

Un método interesante para la identificacién y estudio de las células madre es el
ensayo de |la Side Population (SPop). Este ensayo se basa en la capacidad inherente
de estas células para expulsar de su interior sustratos fluorescentes como el Hoechst
33342 o el Dye Cycle Violet (DCV), debido a la sobreexpresion del transportador
multidroga ABCG2 (ATP-binding cassette super family G member 2). Este método
fue originalmente desarrollado por Goodell y cols. [133], quienes descubrieron que
incubando células normales de la MO con H33342 se podia detectar, mediante cito-
metria de flujo, una pequefia subpoblacién de células que no acumulaban el sustrato
fluorescente. Los autores observaron que estas células estaban muy enriquecidas
en células hematopoyéticas y progenitoras. Posteriormente, esta fraccion de células
SPop han sido detectadas tanto en neoplasias hematoldgicas como tumores soli-
dos [134]. Las células SPop representan normalmente menos del 0,1% del total de
células de la MO y estan enriquecidas dentro de la fraccién de células hematopo-
yéticas resistentes a los formacos. De hecho, la sobreexpresion del transportador
ABCG2 en las células SPop ha sido relacionado con la refractariedad a la quimiote-
rapia [135,136]. Varios estudios sugieren que la capacidad de expulsién del sustrato
fluorescente mediante el transportador ABCG2 estaria correlacionado con el grado
de madurez de estas células, siendo las mas primitivas (stem/progenitor cells) las
que presentan una mayor capacidad para expulsar el sustrato de su interior. Por lo
tanto, se han asociado varias caracteristicas de las células madre a la fraccién SPop,
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entre ellas, una elevada capacidad de autorrenovacién y diferenciacion, asi como el
arresto en fase GO/G1 del ciclo celular [137]. Por ello, podria ser de interés combinar
la deteccién de marcadores de superficie con el ensayo funcional de la SPop para
identificar mejor el compartimento de las LSCs que puedan ser responsables de la
resistencia al tratamiento y/o de la recaida tras la discontinuacién del mismo [138].

3.11.2. El papel del sistema inmunitario en la LMC

El sistema inmunitario tiene un papel fundamental en la proteccién contra enferme-
dades infecciosas. También es capaz de identificar células potencialmente malignas
que expresan antigenos de forma aberrante en la superficie de éstas.

Cuando el sistema inmunitario detecta una célula maligna, se activan células anti-
tumorales para controlar la neoplasia. No obstante, la mayoria de células malignas
desarrollan estrategias que facilitan su supervivencia y progresion, mediante la libe-
racién de factores inhibidores como citoquinas inflamatorias e inmunosupresoras,
asi como la activacion de células supresoras del sistema inmunitario, revirtiendo los
efectos antitumorales de éste.

Como se ha comentado anteriormente, la MO es el nicho donde residen las células
madre y progenitoras de la LMC, y aunque su estructura celular y molecular espe-

cifica sigue siendo en parte desconocida, cada vez hay més evidencias de que el

sistema inmunitario tiene una influencia sobre ellas [139,140].

A continuacién se explica de manera resumida los principales componentes del sis-

tema inmunitario y su papel en la patogénesis y control de la LMC:

Células efectoras del sistema inmunitario

Las principales células efectoras antitumorales del sistema inmunitario, las células
NK, las células dendriticas (dendritic cells, DC) y los linfocitos T citotéxicos (cytotoxic
T lymphocyte, CTL), juegan un papel en el control de las hemopatias malignas, entre
ellas la LMC.

Las células NK son un tipo de linfocitos citotoxicos de la inmunidad innata, sien-
do la primera linea de defensa frente a células tumorales y patégenos como los
virus. La poblacién de células NK es fenotipica y funcionalmente heterogénea; la
fraccién de células NK CD56bright (elevada densidad del marcador CD56 en la
superficie celular) es capaz de producir grandes cantidades de citoquinas, como el
interferén (INF)-y y/o el factor de necrosis tumoral TNF-a, en pocos minutos, pero
no puede eliminar de manera espontéanea las células tumorales. Son las células NK
CD56dimCD16+, de mayor grado de madurez, las encargadas de lisar las células
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potencialmente malignas. Dentro de la fraccion de células NK CD56dimCD16+,
existe una subpoblaciéon que expresa el marcador CD57; esta subpoblacién de cé-
lulas NK CD56dimCD16+CD57+ fue definida, por Lépez-Verges y cols. [141] como
células NK que se encuentran en el estadio definitivo de maduracién, con una baja
capacidad de proliferaciéon y una elevada actividad citotdxica.

A diferencia de los CTL, que para su activaciéon requieren de la participacion de
células presentadoras de antigeno como las DC, las células NK utilizan un conjun-
to de receptores activadores e inhibidores para el reconocimiento de las células
malignas [142]. Unos de estos receptores de mayor importancia son los llamados
killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIR); una familia de glicoproteinas trans-
membrana tipo | expresados en la membrana plasmatica de las células NK. Los KIR
son capaces de distinguir entre las diferentes variantes alélicas de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad, lo que permite detectar células infectadas
por agentes externos o células transformadas (células malignas). La actividad de las
células NK vendra determinada por el balance entre la cantidad de KIR activadores
e inhibidores expresados en sus membranas [143]. Tradicionalmente, se han descrito
dos conjuntos de haplotipos en base al contenido de genes de cada uno de ellos,
designados como haplotipos Ay B. El haplotipo B se caracteriza por tener uno o mas
de los siguientes genes: KIR2DLS5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 y KIR3DS1.
De manera contraria, el haplotipo A se caracteriza por la ausencia de todos estos ge-
nes. Como consecuencia de esto, el haplotipo B contiene mas genes que codifican
para KIR activadores que el haplotipo A.

En pacientes con diagnéstico reciente de LMC en FC, se ha observado que las célu-
las NK estan en baja proporcién respecto a los linfocitos totales y ademas éstas son
disfuncionales. Esta situacién empeora a medida que la enfermedad progresa a fases
mas avanzadas como la FA o FB [139].

Respecto a las DC, con un papel muy importante como células presentadoras de
antigeno para la activacion de células T naive, se ha observado que en pacientes con

LMC, estas células tienen defectos cuantitativos y funcionales importantes, incluyen-

do una presentacién de antigeno ineficiente [144].

Células supresoras del sistema inmunitario

Con el objetivo de evadir el sistema inmunitario innato y adaptativo, las células neo-
plasicas pueden alterar determinadas vias de sefializacién que provocan una supre-
sién de las respuestas antitumorales. Este mecanismo de supresién viene mediado
principalmente por la expansiéon de células supresoras de origen mieloide (en in-
glés, myeloid-derived suppressor cells, MDSCs), una poblacién celular que parte
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de un CMP, que también da lugar a DC normales, monocitos, macréfagos y gra-
nulocitos. Existen dos grupos de MDSCs, las granulociticas o polimorfonucleares
(en inglés, polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells, PMN-MDSCs), que
son morfoldgica y fenotipicamente similares a los neutrdfilos; y las monociticas (en
inglés, monocytic myeloid-derived suppressor cells, MO-MDSCs), morfolégica y fe-
notipicamente similares a los monocitos.

Las MDSCs se expanden durante el desarrollo de las neoplasias, procesos inflamato-
rios e infecciosos y se caracterizan por su capacidad de suprimir la funcién citotédxica
de los linfocitos T, incluyendo tanto los CTL como las células NK [145]. En presencia
de neoplasia, es el propio microambiente inflamatorio del tumor el que facilita la
expansion y la actividad supresiva de las MDSCs, liberando mdltiples factores pro-in-
flamatorios como GM-CSF y VEGF. Posteriormente, la actividad de las MDSCs viene
mediada por un conjunto de mecanismos tales como el aumento en la produccién
de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno, y la sobreexpresiéon de arginasa-1,
esta Ultima actuando mediante la inhibicion de la proliferacién de las células NK'y
la secrecién de INF-y. En algunos casos, las MDSCs son capaces de modular la res-
puesta inmunitaria mediante la expresion del ligando programmed-death ligand 1
(PD-L1), que se une a su receptor PD-1 en los CTL e induce su apoptosis.

Las MDSCs también median el reclutamiento y expansién de células T reguladoras
(eninglés, regulatory T cells, Treg) inmunosupresoras. Estas células son un tipo espe-
cializado de células T CD4+ que expresan el factor de transcripcion forkhead box P3
(FoxP3) y son capaces de comprometer la funcién antitumoral de las células T CD4+/
CD8+ y la actividad de las células presentadoras de antigeno, facilitando la evasion

inmune de la célula tumoral [145,146].

En el contexto de la LMC en FC al diagnéstico, se ha visto que los pacientes presen-
tan elevados niveles de PMN-MDSCs y MO-MDSCs en comparacién con controles

sanos y que estas MDSCs expresan BCR-ABL1 y son parte del clon leucémico [147].

También el porcentaje de células Treg esta significativamente incrementado en pa-
cientes con diagnéstico reciente de LMC comparado con controles sanos, y el nime-
ro de células Treg aumenta a medida que la enfermedad progresa [148].

Ademas, las células BCR-ABL1+ de la LMC son capaces de evadir el sistema inmu-
nitario mediante la sobreexpresién del immune checkpoint PD-1 en los CTL, que es
reconocido por su ligando PD-L1, expresado de manera aberrante en la superficie de
las células de la LMC. PD-1 se expresa temporalmente en las células efectoras acti-
vadas del sistema inmunitario en condiciones normales; no obstante, una expresién
constitutiva de PD-1 da lugar a una reduccion en la funcion efectora de las células T
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ademas de una expansion de células Treg con incremento de su funcién supreso-
ra [149]. Este escenario promueve la supresion del sistema inmunitario efector y la
progresion de la enfermedad, en los que estan implicadas tanto las MDSC como las
células Treg (Figura 9) [147].

A dia de hoy, se desconocen los mecanismos que conducen a este escenario de
inmunodepresién observado en la LMC. Algunos estudios sugieren que las células
BCR-ABL1+ de la LMC podrian segregar vesiculas extracelulares que serian captadas
por las células Treg y que esta interaccion seria la que provocaria la sobreexpresion
de FoxP3 en estas células. Esto produciria un aumento de la actividad supresora de
las células Treg, que principalmente afectaria a las células T CD8+, uno de los princi-

pales componentes de defensa contra las células malignas [150].
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Figura 9. Restablecimiento del sistema inmunitario efector en los pacientes con LMC que consiguen
una RMP con la terapia ITQ. Al diagnéstico: la supresiéon inmunoldgica estd mediada en parte por las
HSCs, que adquieren ventajas proliferativas y de supervivencia (evasion de la apoptosis). Estas células se-
gregan citoquinas y quimiocinas que promueven la expansién de las MDSCs y las células Treg, facilitando
la desregulacién de la inmunidad efectora. El ligando PD-L1 esta sobreexpresado en la superficie de las
células de la LMC, que interacciona con su receptor inhibitorio, PD-1, y contribuye a la proteccién de las
células malignas frente a la destruccién por parte del sistema inmunitario. Las MDSCs son BCR-ABL1+ ya
que se originan a partir del clon maligno, y su actividad supresora estd mediada via la produccién de es-
pecies reactivas del oxigeno y nitrégeno y arginasa-1, entre otras. Las MDSCs pueden inducir la expansién
de las células Treg, que también expresan PD-1. Durante el tratamiento con ITQ: el ITQ ejerce efectos
inmunomoduladores, especialmente sobre las poblaciones MDSC y Treg, reactivando y restableciendo
la vigilancia del sistema inmunitario efector. CML, leucemia mieloide crénica; TKI, inhibidor de la tirosina
quinasa; CP, fase crénica; MDSCs, células supresoras de origen mieloide; Treg, células T reguladoras;
PD-L1, programmed death ligand-1; PD-1, programmed death-1; NO, éxido nitrico; ROS, especies re-
activas del oxigeno; TGF-B1, transforming growth factor-81; NK, natural killer; LAA, antigeno asociado a
leucemia; CTL, linfocito T citotdxico; DC, célula dendritica. Imagen adaptada de Hughes A et al., Frontiers
Immunology, 2017 [139].
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Factores inmunitarios que podrian contribuir a la RLT

Es conocido que los ITQs ejercen efectos inmunomoduladores, reactivando la vigi-
lancia del sistema inmunitario efector. De manera especifica, el tratamiento con ITQ
lleva a la restauracion del repertorio de KIRs y otros receptores de las células NK, asi
como el aumento de la actividad de estas células. También implica la restauracién de
las respuestas mediadas por CTL, reduciendo los niveles de expresion de PD-1, y el
aumento en nimero de DC y su funcién como células presentadoras de antigenos
(Figura 9: Hughes A et al, 2017 [139]). Ademas, se ha observado que el restableci-
miento del sistema inmunitario estd estrechamente relacionado con los niveles de
RM al tratamiento, siendo la RMP el nivel donde, tedricamente, se consigue la méxi-
ma reactivacion del sistema efector antitumoral. No obstante, el mecanismo por el

que estos dos fendmenos estan relacionados aln estad por determinar.

El hecho de que la mitad de los pacientes que paran el tratamiento no presenten
una pérdida de la RM, a pesar de tener una ERM persistente, ha sido atribuido al
control inmunitario de la LMC. Un subestudio del ensayo clinico STIM realizado en 51
pacientes que suspendieron el tratamiento (InmunoSTIM), se observd que tener un
numero elevado de células NK en el momento de la discontinuacién se asociaba con
el mantenimiento de la RLT [151]. Posteriormente, el analisis realizado a un subgrupo
de pacientes del ensayo clinico EURO-SKI confirmé este hecho y, ademés, el man-
tenimiento de la RLT se asocié con tener una mayor proporcién de células NK mas
maduras (CD57+) y citotdxicas (CD16+ y CD57+) [152]. Ademas, en un subestudio
de este mismo ensayo clinico se observé que una proporcién elevada de DC CD86+
y unos niveles de expresion bajos para PD-1 en CTLs CD8+, se asociaba a mayor
riesgo de recaida, lo que sugiere que el agotamiento del sistema inmune efector
juega un importante papel en este evento [153].

A pesar de toda la evidencia disponible, los resultados de los estudios inmunolégi-
cos realizados en pacientes con LMC que discontinuan el ITQ siguen siendo contro-

vertidos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El prondstico de la LMC ha mejorado sustancialmente con los ITQs, de manera que
la supervivencia global de los pacientes diagnosticados de LMC en FC es hoy en dia
similar a la de la poblacién general. De esta manera, el primer objetivo terapéutico
con los ITQs es la obtencién de la RMM, que evita la progresién de la enfermedad
a fases avanzadas, seguido de la obtencién de una RMP mantenida, requisito indis-
pensable para la suspensién del ITQ tras varios afos de tratamiento. Finalmente, el
uUltimo objetivo terapéutico es el mantenimiento de la RLT tras la discontinuacién del
ITQ.

Imatinib sigue siendo el tratamiento estdndar en primera linea para la mayoria de
pacientes diagnosticados de LMC debido a que muchos de ellos se diagnostican
en FC, con indice de Sokal bajo y muchos tienen comorbilidades asociadas. Sin em-
bargo, alrededor del 30% de los pacientes presentara resistencia a este tratamiento
y, de los que responden, solo el 35%-40% conseguird la RMP. Los ITQs-2G (como
nilotinib, dasatinib y bosutinib) son mas eficaces que imatinib, especialmente en la
obtencién de una RMP de manera més rapida y estable, pero los efectos secundarios
a corto y largo plazo suelen ser superiores a los observados con imatinib.

Pese a la disponibilidad de mdltiples ITQs para tratar la LMC, se han descrito muy
pocos predictores bioldgicos que identifican, en el momento del diagnéstico, a
aquellos pacientes con menor probabilidad de alcanzar la RMM o RMP con imatinib
y que, por lo tanto, puedan beneficiarse de un tratamiento con un ITQ-2G desde un

inicio.

La hipétesis global de la esta Tesis Doctoral es que determinados biomarcadores
presentes al diagndstico de la LMC se asocian con la obtencién de la RMM y la RMP
en pacientes tratados con imatinib en primera linea y que su identificaciéon podria
ayudar en la toma de decisiones terapéuticas aplicando una medicina mas perso-
nalizada desde el diagnéstico hasta la eventual discontinuacién del tratamiento a
largo plazo. Ademas, el anélisis de variables clinicas y biolégicas en pacientes que
discontinuan el ITQ puede ayudar a entender mejor los mecanismos que subyacen
a la pérdida de la RMM en algunos pacientes y al mantenimiento de la RLT en otros.
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Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto,
los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1.

Estudiar la asociacion entre polimorfismos presentes en genes relacionados con el
metabolismo y transporte de farmacos y la obtencién de la RMM en pacientes trata-
dos con imatinib en primera linea.

1.1. Genotipar multiples polimorfismos (SNPs) en genes ADME mediante un
array de farmacogenética en una cohorte piloto de pacientes tratados con
imatinib y analizar la asociacion entre estos SNPs y la probabilidad de conse-
guir la RMM con imatinib en primera linea.

1.2. Genotipar los SNPs estadisticamente significativos obtenidos en el apar-
tado 1.1. en una cohorte independiente de mayor extension y validar su
asociacion con la obtencién de la RMM con imatinib en primera linea.

2.

Estudiar el papel de la LT (corregida por la edad) al diagndstico de la LMC en la res-
puesta al tratamiento con imatinib en primera linea.

2.1. Analizar la asociacién entre la LT al diagndstico y la obtencién de la RMP
con imatinib en primera linea.

2.2. Analizar la asociacion entre la LT y la obtencién de la RMM con imatinib,
las isoformas de la proteina p210 y los diferentes indices prondstico de esta
enfermedad.
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3.

Analizar las caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes que mantienen la RLT
y los pacientes que presentan una recaida post-suspensién del ITQ, especialmente

con imatinib, incluidos en el Protocolo ICO de Discontinuacion.

3.1. Analizar la asociacion entre determinadas variables clinicas y la inciden-

cia acumulada de RLT en todos los pacientes incluidos en el protocolo.

3.2. Determinar la utilidad de la técnica de dPCR en pacientes en RMP por
gPCR estandar durante los dos afos previos a la discontinuacién del ITQ,

para predecir la probabilidad de recaida tras ésta.

3.3. Cuantificar y caracterizar la fracciéon de células de la SPop y establecer

su posible papel en la recaida post-discontinuacion.

3.4. Estudiar la frecuencia de diferentes subtipos de células NK'y analizar su
asociacién con la recaida post-discontinuacién.
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MATERIAL Y METODOS

TRABAJO |

Deteccion de SNPs en genes implicados
en el metabolismo y transporte de farmacos
y relacionados con la respuesta a imatinib

1. Pacientes y disefio del estudio

El Trabajo | es un estudio retrospectivo que se realizd en dos fases: un estudio piloto
inicial y un estudio de extensién con un mayor nimero de pacientes.

En el estudio piloto se incluyeron un total de 45 pacientes diagnosticados de LMC,
segun los criterios de la OMS 2008 [5], procedentes del ICO-Badalona, el ICO-Hos-
pitalet (Hospital Duran i Reynals) y el ICO-Girona (Hospital Josep Trueta).

Para el estudio de extensién se incluyeron de forma retrospectiva, un total de 137
pacientes procedentes de 6 hospitales: ICO-Badalona, ICO-Hospitalet, ICO-Girona,
ICO-Tarragona (Hospital Joan XXIII), Hospital General de Granollers (Granollers) y
del Hospital General Universitario Morales Meseguer (Murcia).

El principal criterio de inclusién fue el tratamiento con imatinib en primera linea
durante un minimo de 6 meses. Se excluyeron los pacientes que habian presentado
resistencia al tratamiento debido a mutaciones en el dominio quinasa de ABLT, o
que presentaran otras alteraciones genéticas como por ejemplo ACAs.

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado de todos los pacien-
tes incluidos en el estudio. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo
con los protocolos internos del laboratorio y autorizados por el Comité Etico de
Investigacién Clinica del HGTiP (Badalona).

2. Procesamiento general de las muestras

Para ambas fases del Trabajo | fue necesaria la utilizaciéon de ADN procedente de
muestras de SP total (o en su defecto MO), en cualquier momento del transcurso
de la enfermedad.

Previo a la obtencién del ADN, se llevé a cabo una lisis eritrocitaria de las muestras
de SP o MO empleando una solucién tampén a base de cloruro de amonio (TLE,
tampodn de lisis eritrocitaria: NH,CL - EDTA - HEPES). Para ello, la muestra de SP o
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MO se centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos para separar el plasma del resto
de componentes de la sangre. Una vez descartado el plasma, se lisa las muestras du-
rante 10 minutos a temperatura ambiente utilizando 10 mL de TLE. Posteriormente,
las muestras se centrifugan a 2000 rpom durante 10 minutos y se descarta el sobre-
nadante. Se resuspende el pellet leucocitario con 1-2 mL de TLE y se transfiere a un
eppendorf de 2 mL. Se centrifuga de nuevo la muestra a 2000 rpm durante 5 minutos
y se retira el sobrenadante. Finalmente, se resuspende el pellet con 150 pl de RA

(solucién estabilizadora de acidos nucleicos a base de isotiocianato de guanidina).

3. Extraccién del ADN y cuantificaciéon

La extraccién del ADN de muestras de SP o MO se realizé de manera automética me-
diante el robot QIACube® (Qiagen, cat. no. 9002864) usando el QlAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, cat. no. 51106). La concentracion del ADN vy su calidad fueron de-
terminadas mediante el espectrofotémetro QlAexpert (Qiagen, cat. no. 9002340). El
ADN gendmico se conservé a -20°C y fue usado posteriormente para el genotipado
de los SNPs.

4. Genotipado de SNPs presentes en genes implicados
en el metabolismo y transporte de farmacos

Los SNP son las variaciones genéticas mas comunes que se encuentran en el geno-
ma de cualquier organismo. A pesar de que los SNPs son de especial interés para
entender ciertas caracteristicas de las enfermedades asi como el metabolismo de
determinados farmacos, el genotipado de SNPs a gran escala (estudios con elevado
numero de individuos) ha supuesto un gran reto para la ciencia, debido al elevado
coste econdémico y de recursos asociado a las técnicas de genotipado convenciona-
les. Es por ello que se han creado diferentes plataformas de genotipado de SNPs
que permiten multiplexar el procedimiento, reduciendo el coste y tiempo empleado
en la técnica.

En trabajo se utilizaron 2 metodologias diferentes para el genotipado de SNP, una
para la parte del estudio piloto y otra para el estudio de extension.

A continuacién se describen ambas:
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4.1. Estudio piloto: DMET™ Plus Microarray
(Affimetrix, Applied Biosystems, cat. no. 901268)
Esta tecnologia permite la identificacion simultanea de 1936 SNPs presentes en 231

genes ADME. Estos SNPs fueron seleccionados en base a la evidencia disponible y
revisados por el consorcio de expertos PharmaADME (www.pharmaadme.org). Este

consorcio fue creado con el objetivo de desarrollar un listado de genes y biomarca-
dores genéticos que permitiera su inclusion en las plataformas de genotipado actua-
les (de donde derivé el Microarray DMET™) para su uso en estudios de variabilidad

farmagendmica.

Los genes incluidos en el microarray DMET™ se clasifican en 4 categorias: a) genes
que codifican para enzimas de fase | (h=45), involucradas en procesos de modifica-
cién de grupos funcionales mediante oxidacion, reduccidn e hidrélisis, b) genes que
codifican para enzimas de fase Il (n=74), que son responsables de la conjugacién
con la fraccién enddgena de ciertas moléculas con el objetivo de obtener sustancias
faciles de excretar por orina o bilis, ¢) genes que codifican para transportadores
(n=51), responsables de la absorcién y excrecion de los farmacos dentro y fuera de
las células y, por dltimo, d) genes que codifican para proteinas modificadoras (n=24),
que pueden alterar la expresion de otros genes ADME o incluso la bioquimica de las
enzimas codificadas por estos genes. Posteriormente, se incorporaron 37 genes adi-
cionales (llegando a un total de 231 genes), la mayoria implicados en la regulacion
intracelular de procesos que facilitan el metabolismo y transporte de los farmacos (el
listado de todos los genes aparece en el apartado 1 de la seccién de Anexo | - Me-
todologia suplementaria).

Su metodologia se basa en la utilizacién de molecular inversion probes (MIP), molé-
culas de ADN de Unica cadena, que contienen dos regiones complementarias a las
regiones de ADN que flanquean el SNP, lo que permite una amplificacién precisa de
la regidn de interés. La deteccidn del alelo se realiza mediante oligonucleétidos ale-
lo-especificos y la lectura de la fluorescencia se puede hacer tanto en el GeneChip™
Scanner 3000 como el GeneChip™ Scanner 3000Dx v.2 (Affimetrix). Debido a que
en nuestro laboratorio no disponiamos de ninguno de estos dos equipos, el estudio
piloto se llevd a cabo mediante la colaboracién del grupo “Unidad de Expresion
Tecnologia Affymetrix” del Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compos-
tela. Alli se realizé toda la parte experimental (siguiendo el protocolo descrito por
el fabricante [154]. Posteriormente, en nuestro laboratorio se analizaron los datos
crudos del genotipado (asignacion de alelos) mediante el programa DMET Console
Analysis Software.
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4.2. Estudio de extensién: 96.96 Dynamic Array™ integrated fluidic cir-
cuit (IFC) with SNP Type Assays (Fluidigm, cat. no. PN BMK-M-96.96GT)

Los SNPs significativamente relacionados con la respuesta a imatinib obtenidos en
el estudio piloto, se analizaron mediante la tecnologia de los SNPtype Assays de
Fluidigm en un mayor nimero de pacientes; esta tecnologia permite la deteccién de
SNPs de manera relativamente répida, reduciendo el coste econémico y la cantidad
de muestra necesaria, asi como aumentando su reproducibilidad. Las sondas (assays)
SNPtype se basan en la quimica de deteccién por PCR a punto final alelo-especifica,
y constan de 3 primers diferentes: a) allele-specific primer 1 (ASP1), marcado con
FAM, b) allele-specific primer 2 (ASP2), marcado con HEX'y ¢) locus-specific primer
(LSP). En cada reaccién se utiliza una sonda universal, lo que produce una fluores-
cencia uniforme a la vez que permite reducir los costes del procedimiento (para la
descripcién gréfica de la tecnologia SNPtype Assays, ver apartado 2, Anexos | - Me-
todologia suplementaria).

Uno de los chips disponibles en esta plataforma permite analizar 96 SNPs diferentes
en 96 muestras de ADN (96.96 Dynamic Array™ IFC), realizando un total de 9.216
reacciones de manera simultanea. Este formato de chip ha sido usado en la presente
Tesis Doctoral.

El proceso se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante (SNP Genotyping
analysis user guide, Fluidigm, PN 68000098 Q1), con la colaboracién de la unidad
de Plataformas del Institut Josep Carreras. En el Médulo 1 (pagina 81) se resume
el protocolo utilizado para este estudio, asi como los reactivos necesarios en cada
uno de los pasos.

Segun instrucciones del fabricante y para obtener mejores resultados, todas las
muestras de ADN se pre-amplificaron previamente usando los specific target am-
plification (STA) primers. La concentracién minima de partida fue de 10ng/uL. Todas
las muestras pre-amplificadas fueron analizadas por triplicado, con el objetivo de
verificar la reproducibilidad de la técnica y obtener unos resultados mas precisos.

Finalmente, el andlisis de la lectura de los chips se llevé a cabo utilizando el Genoty-
ping Analysis Software de Fluidigm.
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5. Analisis de los datos obtenidos

5.1. Estadisticos descriptivos e incidencias acumuladas

Las caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes fueron descritas como fre-
cuencias y porcentajes para las variables categéricas y como mediana y extremos
para las variables cuantitativas. La comparacién de variables continuas entre diferen-
tes grupos se llevé a cabo mediante los tests de Mann Whitney U o Kruskal-Wallis,
mientras que la comparacién de variables categdricas se hizo mediante el test de Chi
cuadrado o el test exacto de Fisher, en caso necesario. Se calcularon las incidencias
acumuladas de RMM para los SNPs significativos en el estudio de extension y se re-
presentaron graficamente mediante curvas Kaplan-Meier. Se utilizé el software SPSS
version 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el software R para estos andlisis.

5.2. Andlisis de asociacidn mediante herramientas bioinformaticas

El andlisis bioinformatico de los datos obtenidos tanto en el estudio piloto como en
el estudio de extensidn se llevd a cabo mediante el software libre R, utilizando el
paquete SNPassoc [155].

Se realizé un analisis de asociacién caso-control para los dos estudios (estudio pilo-
to y estudio de extensién), con el objetivo de encontrar una posible correlacion entre
los SNPs analizados y la respuesta al tratamiento con imatinib. No obstante, previo
al anélisis de asociacion, los datos genéticos obtenidos en el genotipado fueron so-
metidos a un procedimiento de control de calidad estandar; primero, se calcularon
las frecuencias genotipicas para cada SNPs y el % de valores nulos (missing) para
cada genotipo. Se descartaron los SNPs monomérficos (un tnico genotipo en toda
la poblacién de estudio) y se seleccionaron Unicamente aquellos con una tasa de ge-
notipado del 95% (es decir, que el 95% de los pacientes tuviesen informacién de ge-
notipo para cada SNP). Posteriormente, se calculé el equilibrio de Hardy-Weinberg
(Hardy-Weinberg equilibrium, HWE). El HWE en la poblacién valora, para cada SNP,
la diferencia entre la distribucién observada de genotipos y su distribucion esperada
en funcidn de las frecuencias génicas. Dicha diferencia se evalia mediante un test
de Chi cuadrado o test exacto de Fisher. Dado que un SNP dentro de una poblacién
puede no estar en equilibrio por diferentes motivos (como consecuencia de la propia
enfermedad, entre otros), en este trabajo, las variantes con p-valor HWE <0,05 (esto
es, que no estan en equilibrio) y que resultaron estadisticamente significativas en el
estudio de asociacién se tuvieron en cuenta para la posterior interpretacion de los
resultados.

Para el andlisis de asociacién se evaluaron, en cada uno de los SNPs, las diferencias

en frecuencia de genotipos entre casos y controles, mediante un test de regresion
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lineal donde se obtuvieron las razones de probabilidades (odd ratios, OR). A pesar
de que este tipo de analisis podria verse afectado negativamente por el hecho de
que el nimero de marcadores genéticos a analizar es mucho mayor que el de indivi-
duos (como es el caso de este trabajo y de la mayoria de estudios genéticos de este
tipo), el paquete SNPassoc permite el andlisis de un solo marcador cada vez, evitan-
do asi un posible error estadistico. Para testar la asociacion alélica de cada SNP con
la variable de interés (respuesta a imatinib), se construye una tabla de contingencia
para las frecuencias alélicas, donde cada celda es el nimero de veces que aparece
un determinado alelo en los casos o en los controles. Todos los anélisis fueron reali-
zados asumiendo diferentes modelos genéticos, ya que el modelo de herencia era
desconocido. Para la seleccién del mejor modelo de herencia se utilizé la prueba de
razén de verosimilitud (likelihood ratio test) o el test exacto de Fisher, complementa-
do con el criterio de informacién de Akaike (AIC).

Para afiadir mayor potencia estadistica, en el estudio de extension se realizaron un
conjunto de andlisis adicionales: por un lado, se utilizé la metodologia estadistica
llamada “validacion cruzada”. En este caso, la cohorte total se dividié en 5 grupos
iguales de manera aleatoria y el analisis de asociacién entre los polimorfismos y la
respuesta a imatinib se realizé 5 veces (anélisis A, B, C, D y E), siempre dejando fuera
uno de los grupos.

Ademas, se realizé un analisis de asociacién por permutaciones. En este tipo de
anélisis, se emplea una asignacién aleatoria de los sujetos (poblacién de estudio)
bien en el grupo de casos, o bien en el grupo de controles. Por ello, todos los pa-
cientes son tratados de la misma manera (no hay casos y controles asignados previa-
mente), ya que la asignacion del caracter distintivo se hace de manera aleatoria en
cada una de las iteraciones del test de permutaciones. En este estudio, el analisis se
realizé para la cohorte entera, sin dividir por grupos, y se aplicaron un total de 10.000

iteraciones.

Finalmente, se analizaron los posibles haplotipos! mediante la herramienta Haplo-
view [156] y se estudié la asociacién con la respuesta a imatinib.

Para todos los anélisis se considerd significacion estadistica si p-valor <0,05.

(1) Haplotipo: conjunto de variaciones en el ADN (polimorfismos como SNPs o inserciones/deleciones), adyacentes
entre ellos en el mismo locus y con tendencia a heredarse de manera conjunta.
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MODULO 1

Protocolo de genotipado de SNP mediante la tecnologia de Fluidigm (SNPtype)

1. Pre-amplificacién de todas las muestras (specific target amplification, STA)

Primero se prepara la mezcla de los primers STA y LSP para cada ensayo (10X STA Primer Pool)

en una placa de 96 pocillos:

Reactivo

Fabricante (cat. no.)

Volumen total (pl)

100 pM SNPtype Assay STA primer

Fluidigm (ASY-GT)

2 (x 96 = 192 total)

100 uM SNPtype Assay LSP primer

Fluidigm (ASY-GT)

2 (x 96 = 192 total)

DNA suspension buffer
(10mM Tris, pH 8.0, 0.1 mM EDTA)

TEKnova (T02211)

16

Preparacion de la mezcla de pre-a

mplificacion:

Reactivo Fabricante (cat. no.) | Volumen / muestra (pl)
Qiagen 2X Multiplex PCR MM Qiagen (206143) 2,5
PCR-certified water NA 0,75
10X SNPtype STA Primer Pool NA 0,5
ADN muestra NA 1,25
TOTAL 5

Protocolo de termociclador:

95°C 15 min.
95°C 15 seg.

14 ciclos
60°C 4 min.

2. Preparacion de las mezclas

de los ensayos

10X STA
Primer Pool

En una placa de 96 pocillos se mezclan los primers ASP1/ASP2 + LSP y el buffer (SNPtype assay mix)

Reactivo Fabricante (cat. no.) | Volumen (ul)
MNPy e U2 | gy |3
1004 SNPupe feor BN pggm pstan | s
(10m|vD| ?ﬁé,s;;pg.rgi%mbr:ﬁEDTA) TEKnova (T02211) 29

Se prepara la pre-mix (Assay pre-mix) y se afiaden 4ul de ésta en cada uno de los pocillos.
Posteriormente se afiade 1ul de la SNPtype assay mix preparada anteriormente.

Reactivo Fabricante (cat. no.) | Volumen/muestra (pl)
2X Assay Loading Reagent Fluidigm (85000736) 2,5
PCR-certified water NA 1,5
SNPtype Assay Mix NA 1
TOTAL 5

Assay
pre-mix

-« |

SNPtype
Assay Mix
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3. Preparacion de las muestras (Sample Mix Solution)

Se prepara la pre-mix para las muestras (sample pre-mix) y se afiaden 3,5pl en cada uno de los
pocillos de una placa de 96. Posteriormente, se afaden 2,5ul del ADN pre-amplificado en el

paso 1.
Reactivo Fabricante (cat. no.) | Volumen / muestra (pl)
Biotium 2X Fast Probe Master Biotium (31005) 3
60X SNPtype Reagent Fluidigm (100-3402) 0,1 pre-mix
ROX Life Tech. (12223-012) 0,036
PCR-certified water NA 0,064
ADN pre-amplificado (STA) NA 2,5
TOTAL 6

4. Preparacién de los 96.96

Dynamic Array™IFC

Previo a su uso, el chip IFC debe ser preparado para la posterior transferencia de las muestras y
ensayos (priming step). Para ello se afiade el liquido de control y se introduce en el IFC Contro-
ller MX. Este proceso dura 20 minutos.

A continuacién, se procede a pipetear dela
Solution en los pocillos correspondientes (a cada lado del chip) segin la siguiente imagen:

y 5ul de la Sample Mix

Assay inlets

Sample inlets

Una vez cargadas las muestras y los ensayos, se vuelve a introducir el chip en el IFC Controller MX,
donde ambos se mezclan dentro del sistema de nanofluidica presente en el centro del chip.

5. Protocolo de PCR en BioMark™ HD System y visualizacién de los datos
en el Genotyping analysis software
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TRABAJO Il

La influencia de la longitud de los telémeros
al diagndstico en la obtencién de la respuesta
molecular profunda con imatinib

1. Pacientes y diseio del estudio

El Trabajo Il es un estudio retrospectivo en el que se incluyeron un total de 96 pa-
cientes diagnosticados de LMC en FC entre los afios 2004 y 2016, del ICO-Badalo-
na, ICO-Hospitalet e ICO-Girona.

Todos los pacientes fueron tratados con imatinib en primera linea. Se excluyeron
los pacientes con intolerancia/toxicidad a imatinib asi como los pacientes con mu-
taciones en el dominio quinasa de ABLT o ACAs. Para este trabajo fue necesaria la
obtencién de muestras de ADN provenientes de muestras de SP o MO en el mo-

mento del diagnéstico.

Se incluyeron, ademés, 107 muestras de SP de donantes sanos para la correccién
de la LT por la edad. Las muestras anonimizadas se obtuvieron del Laboratorio de
andlisis clinicos (core) del HUGTIiP y el ADN se obtuvo de sangre total. En cada placa
de PCR se incluyeron 2 muestras de ADN de cordén umbilical del Banc de Sang i
Teixits que se usaron como controles de telémeros largos, y 2 muestras de ADN
de pacientes con anemia de Fanconi, usadas como controles de telémeros cortos.
Finalmente, se utilizé una muestra de ADN de SP de un donante sano para generar
la recta patréon de la técnica de cuantificacion por PCR (explicado en detalle mas
adelante).

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado de todos los pacien-
tes incluidos en el estudio. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo
con los protocolos internos del laboratorio y autorizados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del HUGTIP.

2. Procesamiento de las muestras, extraccion del ADN
y cuantificacién

El procesamiento inicial de las muestras y la extraccién del ADN se llevé a cabo de
la misma manera en que se ha descrito anteriormente en el Trabajo | (Apartados 2
y 3). Brevemente, primero se realizé la lisis eritrocitaria de las muestras de SP o MO

mediante el tampdén TLE y una vez obtenido el pellet leucocitario, se realizé la ex-
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tracciéon del ADN mediante el robot QIACube® (Qiagen, cat. no. 9002864) usando
el QlJAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, cat. no. 51106). En este caso, se utilizé el
espectrofotémetro NanoDrop™ 2000 (ThermoFisher, cat. no. ND-2000) para cuanti-
ficar el ADN obtenido.

3. Determinacidn de la longitud de los telémeros mediante
monochrome multiplex qPCR

El anélisis de la LT de las muestras de pacientes con LMC, las muestras de donantes
sanos y los controles de telébmeros largos y cortos se realizé6 mediante la técnica de
monochrome multiplex gqPCR (MM-gPCR), descrita por Cawthon et al. en 2009
[157]. La peculiaridad de la MM-gPCR es que, a diferencia de la PCR convencional,
permite la deteccién del nimero de copias relativas de 2 secuencias de ADN dife-
rentes en una Unica reaccién de PCR y utilizando un tnico marcador de fluorescencia
(en este caso, se ha utilizado SYBR Green, un compuesto fluorescente que se une a
la molécula de ADN). Esto es posible gracias al disefio de los pares de primers para
cada una de las secuencias diana; éstos estan disefiados para producir amplicones
pequefios, pero afiadiendo una cola de -GC- en ambos lados del segundo ampli-
cén (el menos abundante), lo que permite aumentar considerablemente su tempe-
ratura de fusion (en inglés, melting temperature, Tm). De esta manera, la sefial de
fluorescencia proveniente del primer amplicén se detecta en los primeros ciclos de
PCR, antes de que la sefal del segundo amplicén (que tiene una Tm superior) sea
detectada. En el momento de deteccién del segundo amplicédn, la temperatura es
suficientemente alta y el primer amplicon no puede interferir en la sefal de fluores-
cencia (Figura 10).

La MM-gPCR es especialmente interesante en los casos en que se tiene una secuen-
cia diana abundante (elevado nimero de copias) y otra secuencia diana con menor
numero de copias (por ejemplo, un gen de Unica copia). En la Tabla 8 se muestra el
disefio de los pares de primers usados en el Trabajo Il para la amplificacién de la re-
gion telomérica y para la region que codifica el gen de la beta-globina (gen de Unica
copia usado en este trabajo).
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Figura 10. Esquema del perfil de ciclos de la MM-gPCR, donde se describen cada una de las etapas. Los
circulos verdes representan el momento en el que se adquiere la sefial de fluorescencia. Imagen adaptada
de Hsieh AYY et al. 2016 [158].

Tabla 8. Secuencia de los primers usados para la determinacién de la LT mediante MM-qPCR.

Regioén telémeros
Primer Secuencia Tamaifo
Tel g 5'-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3'
Tel ¢ 5'-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3’ 775p
Regién gen de unica copia (beta-globina)
Primer Secuencia Tamanio
Hbgu | 5'-cggcggcgggecggegegggctgggecggCTTCATCCACGTTCACCTTG-3' 106 bp
Hbg d 5'-gccecggceccgecgegececgtccegccgGAGGAGAAGTCTGCCGTT-3'

La regién en negrita de los primers de la beta-globina representa la cola de GC no complementaria,
la cual permiten aumentar la temperatura de fusién de este amplicén
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El Médulo 2 (pagina 88) describe el protocolo de laboratorio paso a paso y los reac-
tivos utilizados para la determinacion de la LT en los pacientes con LMC, los donan-
tes sanos y los controles positivos (tanto de telémeros cortos como largos) incluidos
en el Trabajo II. Todas las muestras de ADN fueron analizadas por triplicado y se usé
el valor medio para todos los anélisis. El protocolo de termociclador y la deteccion
de la fluorescencia en los tiempos y temperaturas indicados (Médulo 2) se llevé a
cabo en el equipo CFX384 TouchTM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, cat.
no. 1855485). Se usé el CFX Manager TM software (Bio-Rad) para analizar los datos
crudos obtenidos en el protocolo de termociclador y para generar las dos rectas
patrén (una para la sefal de los telémeros adquirida a 74°C y la otra para la sefial de
la beta-globina adquirida a 88°C). La LT se calculé como la ratio entre el nimero de
copias de la secuencia de los telémeros (T) dividido por el nimero de copias de la
secuencia correspondiente al gen de Unica copia, en este caso el gen de la beta-glo-
bina humana (S). Esta ratio fue ajustada por la edad usando los datos obtenidos
de las muestras de los 107 donantes sanos. El valor obtenido se denominé como
delta-LT y se refiere a la diferencia entre la LT calculada para cada paciente mediante
la MM-gPCR (observada) y la LT que le corresponderia a cada paciente por su edad
(esperada, calculada a partir del conjunto de donantes sanos). Cuanto mayor sea el
valor de delta-LT, mayor diferencia habra entre la LT observada y la esperada por
edad y por lo tanto, més cortos seran los telémeros en el momento del anlisis (en
este caso, al diagndstico de la LMC). Todos los anélisis estadisticos posteriores se
llevaron a cabo usando el valor de delta-LT para cada paciente.
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4. Analisis estadistico de los datos

Las caracteristicas clinicas y bioldgicas de la serie se describieron como frecuencias
y porcentajes para las variables categéricas y como mediana y extremos para las va-
riables cuantitativas. La comparaciéon de variables continuas entre grupos se llevé a
cabo mediante el test de la mediana, mientras que para la comparacién de variables
categoricas entre grupos se utilizé el test de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher.

Al tratarse de un estudio retrospectivo llevado a cabo en la préctica clinica asis-
tencial, con un periodo de seguimiento amplio y con diferentes hitos de respuesta
durante este periodo, de la misma manera que en otros estudios publicados pre-
viamente [159-161], consideramos apropiado realizar el andlisis estadistico de los
datos considerando una situacién con riesgos competitivos. Por lo tanto, se reali-
zaron todos los anélisis de asociacion entre la respuesta (estudiada como variable
tiempo-dependiente) y la delta-LT de cada paciente mediante andlisis por riesgos
competitivos. Se consideré como evento principal conseguir la RM (RMM o RMP,
dependiendo del andlisis) y el tiempo desde el inicio de imatinib hasta dicha RM.
Los pacientes que cambiaron de ITQ o no cambiaron pero murieron sin conseguir
la RM establecida fueron considerados como eventos competitivos; se consideré el
tiempo bajo tratamiento con imatinib al comprendido entre el inicio del tratamiento
y el cambio de ITQ o la fecha de la muerte, respectivamente. Los pacientes vivos
que no cambiaron de ITQ y que tampoco consiguieron la RM establecida fueron
considerados como censuras, y se establecié el tiempo bajo tratamiento con imatinib
al comprendido entre el inicio del tratamiento y la fecha de Gltimo control. Se repre-
sentaron graficamente las estimaciones de las incidencias acumuladas de las RM y se
realizé un anélisis multivariado para la RM utilizando el modelo de Fine & Gray [162].

Se consider6 significacion estadistica si p-valor <0,05. Se utilizé el software SPSS
version 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el software R para todos los analisis. Para
la elaboracién de gréficos y figuras se utilizé el software GraphPad Prism 5.
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MODULO 2

Protocolo de cuantificacién relativa de la longitud de los telémeros mediante MM-qPCR

1. Leer la concentracion de cada muestra de ADN.
2. Ajustar la concentracion del ADN a 0,8333 ng/ul (5 ng de ADN en 6 pl de volumen total).

3. Preparacién de la Master Mix (MM):

Reactivo Cat. no. Concentrac.:ién Volumen
de trabajo [pl/muestra]

H20 Sigma W4502 2,32
MgCl Applied Biosystems 4311806 (kit) 25mM 3,00
10 x Buffer Applied Biosystems 4311806 (kit) 10x 2,5
Betain Sigma B0300 5M 5,00
dNTP mix bioline BIO-39028 1mM 5,00
Primer Tel g Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/pl 0,15
Primer Tel ¢ Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/pl 0,15
Primer Hbg d Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/pl 0,15
Primer Hbg u Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/pl 0,15
DTT Sigma 43816 0,1™M 0,25
Sybr Green Lumiprobe 51010 0,19
Gold Taq Applied Biosystems 4311806 (kit) 0,14

4. Repartir 19 pl de la MM en cada uno de los pocillos de una placa de 96.
5. Afadir 6 pl/pocillo del ADN de cada muestra, previamente diluido.

6. Introducir la placa en el equipo de gPCR a tiempo real y realizar el programa de termocicla-
dor descrito a continuacioén:

95°C 15 min.

94°C 15 seg.

2 ciclos
49°C 15 seg.

94°C 15 seg.

62°C 10 seg.

74°C 15seg. | 32ciclos

84°C 10 seg.

88°C 15 seg.
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TRABAJO Il

Pardmetros clinicos y biolégicos predictivos
de recaida post-discontinuacion del ITQ

1. Pacientes y disefo del estudio

En el Trabajo Ill se incluyeron un total de 56 pacientes procedentes de 3 centros
(ICO-Badalona, ICO-Girona e ICO-Hospitalet). Tal y como se ha mencionado en la
seccion de la Introduccién (apartado 3.9.2), nuestro grupo liderd la elaboracion del
protocolo clinico-biolégico de suspension del ITQ dentro del ICO y hospitales co-
marcales asociados. El primer protocolo elaborado y aprobado (marzo 2018) tenia
como principal criterio de inclusién el haber recibido imatinib durante un minimo de
8 afios y presentar una RM4.5 mantenida durante minimo 2 afios previo a la suspen-
sion del ITQ. En mayo de 2019 se realizd una enmienda para incorporar también a
los pacientes tratados con ITQs-2G (Figura 7, Introduccién, apartado 3.9.2). De los
56 pacientes incluidos en este trabajo, 37 iniciaron la suspension del tratamiento de
forma prospectiva una vez aprobado el primer protocolo. Los 19 pacientes restantes
suspendieron el tratamiento antes de la aprobacion del protocolo y por lo tanto fue-
ron tratados como pacientes retrospectivos.

El Trabajo Ill, ademas de incluir el analisis de variables clinicas implicadas en la recai-
da post-discontinuacién, también incluye 3 subestudios biolégicos: 1) el anélisis de
los transcritos BCR-ABL1 mediante PCR digital, 2) el estudio de la subpoblacién de
células madre Side Population y 3) el analisis del perfil inmunolégico de las células
Natural Killer.

El criterio principal de clasificacion de los pacientes en el Trabajo Ill fue la pérdida
de RMM post-discontinuacion.

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado de todos los pacien-
tes incluidos en el estudio (y un consentimiento especifico para la realizacién del
aspirado de MO, prueba considerada no asistencial). Todos los procedimientos se

realizaron de acuerdo con los protocolos internos del laboratorio y autorizados por

el Comité Etico de Investigacion Clinica del HUGTIP.
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2. Metodologia empleada en cada uno de los subestudios
biolégicos

2.1. Determinacion de los transcritos de BCR-ABL1 mediante PCR digital

Para este subestudio del Trabajo Ill fue necesaria la utilizacion de muestras tanto
retrospectivas como prospectivas. La Figura 11 muestra los tiempos en los que se
analizaron las muestras; en los pacientes que mantuvieron la RLT se analizaron hasta
un total de 7 muestras (4 previas a la discontinuacién, 1 en el momento de la discon-
tinuacién y 2 post-discontinuacion). En los pacientes que perdieron la RMM (recaida)
se siguié el mismo protocolo hasta el momento de la discontinuacién y se analizaron

todas las muestras post-suspensién disponibles previas al momento de la recaida.

24 meses 18 meses 12 meses 6 meses 3 meses 6 meses

PRE POST
discontinuacién discontinuacién

DISCONTINUACION

Figura 11. Esquema de los tiempos de andlisis de las muestras en la parte retrospectiva (en gris) y pros-
pectiva (verde y rojo). En cuatro pacientes no fue posible el anélisis en todos los tiempos retrospectivos
porqué no se disponia de la muestra. En aquellos pacientes que presentaron recaida (en amarillo, n=8) se
analizaron todas las muestras post-suspension y previas a la recaida disponibles.
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2.1.1. Extracciéon de ARN manual y sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para este estudio, fue necesaria la obtencién de ARN de muestras de SP total.
Primero se llevd a cabo la lisis eritrocitaria de las muestras de SP tal y como se ha
descrito anteriormente en los Trabajos | y II. En este caso, una vez obtenido el pellet
leucocitario, se resuspendié en TmL TRIzol® (ThermoFisher, cat. no. 15596018) y se
guardé en el congelador a -20°C hasta su posterior uso.

El proceso de extraccion del ARN se realizé de manera manual y se resume de ma-
nera abreviada a continuacion: 1) afladir 200uL de cloroformo (ITW Reagens, cat. no.
131252.1611) por cada 1 mL de TRIzol®. 2) Agitar durante 15 segundos e incubar
en hielo durante 5 minutos. 3) Centrifugar durante 10 minutos a 11400 rpm a 4°C,
donde aparecen dos fases. 4) Recoger la fase superior, que es la que contiene el ARN
(la inferior contiene ADN y proteinas), y transferirlo a un nuevo eppendorf de 1,5 mL.
5) Afladir 500pL de isopropanol (ITW Reagens, cat. no. 211090.1211) por cada 1mL
de TRIzol®. 6) Mezclar e incubar en hielo durante 10 minutos. Posteriormente cen-
trifugar a 11400 rpm y a 4°C durante 10 minutos. 7) Descartar sobrenadante y hacer
dos lavados con 1 mL etanol al 75% (Sigma-Aldrich, cat. no. 1.00983). 8) Centrifugar
a 8900 rpm y a 4°C durante 5 minutos. 9) Dejar secar las muestras durante 10-30
minutos sin dejar que se deshidraten y finalmente resuspender el pellet con 30pL de
H20 Nuclease-Free (Sigma-Aldrich, cat.no. W4502).

Una vez obtenido el ARN, se procedié a la sintesis de ADNc mediante la retrotrans-
cripcién de 1pg de ARN, utilizando la transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, cat.
no. 28025013), random hexamer primers (Invitrogen, cat no 48190018) y siguiendo
el protocolo del fabricante (Invitrogen Doc. Part No. 28025.PPS). Brevemente, se
mezclan 2uL de random hexamer primers, 2uL de dNTP, 1 pg de RNA, se ajusta el
volumen a 12uL con H20 Nuclease-Free (Sigma-Aldrich, cat.no. W4502) y se calienta
a 65°C durante 5 minutos. A esta mezcla se afladen 4pL de Buffer 5X, 2uL de DTT
(Sigma, cat. no. 43816) y 1uL de RNase OUT (40U/pL). Se mezcla todo bien y se ca-
lienta a 37°C durante 2 minutos. Finalmente, se afiade 1uL de M-MLV y se calienta
primero a 25°C 10 minutos, después a 37°C durante 50 minutos y finalmente a 70°C
durante 15 minutos. Con este protocolo, el volumen final de elucién fue de 20uL
para obtener una concentracién de ADNc de 50ng/uL.

2.1.2. Protocolo de PCR digital

El mecanismo principal de la dPCR consiste en dividir la muestra de ADN, ADNc
o ARN en miles de pocillos, de tal manera que idealmente sélo caigan una o dos
moléculas de ADN/ADNCc/ARN en cada pocillo; en ellos, se da la reaccién de PCR
de forma individualizada, de una manera similar a la PCR convencional, y se realiza
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una deteccién a punto final. Se utilizan sondas con quimica TagMan, marcadas con
un fluorocromo, que son especificas para la secuencia diana. Algunos de los pocillos
pueden contener la molécula diana mientras que otros no. Solo cuando la molécula
diana esté presente en la reaccién, se emite una sefal fluorescente (sefial positiva).
Posteriormente, en el andlisis de la dPCR, la fraccién de reacciones negativas (po-
cillos sin la molécula diana) se utiliza para obtener un valor absoluto del nimero de
moléculas/secuencias diana total presentes en la muestra, sin la necesidad de gene-

rar una recta patrén ni de utilizar controles endégenos.

En este trabajo se ha utilizado la tecnologia de dPCR basada en los chips de nanoflui-
dica QuantStudio™ 3D Digital PCR 20K chip (ThermoFisher, cat. no. A26316), que
poseen un total de 20.000 pocillos o reacciones donde se divide la muestra de ADN,
ADNc o ARN (Figura 12).

Preparacion Distribucion Reaccion de PCR Anélisis software
(V) ()[R
S [
() )0 ) @
(YR () () e
I — O
L) )
ADNc Distribucién de la mues- @ Reaccién positiva Cuantificacién absoluta
+ Master Mix tra en los 20.000 pocillos Reaccion negativa del nimero de secuencias
+ sonda BCR-ABL1 del chip 9 diana en la muestra

Figura 12. Esquema del procedimiento general de la QuantStudio™ 3D digital PCR.

Debido a que la tecnologia de la dPCR es relativamente nueva, no existe ningin pro-
tocolo estandarizado para la deteccién de los transcritos de BCR-ABL1 en la LMC.
Por este motivo, una parte fundamental de este trabajo fue la puesta a punto de la
técnica, con el objetivo de obtener la mayor sensibilidad y reproducibilidad posibles
para las muestras analizadas. Después de varias pruebas siguiendo diferentes dise-
fios experimentales, se optd por utilizar un protocolo similar al recientemente publi-
cado por la Dra. Bernardi y cols. [163]. De esta manera, el protocolo final utilizado

para todas las muestras fue el descrito en el Médulo 3 (pagina 94).
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Todas las muestras del mismo paciente se analizaron por duplicado (dos chips para
cada muestra) y en el mismo protocolo de termociclador, usando la misma Master
Mix (MM) e incluyendo siempre un control negativo (no template control, NTC) y
un control positivo (muestra de un paciente con ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) préxima a
0,2% analizado por gPCR). Ademads, para la puesta a punto de la técnica, se utilizaron
muestras de 11 controles sanos con el objetivo de determinar el limite de deteccién
(LD) de la técnica.

Una vez finalizado el protocolo de termociclador, se determiné la fluorescencia de
los chips mediante el QuantStudio 3D dPCR Instrument (ThermoFisher, cat. no.
4489084), del que se obtiene el archivo necesario para luego analizarlo con el sof-
tware QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud. Del analisis con este programa se ob-
tiene el nimero total de pocillos viables en los que ha caido muestra, las copias de
BCR-ABL1/uL en cada uno de los chips (usando el factor de correccién del modelo
de Poisson para aquellos pocillos con >1 copia de la secuencia diana) y el intervalo
de confianza para cada caso. También se puede ajustar manualmente el umbral de
positividad y eliminar todos los outliers.

Una vez obtenido el nimero de copias de BCR-ABL1/puL mediante dPCR, se compa-
ré con los valores de la ratio de BCR-ABL1/ABL1 obtenidos mediante qPCR (este
protocolo se describe en el apartado 3, Anexos | - Metodologia suplementaria, y es
el utilizado de manera asistencial para todos los pacientes de LMC incluidos en la
presente Tesis Doctoral).
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MODULO 3

Protocolo de determinaciéon de los transcritos BCR-ABL1 mediante dPCR

1. Preparacién de la Master Mix (MM):

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen
[pl/muestra]
s TM
QuantStudio™ 3D dPCR | 1 Ficher A26358 8
Master Mix v2
Sonda BCR-ABL1 (20X) IDT 10417980 0,8
Nuclease-free H20 Sigma W4502 6,1

2. Repartir 14,9l de la MM en tantos eppendorfs como muestras queramos analizar.

3. Anadir 1,1pl del ADNc (concentracién: 50ng/pl) de cada muestra en el eppendorf con la MM
correspondiente. Para el control negativo (NTC), afiadir 1,1ul de Nuclease-free H2O adicionales.

4. Con la ayuda del QuantStudio™ 3D dPCR Chip Loader (ThermoFisher, cat. n0.4482592), repartir
14,5pl del ADNc+MM en el chip de dPCR, afadir liquido de inmersién hasta cubirlo todo y sellar.
Guardar el chip protegido de la luz mientras cargamos el resto de chips.

5. Una vez tenemos todos los chips listos (1 chip = 1 muestra), se introducen en el termociclador
GeneAmp 9700 (ThermoFisher, cat. n0.4339386) y se utiliza una base especial para este termo-
ciclador (ThermoFisher, cat. no. 4486414) que permite inclinar el equipo y evitar que cualquier
posible burbuja de liquido de inmersién dentro del chip interfiera en la reaccién de PCR.

6. Realizar el siguiente programa de termociclador:

95C 8 seg.
95°C 15 seg.
45 ciclos
60°C 1 min.
60°C 2 min.
23°C

7. Una vez finalizado el programa de termociclador, leer la fluorescencia de los chips con
el QuantStudio 3D dPCR Instrument (ThermoFisher, cat. no. 4489084) y analizar los datos
con el software QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud.
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2.2. Anélisis y cuantificacién de la Side Population mediante

citédmica funcional

El andlisis de las células SPop en los pacientes con LMC que discontinuaron el tra-
tamiento es un subestudio prospectivo que se llevé a cabo en el momento de la
discontinuacién y a los 6 meses post-discontinuacién (en el caso de los pacientes en
RLT) o en el momento de la recaida (en los pacientes que perdieron la RMM). Para
este estudio fue necesaria la obtencion de muestras de MO en contenedores de
3 mL con el anticoagulante heparina-litio. Ademas, en todos los pacientes y para
ambos momentos del estudio, se criopreservé una muestra de MO para futuros
estudios.

El analisis de la SPop se realizé siguiendo el protocolo descrito por Petriz en el afio
2013 [164], y consiste en un estudio funcional mediante citometria de flujo multi-
paramétrica que permite la deteccion de células altamente resistentes a la quimio-
terapia. Este ensayo se basa en la capacidad que tienen determinadas células de
expulsar de su interior sustratos fluorescentes (como el marcador de &cidos nucleicos
DCV o Hoechst 33342) o farmacos antineoplasicos, debido a la elevada expresién
del transportador multidroga ABCG2. Esto permite detectarlas mediante citometria
de flujo dado el patrén caracteristico en el que aparecen (Figura 13-A). Este patrén
se debe a una diferencia de concentraciones intracelulares de dicho marcador, como
se puede ver en la Figura 13-B. Las células que aparecen en la regién inferior de la
zona correspondiente a la SPop presentan una elevada expresion de ABCG2 por lo
que expulsan el marcador DCV de manera constante y la concentracién de éste en el
interior celular es muy baja. Estas células SPop son células poco diferenciadas y muy
quiescentes. En cambio, a medida que subimos por la regién marcada, se observan
células con disminucién gradual en la expresion de ABCG2 (a pesar de ser ésta mu-
cho mas elevada que la del resto de tipos celulares) por lo que el marcador DCV se
retiene en el interior celular en mayor concentracién y es por esto que la emisiéon de
fluorescencia para DCV-azul y DCV-rojo aumenta.

Para este tipo de anélisis funcionales, es indispensable preservar la muestra en con-
diciones lo mas similares posibles a las fisiolégicas. De este modo, el tiempo de
obtencién y anélisis debe ser el minimo posible. En el caso concreto del anélisis de
la SPop, no pueden transcurrir mas de 3 horas desde la extraccién de la muestra
hasta su analisis. Esto complica la logistica de este tipo de estudios y es por ello que
en el caso concreto de este subestudio, no se pudieron analizar todos los pacientes
incluidos en el Protocolo ICO de Discontinuacién, siné Gnicamente las muestras pro-
cedentes de nuestro centro (ICO-Badalona).
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Figura 13. Ejemplo representativo de la imagen obtenida mediante citometria de flujo en el estudio de la
SPop. La linea azul corresponde a las células de la SPop (A). Representacién esquematica de las diferentes
concentraciones intracelulares del compuesto Hoechst 33342 a lo largo de la regién de la SPop (B).

Para este proyecto se utilizé el citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™
NxT: Invitrogen™ Attune™ NxT (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24858). Ademas
de cuantificar la SPop, se analizé también el inmunofenotipo de estas células utilizan-
do anticuerpos anti-CD34, anti-CD38 y anti-CD26. Para el protocolo detallado de de-

teccion de la SPop y analisis de inmunofenotipo, ver el Médulo 4 (pagina siguiente).

Todos los archivos obtenidos a partir de la adquisiciéon de muestras en el citometro
de flujo se analizaron utilizando el software FlowJo versién 10.5.3 (Tree Star, Inc.).
Este programa permite determinar el nimero de eventos adquiridos, el porcentaje
de eventos, la concentracion de eventos por microlitro de muestra adquirida, inten-
sidad de fluorescencia y desviacién estandar robusta de la mediana de la intensidad
de la fluorescencia. También permiten realizar las compensaciones electrénicas de
los espectros de emisién necesarias pre- y post-adquisicion. Se analizaron los archi-
vos seleccionando las células de interés mediante la creacién de las regiones apro-
piadas con la ayuda de los contour plots, y una vez delimitadas estas regiones, se

pudieron obtener los pardmetros mencionados anteriormente.
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MODULO 4

Protocolo de deteccién de células de la Side Population y anélisis del inmunofenotipo
mediante citometria de flujo

LISTA DE REACTIVOS utilizados para la deteccién de la Side Population:

Medio cultivo Side Population:

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) High Glucose WITH L-Glutamine / WITHOUT Sodium
Pyruvate (Cat. n: L0102-500), supplementado con:

2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat. no. S181B-500)

1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no. H3375)

Buffer Side Population:

Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red (Capricorn Scientific
GmbH, cat no. HBSS-2A), suplementado con:

2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat. no. S181B-500)

1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no. H3375)

Solucién de lisis con cloruro de amonio (10x):

Agua destilada

1,5 M NH4CI; Ammonium Chloride (Sigma-Aldrich® cat. no. A9434)

100 mM NaHCO3; Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich® cat. no. S5761)

1 mM C10H14N2Na208; EDTA, disodium salt (Calbiochem cat. no. 324503)
Preparada a pH=7,4 (ajustado con 1 N HCly 1 N NaOH)

Marcadores de acidos nucleicos:
Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat no. V35003)
7-aminoactinomycin D (7-AAD) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. A1310)

Anticuerpos monoclonales:

Anti-Human PE-CD34, clon 581 (Invitrogen™, cat. no. CD34-581-04)
Anti-Human PE-Cy-5-CD38, clon HIT2 (eBioscience™, cat. no. 15-0389-42)
Anti-Human APC-CD26, clon BA5b (Invitrogen™, cat. no. MA1-10158)
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PROCEDIMIENTO

LISIS Y RECUENTO CELULAR:

1. Lisis eritrocitaria: afiadir 9 mL de solucién de lisis con cloruro de amonio por cada 1mL de la
muestra de médula ésea (obtenida en contenedores con heparina-litio).

2. Incubar durante 10 minutos a T* ambiente.
3. Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm.

4. Descartar sobrenedante (SN) y resuspender el pellet en 1 mL de HBSS. Microcentrifuga 10 segun-
dos y de nuevo descartar SN.

5. Resuspender el pellet con 1 mL de medio de cultivo Side Population.

6. Recuento celular en el citometro mediante marcaje con 7-AAD.

MARCAJE ESPECIFICO PARA LA SIDE POPULATION:

7. En un falcon de 50 mL, afadir un total de 10x10¢ células en un volumen final de 10mL de medio
de cultivo Side Population.

8. Aiadir 20ul de Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain.

9. Incubar la muestra a 37°C en bafio himedo durante 2 horas y bien protegido de la luz. Mover el
falcon por inversion 8-10 veces, cada 15 minutos.

ANALISIS DE LA SIDE POPULATION MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO:

*NOTA IMPORTANTE: a partir de aqui, se debe trabajar lo mas rapido posible, siempre protegiendo
la muestra de la luz y evitando que la temperatura sea superior a los 4-5°C.

10. Después de la incubacién, centrifugar la muestra durante 10 minutos a 1500 rpm.

11. Descartar el SN y afiadir 2mL de buffer Side Population. Mantener en la nevera si no se procede
al analisis de inmediato.

12. Analizar 1 mL de la muestra por citometria de flujo.

MARCAJE CON ANTICUERPOS (INMUNOFENOTIPO):
13. En un nuevo eppendorf, afadir 200pl de la muestra restante (10¢ células).
14. Adadir 5pl de cada uno de los anticuerpos anti-CD34, anti-CD38 y anti-CD26.
15. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

16. Después de la incubacién, afiadir 800ul de buffer Side Population y analizar por citometria de flujo.
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2.3. Anélisis y cuantificacién de las células Natural Killer mediante
citometria de flujo

El analisis del inmunofenotipo correspondiente a las células NK es un subestudio
prospectivo que se realizé en el momento de la discontinuacién y en el momento
de la recaida o tras 6 meses si el paciente mantuvo la RLT (n=15). En aquellos pa-
cientes que redujeron la dosis del ITQ previamente a la discontinuacién (estrategia
DESTINY-like, n=3), este anélisis se realizd, ademas, en el momento de la reduccion
de dosis. Para este estudio, se incluyeron un total de 10 muestras de SP procedentes

de donantes sanos, como controles.

Se utilizé6 muestra de SP total tanto de los pacientes como de los controles sanos. La
muestra se analizé dentro de las 6 primeras horas post-extraccién, mediante citome-
tria de flujo multiparamétrica. El protocolo de laboratorio, asi como la bateria de an-
ticuerpos utilizados, esta resumido en el Médulo 5 (pagina siguiente). La adquisicién
de los eventos se llevd a cabo en el citdmetro de flujo Navios EX (Beckman Coulter,
cat. no. B83535) y para el posterior anélisis se utilizé el programa Kaluza analysis
software (Beckman Coulter, cat. no. A84175).
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MODULO 5

Protocolo de anilisis del inmunofenotipo de las células Natural Killer

1. En un tubo de polipropileno, se afiaden 5pl de cada uno de los anticuerpos monoclonales de
superficie (ver Tabla Médulo 5).

. Afiadir 50pl de sangre periférica total a una concentracién aproximada de 1000 células/pl.
. Mezclar todo utilizando vértex.

. Incubar la muestra durante 15-20 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

. Incubar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

. Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos.

o N o0 A W N

. Decantar el sobrenedante (SN) y resuspender con 3mL de PBS FACSFLOW
(Becton Dickinson, cat. no. BD342003).

9. Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos.

10. Decantar el sobrenedante (SN) y resuspender con 500l de PBS FACSFLOW (Becton Dickinson,
cat. no. BD342003).

11. Agitar con vértex y adquirir muestra en el citémetro de flujo (adquisicion minima de 20.000 eventos).

Tabla Médulo 5. Anticuerpos utilizados para el analisis de las células NK.

Antigeno Fluorocromo Clon Isotipo Fabricante N° catilogo

cD57 FITC NC1 IgM Ratén Beckman B49188
Coulter

CD56 PE N901 IgG1 Ratén Beckman A07788
Coulter

cD3 ECD UCHT1 IgG1 Ratén Beckman IM2705U
Coulter

cD16 PC7 3G8 IgG1 Ratén Beckman 6607118
Coulter

cD2 APC 39C1.5 IgG2a Rata Beckman A07743
Coulter

cD4s KrO 33 IgG1 Raton Beckman B36294
Coulter

. Afadir 250p! de solucién de lisis Optilyse C (Beckman Coulter, cat. no. 11894) y agitar con vértex.
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3. Analisis estadistico de los datos

Para el analisis de las variables clinicas relacionadas con la RLT se utilizé una meto-
dologia similar a la descrita en el Trabajo Il. En el anélisis descriptivo, las caracteris-
ticas clinicas y biolégicas de la serie se describieron como frecuencias y porcentajes
para las variables categdricas y como medianas y extremos para las variables cuan-
titativas.

La estimacién de la RLT se llevé a cabo mediante el método Kaplan-Meier y se de-
finié como el tiempo desde la discontinuacién del ITQ hasta la fecha de reintroduc-
cién del tratamiento por pérdida de RMM o la fecha de ultima visita en caso de que
el paciente no presentase pérdida de RMM y continuase sin tratamiento. La inciden-
cia de la recaida post-discontinuacién se calculé mediante la funcién de incidencias
acumuladas considerando la variable recaida como tiempo-dependiente en una si-
tuacién con riesgos competitivos. Se consideréd como evento principal la pérdida de
RMM post-discontinuacién y el tiempo desde la suspension del tratamiento hasta la
fecha de la recaida. La muerte estando en como minimo RMM fue considerada como
un evento competitivo; se considero el tiempo desde la suspensidn del tratamiento
hasta la fecha de la muerte. El resto de pacientes vivos que no reiniciaron el ITQ en
ningiin momento fueron considerados como censuras, y el tiempo de estudio fue el
tiempo desde la suspension del ITQ hasta el ultimo control.

El anélisis univariado de los factores predictores de recaida molecular post-discon-
tinuacion se llevé a cabo mediante el modelo de Fine & Gray para riesgos compe-
titivos.

Se consideré significacion estadistica si p-valor <0,05. Se utilizé el software SPSS
version 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el software R para todos los analisis. Para
la elaboracién de gréficos y figuras se utilizé el software GraphPad Prism 5.

El andlisis de los resultados obtenidos en los subestudios biolégicos se llevd a cabo
mediante el test no paramétrico Wilcoxon (en el caso de muestras pareadas), el
test Mann-Whitney (para muestras independientes) o el test one-way ANOVA y el
método Tukey para comparaciones multiples entre las variables continuas de los

diferentes grupos.

1101 |



) Dlnlolol sl

mv Am.“v Am.mv Am.mv Am.mv Aw.“v Am.mv Am.mv Am.mv Am.mv Am.mv Am.“v Aw.mv Am.mv mv Am.“v Am.“v Am.mv Am ) Am.mv Am.mv Am.mv Am.“v Aw.mv Am.mv Am.mv Am.“v Am.mv Am.mv Am. X Aw.vv A”.mv Am.mv Am.mv
nagatatogotutodelodedobodototadutototiugodelodedolototototutofoliugodoludud
AT P 2] 2] 2 ) ) ) ) e e ol e il o il ol e e U e [Tl D D oD D AT P 2 b b)) 2
9626202020202020202020202020262020 202020202020 20202020 20 20 L0 20 L0 L 000
LU U TR ICIPICIPACACD ACTPCD 2 2 2l i) ) OGO OO0 OHOEOEOROR OO OO
loloSolalolollololololololololololololnlololadololololalodolodololololn: ol
KKK DK DR DR DR DR DSOS I I I 00O RO RO O OO DRG THEIH
LD ST ) ) el T AT ) Pl D AT A ) e D T il ) e D T e ) i) i i e ) e T il )
UL Pl Pl e T A i il A PO P D A 2T 2T 2 2] i) i) ) ) ) el 2t 2l ol ol o e e e o o Dl oA
LRI ST RCD D T T PACT A ) ST T PCT A i ) el D T i 2 ) el D T e ) i T D e ) el D o )
0 0L 0G0 OGOGOLOLGOGOLRDRORO OO DGO DR O O O O i O (D (D (D D (D D D D D s (D s (D €
IR D IR D ) T AT ) T T PRI A ) el DT i il ST T e ) T DT ] o 2T Do )
10080202020%60L262020202026020202020 2026020202020 2026020262020 2026020202020 20 26 20!
KRR TATA I IR TR T TACTACIH TR I KIS DDA DR T I IR TR T K
080202620%0%62602620260202020262020%0202020260202020260 2620202020 2020 202000
Vi OO0 0aOa OV 0in0aOa OaVn0a®aPnaPa O
lolodolalololololalolololalolololololod

06202602620202020202602020260 2026262020 L0

IolpL0¢ 1000260262626 202020 202020 6

sl »202020L0 00 %0!

10 ngodololodollofalo

e I ORI

& 0000

TSRS

.vv Avv Avv A

tototollodotolod

ROROROGOGOGOG0GOG
Yoo

D! D

10
00!
< ﬂ.~vA‘.~VAﬂ.~VAVA | I e < o i e P <
OHOGHN HO0000GOGORORGRATGAGINNGNGN
MOGOGOGOGOCOROTGANOGOROGOTGN, -
1202020202020 L0L0 % 300
> <] M () ) > () <{ () >
Uv. 4 | O ~v. A.wm.ﬁ DL A.Am | (T .vv N
A g > .'V
: ol DRI

00008
505 .“.W .Wmnwmmmnumﬁ IO AR vmv
lololollololalollolololollolololollolololol
obolololololololo! dodolololololol
odododololalollololodollololololodolol
006 0G0G0GOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOG
090G 0GOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGOGE
lolololololololelololololololololololod
DS R DA AT A AR IR IR A I
Sotadolollodolololol

N

<
<

>
D>

RESULTADOS

0!

( )
DI PRI
o ) oLl
(o
000 ool
A.W.

asatatatubtubitatutatusatusatuatatatotatotatiotatiotetiatatintatitatuliatn tet
ololololololalollololololiolololololololalollololololliololololulolotalollololn;
vololololaloliollololololalolollolololololalolinllolololotatolollolololololalolot
00G0G0G0G0G000000000G0G0G0GOGOG0G0G0R0R0NANARARARRAGAGAAGNGALAGAGIGIGIGH
1020L2020260202620262020L2020L2020L2026202026202620202020L20 2020202602026 202020 L0 Ve
) O O L) L) S O] L) L) > < < () DO ) L) DO ) () O SO DO SO S S () OS] > <C{) DO ) () D) () )OS L) < () >
aSodololodololof iodoliofolotolololotolollolololollololololinlolotolololol
| vﬂ‘-.‘ﬂ.-.‘ﬂ. v.AA.A ﬂ.‘ﬂf ﬂ.‘ﬂ A‘. < > > Aﬁ'v AA. > AA. > AA. v‘ﬂ‘ﬂﬁ.. v‘.. v““ﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬁ. A‘. > .- > ) A.Aﬂ‘ﬂ.‘ﬁ‘ﬂ.‘ﬂﬁﬂaﬂﬁﬂﬁﬁ. < ] > v“. v“‘ﬁﬂﬂﬁﬁﬂﬂﬁ‘v

oS00 ol
TR (o]

Jolol0laLal0%0lo Jpl0L0L020%00l0L0L0 00 ol00 aknRrkadnslrle



TRABAJO |

Deteccion de SNPs en genes implicados
en el metabolismo y transporte de farmacos
y relacionados con la respuesta a imatinib

Disefio del estudio

Cohorte exploratoria (estudio piloto):
45 pacientes con LMC-FC

DMET array (Affimetrix):
1936 SNPs en 231 genes ADME
Excluido: ‘
a) variantes monomérficas
b) tasa genotipado <95% ‘
c) MAF <10%

Analisis con: 840 SNPs

76 SNPs significativamente asociados
con la respuesta a imatinib
en la cohorte exploratoria (p<0,05)

Cohorte final (estudio de extensién):
137 pacientes con LMC-FC
96.96 Dyamic Array IFC (Fluidigm)

Excluido: variantes con ‘
tasa genotipado <95% ‘

Anélisis con: 70 SNPs

Figura 14. Diagrama de flujo que describe el criterio de seleccién de los marcadores genéticos. LMC-
FC: leucemia mieloide crénica en fase cronica. ADME: absorcién, distribucion, metabolizacién y elimina-
cién. MAF: minor allele frequency.
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1. Estudio piloto

1.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio piloto

En esta primera parte del Trabajo | se seleccioné una cohorte inicial de 45 pacientes
de raza caucasica diagnosticados de LMC entre los afios 2005 y 2009, en 3 hospitales
catalanes (ICO-Badalona, ICO-Hospitalet, ICO-Girona). La mediana de edad de los
pacientes al diagnostico fue de 52 afios (extremos 19-73 afos). De los 45 pacientes,
21 (46,7%) eran mujeres y 24 (53,3%) hombres. Todos los pacientes recibieron ima-
tinib en primera linea a dosis de 400 mg/dia. Ningun paciente presenté mutaciones
en el gen ABLT ni ACAs.

La respuesta a imatinib fue evaluada a los 3, 6, y 12 meses, siguiendo las recomen-
daciones de la ELN 2013.

La clasificacion de los pacientes para el estudio de asociacién caso-control, se llevd

a cabo de la siguiente manera:

- Casos (no-respondedores) = pacientes que no obtuvieron
la RMM con imatinib a los 12 meses

- Controles (respondedores) = pacientes que si obtuvieron la
RMM con imatinib a los 12 meses

Del total de pacientes incluidos en la cohorte inicial, 17 (38%) consiguieron la RMM a
los 12 meses de tratamiento (controles), mientras que 28 (62%) no lo lograron (casos).

1.2. Polimorfismos significativos en el anélisis de asociacién
para la cohorte del estudio piloto

En la cohorte exploratoria del estudio piloto (n=45), se estudiaron un total de 1936
SNPs presentes en 231 genes ADME. De los 1936 SNPs genotipados, 840 SNPs
pasaron el control de calidad estandar y fueron incluidos en el anélisis de asociacion
caso-control. Del total de SNPs analizados, se seleccionaron Unicamente aquellos
con un p-valor <0,05. Finalmente, 76 SNPs en 51 genes diferentes fueron seleccio-
nados para su posterior validacién en una cohorte independiente con mayor nimero
de pacientes (Tabla 9).
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Tabla 9. Polimorfismos significativos del analisis de asociacion con la respuesta a imatinib obtenidos en

el estudio piloto (cohorte exploratoria) e incluidos en el estudio de extensidn.

ID dbSNP (sir(:lizlo) (nfr:gre) Cla:gc'illagon Consecuencia
rs1134095 CYP11B1 | Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase | | Variante 3'UTR
rs11770903 | PON3 Paraoxonase 3 Otros Variante upstream
rs13959 ALDH1A1 | Aldehyde dehydrogenase 1 family member A1 Enzima de fase Il | Variante sinénima
rs2501870 NR1/3 Nuclear receptor subfamily 1 group | member 3 Otros Variante sindnima
rs3787537 SLCO4A1 | Solute carrier organic anion transporter family member 4A1 | Transportador Variante intrénica
rs492338 ABCG1 ATP binding cassette subfamily G member 1 Transportador Variante intrénica
rs6783962 CHST13 Carbohydrate sulfotransferase 13 Enzima de fase Il | Variante intronica
rs7662029 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase Il | Variante upstream
rs1062033 CYP19A1 | Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 Enzima de fase | | Variante intronica
rs10509681 | CYP2C8 Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8 Enzima de fase | | Variante missense
rs1135840 CYP2Dé6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase | | Variante missense
rs11807 GSTM5 Glutathione S-transferase mu 5 Enzima de fase Il | Variante 3'UTR
rs1402467 SULT1C4 | Sulfotransferase family 1C member 4 Enzima de fase Il | Variante missense
rs2762934 CYP24A1 | Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 Enzima de fase | | Variante 3'UTR
rs4148304 UGT2A1 UDP glucuronosyltransferase family 2 member A2 Enzima de fase Il | Variante missense
rs7003319 CYP11B1 | Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase | | Variante 3'UTR
rs4925 GSTO1 Glutathione S-transferase omega 1 Enzima de fase Il | Variante missense
rs7668258 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase Il | Variante upstream
rs2274405 ABCC4 ATP binding cassette subfamily C member 4 Transportador Variante sinénima
rs1138541 SLCO5A1 | Solute carrier organic transporter family member 5A1 Transportador Variante 3'UTR
rs1202283 ABCB4 ATP binding cassette subfamily B member 4 Transportador Variante sinbnima
rs1530031 CHST10 Carbohydrate sulfotransferase 10 Enzima de fase Il | Variante 3'UTR
rs2274406 ABCC4 ATP binding cassette subfamily C member 4 Transportador Variante missense
rs28360521 | CYP2Dé6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase | | Variante intronica
rs4543 CYP11B2 | Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 2 Enzima de fase | | Variante sinénima
rs4934027 MAT1A Methionine adenosyltransferase 1A Otros Variante intrénica
rs700519 CYP19A1 | Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 Enzima de fase | | Variante missense
rs8050894 VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrénica
rs1065852 CYP2Dé6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase | | Variante missense
rs11568591 | ABCC3 ATP binding cassette subfamily C member 3 Transportador Variante missense
rs1229984 ADH1B Alcohol dehydrogenase 1B (class 1), beta polypeptide Enzima de fase Il | Variante missense
rs1604741 SULT1B1 Sulfotransferase family 1B member 1 Enzima de fase Il | Variante intronica
rs2276299 SLC22A8 | Solute carrier family 22 member 8 Transportador Variante sinénima
rs2884737 VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrénica
rs495714 ABCB11 ATP binding cassette subfamily B member 11 Transportador Variante intrénica
rs2242046 SLC28A1 | Solute carrier family 28 member 1 Transportador Variante missense
rs1395 SLC5A6 Solute carrier family 5 member 6 Transportador Variante missense
rs11764079 | PON3 Paraoxonase 3 Otros Variante upstream

UTR: untranslated region
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Tabla 9 (continuacién). Polimorfismos significativos del anélisis de asociacion con la respuesta a imati-
nib obtenidos en el estudio piloto (cohorte exploratoria) e incluidos en el estudio de extensidn.

ID dbSNP (sir?\gglo) (nfr:l';re) cmi’gﬁé fon Consecuencia
rs743616 ARSA Arylsulfatase A Otros Variante intronica
rs742350 FMO1 Flavin containing dimethylaniline monoxygenase 1 Enzima de fase Il | Variante sinbnima
rs8192879 CYP7A1 Cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 Enzima de fase | | Variante 3'UTR
rs3100 UGT2B15 | UDP glucuronosyltransferase family 2 member B15 Enzima de fase Il | Variante 3'UTR
rs2292334 SLC22A3 | Solute carrier family 22 member 3 Transportador Variante sin6bnima
rs17685 POR Cytochrome p450 oxidoreductase Otros Variante 3'UTR
rs12960 SPG7 SPG7 matrix AAA peptidase subunit, paraplegin Otros Variante missense
rs11572080 | CYP2C8 Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8 Enzima de fase | | Variante missense
rs1080983 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase | | Variante upstream
rs628031 SLC22A1 | Solute carrier family 22 member 1 Transportador Variante missense
rs496550 ABCB11 ATP binding cassette subfamily B member 11 Transportador Variante 3’'UTR
rs895729 CHST1 Carbohydrate sulfotransferase 1 Enzima de fase Il | Variante intrénica
rs4646 CYP19A1 | Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 Enzima de fase | | Variante 3'UTR
rs316019 SLC22A2 | Solute carrier family 22 member 2 Transportador Variante missense
rs2297322 SLC15A1 | Solute carrier family 15 member 1 Transportador Variante missense
rs1801246 ATP7B ATPase copper transporting beta Transportador Variante sin6bnima
rs1296954 GSTM5 Glutathione S-transferase mu 5 Enzima de fase Il | Variante 5’UTR
rs11584174 | NR1I3 Nuclear receptor subfamily 1 group | member 3 Otros Variante sin6bnima
rs1080985 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase | | Variante upstream
rs13226149 | PON3 Paraoxonase 3 Otros Variante sinénima
rs9934438 VKORC1 | Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrénica
rs7438284 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase Il | Variante sin6bnima
rs497692 ABCB11 ATP binding cassette subfamily B member 11 Transportador Variante sin6bnima
rs4679028 SLC22A14 | Solute carrier family 22 member 14 Transportador Variante intrénica
rs324420 FAAH Fatty acid amide hydrolase Otros Variante missense
rs2359612 VKORC1 | Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intronica
rs212090 ABCC1 ATP binding cassette subfamily C member 1 Transportador Variante 3'UTR
rs11731028 | SULT1B1 | Sulfotransferase family 1B member 1 Enzima de fase Il | Variante intrénica
rs1109407 SLCO2B1 | Solute carrier organic transporter family member 2B1 | Transportador Variante sin6bnima
rs2242416 SLC22A7 | Solute carrier family 22 member 7 Transportador Variante downstream
rs7439366 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase Il | Variante missense
rs5303 CYP11B1 | Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase | | Variante 3’'UTR
rs4683739 CHST2 Carbohydrate sulfotransferase 2 Enzima de fase Il | Variante upstream
rs3775770 SULT1E1 | Sulfotransferase family 1E member 1 Enzima de fase Il | Variante intrénica
rs2479390 GSTM5 Glutathione S-transferase mu 5 Enzima de fase Il | Variante intrénica
rs1126692 FMO1 Flavin containing dimethylaniline monoxygenase 1 Enzima de fase Il | Variante sin6nima
rs750398 CHST1 Carbohydrate sulfotransferase 1 Enzima de fase Il | Variante sin6nima
rs4736312 CYP11B1 | Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase | | Variante 3’'UTR

UTR: untranslated region

1106 |



2. Estudio de extensién para el andlisis de la asociacién entre
SNPs en genes ADME y la respuesta al tratamiento con imatinib

2.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
de extension

Los SNPs significativamente asociados con la respuesta a imatinib en el estudio pilo-
to se estudiaron en un total de 137 pacientes de raza caucasica, procedentes de 6
hospitales (ICO-Badalona, ICO-Hospitalet, ICO-Girona, ICO-Tarragona, Hospital de
Granollers y Hospital Morales Meseguer de Murcia), diagnosticados entre los afios
2000y 2015.

Los principales criterios de inclusién fueron: 1) duracién del tratamiento igual o su-
perior a los 6 meses, para poder evaluar la respuesta, 2) ausencia de disminucién de
dosis por toxicidad, 3) buena adherencia al tratamiento y 4) ausencia de mutaciones
en el gen ABL1 y/o ausencia de ACA.

Las principales caracteristicas demograficas, clinicas y parametros hematolégicos es-
tan resumidos en la Tabla 10. La mediana de edad de los pacientes al diagnéstico fue
de 52 afios (extremos 23-86 afios). De los 137 pacientes, 57 (42%) eran mujeres y 80
(58%) hombres. Todos los pacientes fueron diagnosticados en FC de la enfermedad y
recibieron imatinib en primera linea a dosis de 400 mg/dia, durante una mediana de
78 meses (extremos 6-208 meses). La mediana de seguimiento de los pacientes fue
de 9,5 afios (extremos 1,2 - 18,8 afos). El 48% de los pacientes con Sokal evaluable
eran de bajo riesgo, el 37% de riesgo intermedio y el 15% de riesgo alto. Respecto
al indice ELTS, de los pacientes evaluables, el 63% fueron de bajo riesgo, el 27% de
riesgo intermedio y el 10% de riesgo alto. Quince pacientes (11%) fallecieron duran-

te el periodo de seguimiento.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio de extension.

Serie Total
CARACTERISTICAS CLINICAS
n=137
Mediana de edad al diagnéstico, afios (extremos) 52 (23-86)
Sexo
Femenino, n (%) 57 (42)
Masculino, n (%) 80 (58)
Sokal, n (%)
Bajo 61/127 (48)
Intermedio 47/127 (37)
Alto 19/127 (15)
ELTS, n (%)
Bajo 53/84 (63)
Intermedio 23/84 (27)
Alto 8/84 (10)
Duracién tratamiento imatinib, meses (extremos) 78 (6-208)
Mediana de seguimiento, afios (extremos) 9,5(1,2-18,8)

Exitus, n (%)

15(11)

La clasificacién de los pacientes en casos y controles, se realizé aplicando los si-

guientes criterios:

+ Casos (no-respondedores): pacientes que presentaron fracaso al tratamiento
con imatinib teniendo en cuenta las recomendaciones de la ELN del 2013 (ver
la definicion de fracaso en el recuadro rojo de la Tabla 4, apartado Introduccién,
pagina 45) y que motivé un cambio de ITQ o a un aumento de dosis.

* Controles (respondedores): pacientes con respuesta éptima (ver recuadro
verde de la Tabla 4, apartado Introduccién, pagina 45) a imatinib. Los pacientes
con criterios de alarma (misma tabla, recuadro
grupo de respondedores si el clinico no realizé ninglin cambio de ITQ ni un

aumento de dosis de imatinib. Todos los pacientes incluidos en este grupo

consiguieron la RMM.

Un total de 37 (27%) pacientes fueron considerados como casos (no-respondedores)
mientras que 100 (73%) pacientes fueron considerados como controles (responde-

dores).

) fueron incluidos en el
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2.2. Andlisis de asociacién de los polimorfismos con la respuesta a imati-
nib para toda la cohorte de pacientes del estudio principal

Previo al anélisis de asociacidn, se realizd el control de calidad estdndar de los 76
SNPs genotipados. Seis de los SNPs (rs743616, rs11770903, rs2884737, rs17685,
rs12960, rs13226149) fueron eliminados del anélisis por tener una tasa de genotipa-
do inferior al 95%. Finalmente, el analisis de asociacién se llevd a cabo con 70 SNPs,
mediante el paquete SNPassoc del software R, donde se evalué la influencia de los
70 SNPs seleccionados en la respuesta a imatinib.

Tabla 11. SNPs estadisticamente significativos (p<0,05) en el anélisis de asociacién caso-con-
trol para toda la cohorte de pacientes del estudio de extensién. Para cada SNP, se muestra el
mejor modelo de herencia, los genotipos asociados y las frecuencias genotipicas para cada
grupo de pacientes (casos vs. controles).

Gen dbSNP ID IVcI’e]or mod.elo Genotipo | N casos® (%) / N controlesc (%) OR (IC95%) p
e herencia®

0: T/T 16 (39) / 25 (61)

ABCG1 rs492338 Log-aditivo 1. C/T 16 (27) /1 43 (73) 0,54 (0,31-0,92) 0,021
2:¢/C 5(15) / 28 (85)
0: G/G 15(38) / 24 (62)

ABCB11 rs496550 Log-aditivo 1: A/G 19 (26) / 55 (74) 0,51 (0,28 - 0,94) 0,027
2: VA 3(13)/20(87)
0: G/G 15(38) / 25 (62)

ABCB11 rs497692 Log-aditivo 1: A/G 18 (25) / 53 (75) 0,51 (0,28 - 0,94) 0,027
2: A/A 3(13)/21(87)
0: C/C 12 (22) / 43 (78)

CYP2Dé | rs1135840¢ Log-aditivo 1: C/G 12 (24) / 39 (76) 1,70 (1,03 - 2,82) 0,037
2: G/G 13 (46) / 15 (54)
. Cc/C 11 (19) /48 (81)

CYP11B1 | rs7003319 Dominante A/C - AJA 26 (34) / 51 (66) 2,32 (1,02 - 5,25) 0,038
) C/C 31(36) 7/ 55(6 )

MATI1A rs4934027 Dominante CT-T/T 6(12) /43 (88 0,25 (0,1 -0,65) 0,002
. G/G - A/G 30 (24) / 94 (76)

SLC22A1 rs628031 Recesivo AA 7(58)/5 (42) 4,52 (1,33-15,43) | 0,015

a: segun el criterio de informacién de Akaike (AIC)

b: no-respondedores a imatinib

c: respondedores a imatinib

d: este SNP no cumple el HWE (p<0,05) pero resulta relevante en el contexto de la LMC

En la Tabla 11 se muestran los polimorfismos estadisticamente significativos (p<0,05)
obtenidos en el anélisis de asociacién con la respuesta a imatinib.

Para el polimorfismo rs492338 localizado en el gen del transportador ABCG1, se
encontré una correlacion estadisticamente significativa con la respuesta a imatinib
bajo el modelo de herencia aditivo: el 73% y el 85% de los pacientes con genotipos
C/Ty C/C, respectivamente, obtuvieron la RMM frente al 61% de los pacientes con
genotipo T/T (OR [IC95%]: 0,54 [0,31 - 0,92], p=0,021).
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Dos polimorfismos en otro miembro de la familia de genes del transportador ABC,
el gen ABCB11, mostraron una asociacién con la obtencién de la RMM con imatinib
bajo el modelo de herencia aditivo: el hecho de ser portador de 1 o 2 copias del ale-
lo A (el de menor frecuencia) para los SNPs rs496550 y rs497692, parece predisponer
a una mayor tasa de obtencién de la RMM, ya que del total de pacientes con genoti-
po A/A para ambos SNPs, el 87% logré la RMM. Se observaron datos similares en los
pacientes con genotipo heterocigoto (A/G), ya que el 74-75% de estos consiguieron
la RMM, mientras que Unicamente el 62% de los pacientes con genotipo G/G logra-
ron esta respuesta (OR [IC95%]: 0,51 [0,28 - 0,94], p=0,027). Para ambos SNPs, se
observé que las frecuencias genotipicas entre casos y controles fueron practicamen-
te iguales, lo que nos llevé a sospechar una posible herencia conjunta (estudiado con
detalle en el apartado 2.6, pagina 117).

Dos polimorfismos en distintos genes de la familia del citocromo P450 se asociaron
significativamente con la respuesta a imatinib: por un lado, para el polimorfismo
rs1135840, ubicado en el gen CYP2Dé, se observé que el 46% de los pacientes
portadores de 2 copias del alelo G presenté fracaso a imatinib (OR [IC95%]: 1,7 [1,03
- 2,82], p=0,037, modelo de herencia aditivo). Este SNP no cumplié el HWE en nues-
tra cohorte de pacientes pero se incluyé en los resultados finales por su posible rele-
vancia en la LMC. Este hecho se discute con mayor detalle en el apartado de Discu-
sion (pagina 171). Por otro lado, para el polimorfismo rs7003319 del gen CYP11B1,
los pacientes portadores de los genotipos A/C y A/A presentaron menores tasas de
respuesta que los pacientes con genotipo C/C (66% vs. 81%, respectivamente; OR
[IC95%]: 2,32 [1,02 - 5,25], p=0,038, modelo de herencia dominante).

Para el polimorfismo rs4934027, ubicado en el gen MATTA, se observé una asocia-
cion con la respuesta a imatinib bajo el modelo de herencia dominante, ya que el
88% de los pacientes portadores de los genotipos C/T y T/T obtuvieron la RMM fren-
te al 64% de los pacientes con genotipo C/C (OR [IC95%]: 0,25 [0,1 - 0,65], p=0,002).

Finalmente, para el polimorfismo rs628031 localizado en el gen del transportador
SLC22A1, pacientes con ambas copias del alelo A presentaron un mayor riesgo de
fracaso al tratamiento con imatinib, ya que Unicamente el 42% de los pacientes con
el genotipo A/A consiguieron la RMM, a diferencia del 76% de los pacientes con ge-
notipos G/G y A/G, que si la consiguieron (OR [IC95%]: 4,52 [1,33 - 15,43], p=0,015,
modelo recesivo).
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2.3. Anélisis de asociacién mediante validacidn cruzada

Con el objetivo de afiadir mayor potencia estadistica al estudio, se realizé un analisis
mediante validacién cruzada. En este analisis, el estudio de la asociacion entre los po-
limorfismos y la respuesta a imatinib se realizé un total de 5 veces (anélisis A, B, C, Dy
E), dividiendo la cohorte de manera aleatoria en 5 grupos de igual tamafio (27-28 pa-
cientes por grupo), y siempre dejando fuera un grupo diferente en cada analisis. De
esta manera, los 5 anélisis se realizaron con un total de 110-111 pacientes con LMC,

de los cuales 29-30 (26-27%) fueron considerados como no-respondedores (casos).

La Tabla 12 muestra los SNPs significativos (p<0,05) y relacionados con la respuesta a
imatinib obtenidos en cada uno de los 5 anélisis de asociaciéon (A, B, C, Dy E).

Todos los SNPs estadisticamente significativos que se obtuvieron en el analisis de la
cohorte conjunta (apartado 2.2) fueron también significativos en alguno de los gru-
pos establecidos de manera aleatoria en el andlisis mediante validacién cruzada. El
polimorfismo rs4934027 del gen MAT1A fue el Unico significativo en todos los gru-
pos del anélisis de validacién. El modelo de herencia de mayor relevancia en todos
los grupos fue el dominante, igual que lo observado en el analisis con la cohorte to-
tal. De este modo, los pacientes portadores de los genotipos C/T y T/T presentaron

una mayor tasa de RMM con imatinib.

En 3 de los 5 grupos de anélisis se obtuvieron SNPs significativos dentro de los genes
de la familia de la enzima citocromo P450: el rs7003319 del gen CYP11B1 (grupo B)
y el rs1135840 del gen CYP2Dé6 (grupos C y D). Ambos polimorfismos se asociaron
con un mayor riesgo de fracaso al tratamiento con imatinib, de la misma manera que
en el estudio de asociacién de la cohorte total (apartado 2.2).

Cuatro SNPs en dos genes diferentes de la familia de transportadores ABC fueron
significativos; el rs492338, en el gen ABCG1, fue significativo en 3 de los 5 gru-
pos, observandose una mayor tasa de RMM en aquellos pacientes portadores de
una o dos copias del alelo recesivo C (modelo aditivo). También los polimorfismos
rs496550 y rs497692 del gen ABCB11, significativos en 2 de los 5 grupos, favorecian
la obtencién de la RMM en el modelo aditivo. Por Ultimo, el rs495714 del mismo gen
ABCB11 fue significativo en uno de los grupos, a pesar de que no fue significativo en

el estudio de asociacién de toda la cohorte (apartado 2.2).

Finalmente, el polimorfismo rs628031 del gen SLC22A1 fue significativo en dos de
los 5 grupos, por el que los portadores de una o dos copias del alelo A obtuvieron
menores tasas de RMM.
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Tabla 12. Resultados del anélisis de validacién cruzada para la asociaciéon de SNPs
genes ADME y la respuesta al tratamiento con imatinib.

relacionados con

a: grupo asignado aleatoriamente para el anélisis de validacién cruzada

b: segun el criterio de informacién de Akaike (AIC)

c: no-respondedores (ausencia de RMM)
d: respondedores (presencia de RMM)
e: para el grupo D, el SNP rs1135840 no cumple el HWE (p<0,05) pero resulta relevante en el contexto de la LMC

Mejor modelo . = A 0
Grupo? Gen dbSNP ID de herenciab Genotipo | N casos® (%) / N controles (%) OR (IC95%) p
. C/C 26 (36) / 46 (64)
A MATI1A rs4934027 Dominante CT-T/T 3(8)/ 34 (92) 0,16 (0,04 - 0,56) | 0,001
) C/C 6(13) /39 (87)
B CYP11B1 rs7003319 Dominante C/A - AJA 24 (36) / 42 (64) 3,71 (1,37 -10) | 0,006
. C/C 24 (36) / 43 (64)
B MAT1A rs4934027 Dominante CT-T/T 6 (14) / 37 (86) 0,29 (0,11 -0,79) | 0,009
0: T/T 13 (38) /21 (62)
C ABCG1 rs492338 Log-aditivo 1. C/T 12 (27)/ 33 (73) 0,54 (0,3-0,99) | 0,039
2:C/C 4(15) / 23 (85)
0: C/C 8(19) /33 (81)
C CYP2D6 rs1135840 Log-aditivo 1: C/G 9(21)/33(79) 2,11(1,18-3,79) | 0,010
2: G/G 12 (52)/ 11 (48)
. Cc/C 6 (35) / 48 (65)
C MAT1A rs4934027 Dominante CT-T/T 3(9)/30(91) 0,18 (0,05 - 0,66) | 0,003
0: A/A 3(43)/17 (57)
C ABCB11 rs495714 Log-aditivo 1: A/G 4(24) / 45 (76) 0,38(0,19 -0,77) | 0,005
2: G/G 2 (10) / 19 (90)
0: G/G 9(21) /34 (79)
C SLC22A1 rs628031 Log-aditivo 1: A/G 14 (25) / 42 (75) 2,14 (1,05 - 4,35) | 0,032
2: A/A 6 (67) /3 (33)
0: G/G 13 (43)/ 17 (57)
C ABCB11 rs496550 Log-aditivo 1: G/A 15 (25) / 46 (75) 0,35(0,17 -0,74) | 0,004
2: A/JA 1(6) /16 (94)
0:G/G 13 (42)/ 18 (58)
C ABCB11 rs497692 Log-aditivo 1: G/A 15 (25) / 44 (75) 0,37 (0,18 - 0,76) | 0,004
2: A/JA 1(6) /17 (94)
0: T/T 13 (38)/ 21 (62)
D ABCG1 rs492338 Log-aditivo 1. C/T 14 (29) / 35 (71) 0,53 (0,28 -0,98) | 0,038
2:C/C 3(13) /20 (87)
0: C/C 10 (21) / 37 (79)
D CYP2D6 | rs1135840° Log-aditivo 1: C/G 9 (23) /30 (77) 1,86 (1,07 - 3,25) | 0,026
2: G/G 1(50) / 11 (50)
. C/C 24 (37) / 40 (63)
D MAT1A rs4934027 Dominante CT-T/T 6(14) / 37 (86) 0,27 (0,1-0,73) | 0,006
0: G/G 12 (38) /20 (62)
D ABCB11 rs496550 Log-aditivo 1: A/G 16 (28) /41 (72) 0,51(0,26 -0,99) | 0,04
2: A/A 2(11) /17 (89)
0: G/G 12 (36) / 21 (64)
D ABCB11 rs497692 Log-aditivo 1: A/G 15(28) /39 (72) 0,51 (0,26 -0,99) | 0,04
2: A/A 2(10) / 18 (90)
0: T/T 14 (48) / 15 (52)
ABCG1 rs492338 Log-aditivo 1. C/T 13 (27)/ 36 (73) 0,37 (0,19 -0,71) | 0,002
2:C/C 3(11)/24(89)
) C/C 24 (36) / 43 (64)
MAT1A rs4934027 Dominant CT-T/T 6(15) / 34 (85) 0,32(0,12-0,86) | 0,017
0: G/G 8(18) /37 (82)
SLC22A1 rs628031 Log-aditivo 1: A/G 16 (30) / 37 (70) 2,44 (1,22 - 4,88) | 0,009
2: A/A 6 (60) / 4 (40)




2.4. Analisis de asociacion mediante test por permutaciones

En estudios de asociaciéon caso-control en los que se incluyen diversos marcadores
genéticos, como es el caso del presente trabajo, es importante tener en cuenta los
problemas derivados de las comparaciones miiltiples y los errores (error Tipo | o
también llamado tasa de falsos positivos) que se arrastran a lo largo del proceso
metodolégico. Por este motivo, es de gran relevancia incluir un test que permita
determinar de manera precisa la significancia de los resultados obtenidos. Existen
varios enfoques para ello, como seria el test de Bonferroni o el test de Sidak. Aunque
estos dos tests son una manera sencilla para contrastar el problema de las compara-
ciones multiples, existe otra metodologia considerada como gold-standard: el test
por permutaciones [165]. Este consiste en asignar de manera aleatoria las categorias
“casos” y “controles” a los diferentes individuos (pacientes) en cada una de las ite-
raciones. De esta manera, dependiendo del nimero de iteraciones establecido, se
realizaran tantos test de asociacién como combinaciones posibles. La limitacién prin-
cipal de este tipo de test es que requiere de una elevada capacidad computacional,
sobretodo si se realizan estudios del genoma completo. En nuestro caso, dado el ni-
mero de SNPs y el tamafio de la muestra, el test por permutaciones fue el escogido

finalmente para contrastar el problema de comparaciones multiples.

La Tabla 13 muestra un total de 9 SNPs estadisticamente significativos en este test
junto con el modelo de herencia de mayor relevancia. El test de permutacién se rea-
lizé con un total de 10.000 iteraciones. Todos los SNPs obtenidos coincidieron con
los observados en los dos anélisis anteriores (apartado 2.2 y 2.3) excepto dos nuevos
SNPs, el rs4148304 del gen UGT2A1y el rs1065852 del gen CYP2Dé.
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Tabla 13. Resultado del analisis de asociacién por permutaciones (10.000 iteraciones) en el
estudio de la respuesta a imatinib. Se indican los modelos de herencia con p-valor significativo
en el anélisis (p<0,05).

Gen dbSNP ID Modelo. p-valor
de herencia
ABCG1 rs492338 Log-aditivo 0,023
Log-aditivo 0,032
CYP2Dé rs1135840 Recesivo 0016
UGT2A1 rs4148304 Recesivo 0,012

CYP11B1 rs7003319 Dominante 0,047

MAT1A | rsa93a027 | bog-aditivo | 0,003

Dominante 0,002
CYP2Dé rs1065852 Recesivo 0,003
SLC22A1 rs628031 Recesivo 0,017

ABCB11 rs496550 Log-aditivo 0,027

ABCB11 rs497692 Log-aditivo 0,027

2.5. Incidencias acumuladas de RMM para los SNPs estadisticamente
significativos

A pesar de no ser el objetivo principal de este estudio, se evalué cémo se comportan
los SNP estadisticamente significativos obtenidos en los apartados anteriores cuan-
do se estudia la variable RMM como tiempo-dependiente. Para ello, se realizé un
analisis de las incidencias acumuladas de RMM. En este anélisis, 6 pacientes fueron
excluidos por no disponer de la fecha de obtencién de la RMM. En la Tabla 14 se
muestran los intervalos de confianza (IC95%) de las incidencias acumuladas de RMM
para cada uno de los SNPs y el p-valor correspondiente. Por otro lado, la Figura 15
muestra las curvas de incidencia Unicamente para los SNPs que mostraron una aso-
ciacién estadisticamente significativa al estudiar la RMM incluyendo la variable tiem-
po. En aquellos casos en los que el modelo de herencia significativo es el dominante
o el recesivo, se muestran las curvas y IC95% tanto para los tres genotipos del SNP

como para los genotipos reagrupados.
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Tabla 14. Incidencias acumuladas (mediana) e intervalo de confianza (IC95%) para la
obtencién de RMM en cada uno de los SNPs. Se indica el p-valor para cada caso.

. Indicencia acumulada
Gen dbSNP ID Genotipo (mediana [IC95%] p-valor
T 58% [42% - 71%]
ABCG1 rs492338 C/T 73% [62% - 81%] 0,046
Cc/C 83% [65% - 93%]
G/G 62% [47% - 74%)]
ABCB11 rs496550 A/G 73% [61% - 81%)] 0,338
A/A 86% [73% - 94%)]
G/G 62% [47% - 74%]
ABCB11 rsd97692 A/G 73% [61% - 81%] 0,362
A/A 86% [86% - 86%]
G/G 81% [67% - 89%]
ABCB11 rsd95714 A/G 74% [63% - 83%)] 0,344
A/A 62% [47% - 74%)]
C/C 77% [65% - 85%)]
CYP2Dé rs1135840 C/G 75% [61% - 85%)] 0,148
G/G 52% [34% - 67%)]
C/C 81% [69% - 88%]
CYP11B1 rs7003319 A/C 66% [54% - 76%)] 0,179
A/A 60% [42% - 74%]
rs7003319 c/C 81% [69% - 88%]
CYPTIBT | (dominante) | A/C + AV/A | 64% [54% - 73%] 0,069
c/C 62% [52% - 70%]
MAT1A rs4934027 C/T 86% [72% - 93%] 0,011
T/T 100% [100% - 100%]
rs4934027 c/C 62% [52% - 70%)]
MATIA | (dominante) | C/T + T/T 88% [75% - 94%] 0,011
G/G 76% [64% - 85%]
SLC22A1 rs628031 A/G 73% [61% - 82%)] 0,119
A/A 36% [11% - 63%]
rs628031
. G/G + A/G 75% [67% - 81%)]
SLC22A1 (recesivo) AA 36% [11% - 63%) 0,043
Cc/C 69% [59% - 77%)]
CYP2Dé rs1065852 c/T 68% [52% - 80%)] 0,047
T/T 100% [100% - 100%)]
rs1065852
R C/C+C/T 69% [60% - 76%)]
CYP2Dé (recesivo) T 100% [100% - 100%)] 0,014
G/G 72% [62% - 79%)]
UGT2A1 rs4148304 A/G 80% [69% - 88%)] 0,209
A/A 20% [20% - 20%)]
rs4148304
. G/G + A/G 74% [66% - 80%)]
UGT2A1 (recesivo) AA 20% [20% - 20%)] 0,124
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Figura 15. Representacién gréfica (curvas Kaplan-Meier) de las incidencias acumuladas de RMM para los

SNPs con p-valor significativo.




El SNP rs492338 del gen ABCG1 presentd una asociacion estadisticamente signifi-
cativa con la incidencia acumulada de RMM al anadir la variable tiempo, ya que la
mediana de incidencia de RMM en los pacientes portadores del genotipo T/T fue del
58% frente al 73% y 83% en los pacientes con genotipos C/T y C/C, respectivamente
(Figura 15-A).

El SNP rs628031 del gen SLC22A1 Gnicamente mostrd una asociacion significativa
con la incidencia acumulada de RMM bajo el modelo de herencia recesivo (Figura
15-B). Es importante destacar que el IC95% para el genotipo A/A es bastante amplio
(11%-63%) y en este grupo Unicamente se incluyen 11 pacientes. Aun asi, las curvas
evidencian una clara ventaja de los genotipos G/G y A/G a la hora de conseguir la
RMM con imatinib.

En el caso del SNP rs4934027 del gen MAT1A, las incidencias acumuladas de RMM
mostraron significacion estadistica tanto para el modelo dominante, como para los
tres genotipos analizados por separado (Figura 15-Cy D). Esto es asi porque el grupo
de pacientes con genotipo T/T tuvo una incidencia acumulada de RMM del 100%.
Cabe destacar, no obstante, que solamente 5 pacientes presentaban este genotipo.
Los grupos quedaron mejor equilibrados al estudiar este SNP bajo el modelo de
herencia dominante.

Finalmente, el SNP rs1065852 del gen CYP2D6 mostrd una asociacion significativa
tanto para el modelo de herencia recesivo como para los tres genotipos analizados
por separado, igual que en el caso anterior (Figura 15-E y F). Se observa una clara
ventaja en la obtencién de la RMM para los pacientes portadores del genotipo T/T,

ya que todos consiguieron la RMM.

2.6. Analisis e identificacion de haplotipos

Un haplotipo se define como un conjunto de variaciones en el ADN (como los SNPs)
que son adyacentes entre ellas y que se suelen heredar de manera conjunta. Este
fenémeno se conoce como desequilibrio de ligamiento, que suele deberse a que los
dos loci implicados se encuentran en el mismo cromosoma, lo que imposibilita su
transferencia a la progenie de manera aleatoria con la separacién de los cromosomas

en anafase.

El anélisis de haplotipos resulta de gran interés en estudios de asociacién para enfer-
medades. Mediante la herramienta Haploview [156] se identificaron un total de diez
bloques de haplotipos (Figura 16).
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Posteriormente, se utilizé la libreria haplo.stats implementada dentro del paquete
SNPassoc, para la realizacion del andlisis de asociacién de todos los bloques de
haplotipos con la respuesta a imatinib, mediante regresién logistica. Unicamente
el bloque 9 (Figura 16-D), localizado en el cromosoma 2, se asocié de manera sig-
nificativa con la obtencién de la RMM con imatinib. Este bloque est4 formado por
los polimorfismos rs496550, rs495714, rs497692 del gen ABCB11. Concretamente,
los portadores del haplotipo ABCB11-AGA, presente en el 45% de la poblacién de
estudio, tenian un menor riesgo de fracaso en la obtencién de la RMM con imatinib

(OR [IC95%]: 0,51 [0,28-0,93], p=0,027).

2.7. Resumen de los principales hallazgos

A modo de resumen, en la Tabla 15 se muestran los SNPs estadisticamente significa-
tivos en los diferentes andlisis realizados en este trabajo. Se especifica la funcién del
gen asi como el tipo de andlisis para el que se ha encontrado significacion.

Tabla 15. Listado de los SNPs estadisticamente significativos en los diferentes anélisis realizados.

Clasificacién Ané"SE . Test .
Gen dbSNP ID ADME asociacion Cross-analysis Permutaciones Haplotipos
cohorte total

ABCG1 rs492338 Transportador X X X

ABCB11 rs496550 Transportador X X X X
ABCB11 rs497692 Transportador X X X X
ABCB11 rs495714 Transportador X X
CYP2Dé rs1135840 Enzima Fase | X X X

CYP2Dé rs1065852 Enzima Fase | X
CYP11B1 rs7003319 Enzima Fase | X X X

MAT1A rs4934027 Otros X X X
SLC22A1 rs628031 Transportador X X X

UGT2A1 rs4148304 Enzima Fase |l X

ADME: absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacion.
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TRABAJO Il

Influencia de la longitud de los telémeros
al diagndstico de la LMC en la obtencién de
la respuesta molecular profunda con imatinib

1. Caracteristica clinicas y biolégicas de los pacientes incluidos
en el estudio

En este estudio se incluyeron un total de 96 pacientes. Todos los pacientes fueron
diagnosticados de LMC en FC entre los afios 2004 y 2016 en el ICO-Badalona, el
ICO-Hospitalet y el ICO-Girona. Las caracteristicas de los pacientes se muestran en
la Tabla 16.

La mediana de edad de los pacientes en el momento del diagnéstico fue de 49 afios
(extremos 24-80 afios). De los 96 pacientes, 56 (58%) eran hombres y 40 (42%) eran
mujeres. Segun el indice Sokal, 46 (50%) pacientes fueron de bajo riesgo, 30 (32%)
de riesgo intermedio y 17 (18%) de riesgo alto. Respecto al indice de riesgo EUTOS,
77 (88%) y 11 (12%) de los pacientes fueron de bajo y alto riesgo, respectivamente.
Finalmente, de acuerdo con el indice ELTS, 50 (59%) pacientes fueron de bajo riesgo,
24 (29%) de riesgo intermedio y 10 (12%) de alto riesgo.

El 39% de los pacientes presentaba la isoforma e13a2 del transcrito p210 de BCR-
ABL1 mientras que el 61% restante presentaba la isoforma e14a2.

La mediana de seguimiento de los pacientes vivos fue de 7,3 afios (extremos 1,3 -
14,6 afios) y la mediana de duracién del tratamiento con imatinib fue de 3,4 afios
(extremos 0,3 - 14,4 afios). Un total de 10 pacientes (10,4%) fallecieron.

En primer lugar, se analizé |la tendencia de la LT de la cohorte de pacientes con LMC
y de la cohorte de donantes sanos. Como era esperable, los donantes sanos presen-
taron una disminucién de la LT a medida que aumentaba la edad de los individuos
(R2=0,1693), una caracteristica que no cumplian los pacientes con LMC (R?=0,0046)
(Figura 17). Ademas, la mediana de la LT de los pacientes con LMC fue significativa-
mente menor que la de los donantes sanos (0,5784 vs. 1,003; p <0,001).
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes con LMC incluidos en el es-
tudio. Se muestran las medianas de cada una de las variables para la serie total y las medianas
de los dos grupos derivados de la categorizaciéon de la delta-LT por la mediana (descrito en el

siguiente apartado).

Total Delta-LT <0,4 | Delta-LT 20,4
CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOLOGICAS P
n=96 n=47 n=49
Mediana de edad al diagnéstico, afios (extremos) 49 (24-80) 59 (30-80) 43 (24-77) falal
Sexo
Femenino, n (%) 40 (42) 20 (43) 29 (59)
Masculino, n (%) 56 (58) 27 (57) 20 (41) "
Sokal, n (%)
Bajo 46 (50) 22 (50) 24 (49)
Intermedio 30(32) 16 (36) 14 (29) ns
Alto 17 (18) 6 (14) 11 (22)
EUTOS, n (%)
Bajo 77 (88) 40 (95) 37 (80) .
Alto 11(12) 2 (5) 9 (20)
ELTS, n (%)
Bajo 50 (59) 26 (63) 24 (56)
Intermedio 24 (29) 11 (27) 13 (30) ns
Alto 10 (12) 4 (10) 6 (14)
Isoforma p210, n (%)
el13a2 31(39) 14 (36) 17 (42)
el4a2 49 (61) 25 (64) 24 (58) "
Afos tratamiento imatinib, mediana (extremos) 3,4(0,3-14,4) | 3,2(0,3-14,4) 3,8(0,3-14) ns
Mediana de seguimiento en afios (extremos) 7,3(1,3-14,6) | 6,7 (1,5-14,4) | 7,1(1,3-14,6) ns
Exitus, n (%) 10 (10,4) 4 (8,5) 6(12,2) ns

LT= longitud de los telémeros
ns= estadisticamente no significativo
*=p < 0,05; ***=p < 0,001
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Figura 17. Distribucién de la LT de los pacientes con LMC y los donantes sanos en funcién de la edad.
Se observa la disminucién esperada de la LT en los donantes sanos (circulos naranjas, n=107) a medida
que aumenta la edad, mientras que esta caracteristica no se cumple en los pacientes con LMC (cuadrados
verdes, n=96). Esto es indicativo de que la LT de las células provenientes del clon maligno de la LMC pre-
sentan un patrén de replicacién que ya no es regulado Unicamente por el factor edad.

2. Correlacién entre la delta-LT al diagndstico y la obtencién de la
respuesta molecular profunda a imatinib

Tal y como se ha comentado en la seccion de Materiales y Métodos (Trabajo I,
apartado 3, pagina 84), el valor de delta-LT se define como la diferencia entre la LT
calculada experimentalmente para cada paciente (la observada) y la LT que le corres-
ponderia a cada paciente por su edad (la esperada, calculada a partir del conjunto
de donantes sanos). Cuanto mayor es el valor de delta-LT, mayor es la diferencia que
hay entre la LT observada y la esperada por la edad y, por lo tanto, mas cortos son
los telébmeros en el momento del anélisis (en este caso, al diagndstico de la LMC).

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la correlacién entre el valor de la
delta-LT al diagnéstico y la incidencia acumulada de obtencién de la RM4 y la RM4.5
en cualquier momento. En primer lugar, se analizé la correlacion con la obtenciéon de
RM4 y RM4.5 considerando la variable delta-LT como variable continua, donde ob-
servamos una asociacion entre tener una delta-LT menor al diagnéstico y una mayor
probabilidad de conseguir tanto la RM4 como la RM4.5 (Hazard ratio, HR [IC95%]:
0,3(0,1-0,9), p=0,035 y HR [IC95%)]: 0,22 (0,1 - 0,66), p=0,007, respectivamente).

Posteriormente, se categorizé la delta-LT en cuartiles (Q): Q1 = 0,06 + 0,15; Q2 =
0,34 £0,03; Q3 = 0,48 £ 0,05; Q4 = 0,67 = 0,08. En el Q1 se incluyeron aquellos
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pacientes con los telémeros mas largos al diagndstico (es decir, con un valor de del-
ta-LT bajo), mientras que en el Q4 se incluyeron los pacientes con los telémeros mas
cortos de toda la cohorte (es decir, con un valor de delta-LT elevado).

La Figura 18 muestra la incidencia acumulada de RM4 para los 4 grupos de cuartiles.
Se puede observar una clara diferencia entre las incidencias acumuladas de los pa-
cientes incluidos en los dos primeros cuartiles (Q1 y Q2) y los pacientes incluidos en
los dos ultimos cuartiles (Q3 y Q4). Por este motivo, se decidié utilizar como punto
de corte de delta-LT el valor de la mediana (delta-LT = 0,4), quedando la cohorte de
pacientes dividida en las siguientes categorias: delta-LT <0,4 (n=47) y delta-LT =0,4
(n=49). Estas dos categorias se utilizaron para los posteriores analisis estadisticos.

— deltaLTQ1
- - delta-LT Q2
---- delta-LT Q3
«=+ delta-LT Q4
0a

Incidencia acumulada de RM4

T T T T
0 S0 100 150

Meses desde el inicio de imatinib

Figura 18. Incidencia acumulada (IC95%) de RM4 en funcién de los cuartiles de delta-LT. Q1: delta-LT 0,06
+0,15; Q2: delta-LT 0,34 = 0,03; Q3: delta-LT 0,48 + 0,05; Q4: delta-LT 0,67 + 0,08.

Se estudio la incidencia acumulada (IC95%) de RM4 en ambos grupos, siendo del
63% (45% - 76%) para el grupo de delta-LT <0,4 y de 46% (31% - 60%) para el gru-
po de delta-LT =0,4 (p=0,047). El tiempo hasta conseguir la mediana de incidencia
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acumulada (es decir, que el 50% de los pacientes obtengan la RM4) fue de 27 meses
para el grupo delta-LT <0,4, mientras que este punto no fue alcanzado por el grupo
delta-LT =0,4, ya que menos del 50% de los pacientes lograron obtener la RM4 (Fi-
gura 19-A).

La incidencia acumulada (IC95%) de RM4.5 fue del 59% (36% - 76%) para los pacien-
tes del grupo delta-LT <0,4 y del 37% (22% - 52%) para los del grupo delta-LT =0.4
(p=0,045). En este caso, el tiempo hasta obtener una incidencia acumulada del 50%

fue de 77 meses para el grupo delta-LT <0,4 (el grupo-LT =0,4 no alcanzé este hito)
(Figura 19-B).
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Figura 19. Incidencia acumulada (IC95%) de RM4 (A) y de RM4.5 (B) en funcién de los grupos
delta-LT <0,4 y delta-LT =0,4.

Se analizaron, ademas, las diferencias en la incidencia acumulada de RM4 entre los
pacientes que habian logrado la RMM y que posteriormente consiguieron la RM4
y aquellos pacientes que, estando en RMM, no consiguieron la RM4. En el analisis
de esta subpoblacion de pacientes (n=64), se observé que aquellos incluidos en el
grupo delta-LT <0,4 consiguieron alcanzar la RM4 antes que los del grupo delta-LT
>0,4, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (mediana de
tiempo hasta la obtencién de la RM4 en meses [IC95%]: 16,3 (12,4 - 33.4) en el grupo
delta-LT <0,4 vs. 31,8 (16,2 - 100,7) en el grupo delta-LT =0,4; p=0,144).
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En esta subpoblacién, las incidencias acumuladas (IC95%) de RM4 fueron del 84%
(65% - 94%) para el grupo delta-LT <0,4 y del 75% (54% - 87%) para el grupo delta-LT
=0,4 (Figura 20).
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delta-LT 20.40

0.8

0.6
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Figura 20. Incidencia acumulada (IC95%) de RM4 en la subpoblacién de pacientes que consiguieron
la RMM (n=64), de acuerdo con los grupos delta-LT <0,4 (n=35) y delta-LT =0,4 (n=29).

3. Correlacion entre la delta-LT al diagnéstico, los indices
pronéstico y la isoforma de p210

Se analizaron las asociaciones entre la delta-LT y las principales variables pronésticas
de relevancia clinica (Sokal, EUTOS, ELTS y la isoforma p210), con el objetivo de
identificar una posible correlacién con la LT al diagnéstico.

Estudiando la variable delta-LT como variable continua, no se observé ninguna aso-
ciaciéon con los diferentes indices pronéstico al diagnéstico (Sokal, EUTOS y ELTS).
Tampoco se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa entre la del-
ta-LT y las dos isoformas de p210 estudiadas.

Posteriormente, se analizé esta asociacién con la variable delta-LT categorizada por
la mediana. En este caso, solo se observé una correlacién estadisticamente signifi-
cativa con el indice de riesgo EUTOS (p=0,036), ya que el 20% de los pacientes con
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delta-LT =0,4 fue clasificado dentro del grupo de alto riesgo, a diferencia del grupo
de pacientes con delta-LT <0,4, en el que Unicamente el 5% de ellos fue clasificado
de alto riesgo (Tabla 16).

4. Analisis univariado y multivariado

Se realizé un andlisis multivariado para determinar el papel de delta-LT como va-
riable independiente predictora de RM4. Primero se seleccionaron las variables es-
tadisticamente significativas en el anélisis univariado; Unicamente la delta-LT y el
indice prondstico ELTS mostraron diferencias estadisticamente significativas en la
obtenciéon de la RM4 entre sus categorias, alcanzando la mayor incidencia de RM4
en el grupo con delta-LT <0,4 y ELTS de bajo riesgo (incidencia acumulada de RM4
[IC95%] 63% [45% - 76%)] para delta-LT <0,4 vs. 46% [31% - 60%] para delta-LT =0,4,
p=0,047; 58% [42% - 71%)] para ELTS de bajo riesgo vs. 38% [21% - 55%)] para ELTS
de riesgo intermedio-alto, p=0,041).

No obstante, en el analisis multivariado, la delta-LT, atin presentando una clara
tendencia, no fue estadisticamente significativa (HR [95% CI]: 1,7 (0,92 - 3.22),
p=0,089), mientras que el indice ELTS mantuvo su significacién estadistica como
predictor independiente de RM4 (HR [95% ClI]: 1,9 (1,02 - 3,73), p=0,045) (Tabla 17).
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Tabla 17. Anélisis univariado y multivariado para la RM4.

ANALISIS UNIVARIADO
Variable Incidencia acumulada valor
de RM4 (IC95%) P
< 0,40 (n=47) 63% (45% - 76%)
delta-LT 0,047
> 0,40 (n=49) 46% (31% - 60%)
Bajo (n=46) 50% (37% - 61%)
Sokal 0,312
Int-Alto (n=47) 26% (14% - 39%)
Bajo (n=77) 56% (43% - 66%)
EUTOS 0,414
Alto (n=11) 36% (8% - 66%)
Bajo (n=50) 58% (42% - 71%)
ELTS 0,041
Int-Alto (n=34) 38% (21% - 55%)
e13a2 (n=31) 42% (23%, 60%)
Isoforma p210 0,151
el14a2 (n=49) 55% (40%, 68%)
ANALISIS MULTIVARIADO
Variable Categoria de referencia HR (IC95% ) p-valor
delta-LT > 0,40 1,7 (0,92 -3,22) 0,089
ELTS Int-Alto 1,9(1,02-3,73) 0,045

LT= longitud de los telémeros
RM4= respuesta molecular grado 4
HR= hazard ratio

5. Correlacion entre la delta-LT y los hitos de respuesta molecular
indicados en las recomendaciones de la ELN 2013

Por ultimo, se estudio la asociacién entre la delta-LT y la RM a los 3, 6, 12y 18 meses
de tratamiento con imatinib, de acuerdo con las recomendaciones de la ELN 2013
[57].

Cuando se analizd la delta-LT como variable continua, no se encontraron asocia-
ciones estadisticamente significativas en ninguno de los hitos de tiempo marcados
por la ELN 2013. No obstante, si que se observé una tendencia a una mayor pro-
babilidad de conseguir la RMM a los 18 meses a medida que la delta-LT disminuia
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(p=0,075). Esta asociacién se confirmé cuando la delta-LT se estudié categorizada
por la mediana; el 78% de los pacientes con delta-LT <0,4 consiguieron la RMM a
los 18 meses, mientras que Unicamente el 56% de los pacientes con delta-LT =0,4
consiguieron esta respuesta (p=0,049) (Tabla 18).

Tabla 18. Comparacién de la delta-LT con la respuesta molecular en diferentes momentos
teniendo en cuenta las recomendaciones de la ELN 2013. Se muestran la mediana y los
p-valores para delta-LT como variable continua, y los porcentajes y p-valores para la variable
delta-LT categorizada por la mediana.

Delta-LT Delta-LT
Momento de estudio Ratio variable continua variable categérica
(numero pacientes) =~ BCR-ABL1 (IS)* Delta-LT Delta-LT <0,4 | Delta-LT 0,4
(medianallC95%] | P (n=47) (n=49) P

3 > 10% 0,43 (0,34, 0,52) 14/39 (36%) | 18/39 (46%)
(r:iisgs 0,112 0,357

< 10% 0,34 (0,26, 0,41) 25/39 (64%) | 21/39 (54%)

s >1% 0,38(0,28, 0,48) 14/42 (33%) | 18/37 (49%)
iy 0,680 0,166

<1% 0,36 (0,29, 0,43) 28/42 (67%) | 19/37 (51%)

. >0,1% 0,42 (0,33, 0,50) 15/39 (39%) | 23/38 (60%)
(nr:;;‘)es 0,229 0,053

<0,1% 0,35 (0,28, 0,43) 24/39 (62%) | 15/38 (40%)

O O, O

18 meses RMM >0.1% 0,44 (0,32, 0,55) 8/37 (22%) | 14/32 (44%)
(n=69) 0,075 0,049

<0,1% 0,33 (0,27, 0,40) 29/37 (78%) | 18/32 (56%)

>0,01% 0,39 (0,31, 0,46) 20/37 (54%) | 19/32 (60%)

18 meses RM4

(n=69) 0,618 0,657

z<0,01% 0,34 (0,24, 0,44) 17/37 (46%) | 13/32 (40%)

*: valores recomendados por la ELN 2013
LT= longitud de los telémeros

IC95%: intervalo de confianza del 95%
RMM: respuesta molecular mayor

RM4: respuesta molecular grado 4
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Finalmente, se realizé un anélisis de incidencia acumulada de RMM durante los 24
primeros meses desde el inicio de imatinib. Los resultados de este analisis confir-
maron lo observado anteriormente, dado que el 68% (IC95%: 55% - 78%) de los
pacientes incluidos en el grupo delta-LT <0,4 consiguieron la RMM, mientras que
Unicamente el 43% (IC95%: 30% - 56%) de los pacientes del grupo delta-LT =0,4
consiguieron esta respuesta (p=0,012). Ademas, esta diferencia fue evidente a partir
del mes 6 de tratamiento (Figura 21).

— delta-LT <0.40
-- delta-LT 20.40

0.8

Incidenciaacumulada de RMM

Meses desde el inicio de imatinib

Figura 21. Incidencia acumulada (IC95%) de RMM durante los 24 primeros meses de tratamiento con
imatinib, de acuerdo con los grupos delta-LT <0,4 y delta-LT =0,4.
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TRABAJO Il

Pardmetros clinicos y biolégicos predictivos
de recaida post-suspension del ITQ

1. Caracteristicas clinicas y biolégicas de los pacientes incluidos
en el Trabajo Il

En este trabajo se incluyeron un total de 56 pacientes diagnosticados entre los afios
1995y 2016, procedentes de tres centros: ICO-Badalona (n=18), ICO-Girona (n=11)
e ICO-Hospitalet (n=27). Todos estos pacientes fueron incluidos en el anélisis de
las variables clinicas y su asociacion con la RLT y recaida tras la suspensién del ITQ.

Dado que algunos pacientes suspendieron el tratamiento previo a la aprobacién
del Protocolo ICO de Discontinuacién (apartado 3.9.2, Introduccién), no todos los
pacientes pudieron ser incluidos en los estudios biolégicos asociados. Ademas,
excepto para el estudio de la dPCR, en los otros dos estudios (SPop y células NK)
fue necesaria la obtencion de muestra fresca (MO y SP, respectivamente) asi como el
andlisis de éstas a las pocas horas post-extraccién, por lo que Unicamente se pudie-
ron incluir pacientes procedentes de nuestro centro (ICO-Badalona).

Teniendo en cuenta las diferentes estrategias del Protocolo ICO de Discontinuacion
(Figura 7, Introduccion), se incluyeron 31 pacientes en el brazo de Imatinib en 1°
linea, 17 pacientes en la estrategia EURO-SKI-like, 3 en la DESTINY-like, 2 en la de
ENESTop-likey 2 en la de ENESTfreedom-like. Un paciente suspendié el tratamiento
fuera de protocolo.

La Tabla 19 recoge todas las variables demograficas y clinicas estudiadas en nuestra
serie de pacientes, tanto en la serie global como en los pacientes que mantuvieron la
RLT y los pacientes que presentaron una recaida molecular (pérdida de RMM).
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Tabla 19. Variables demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

PARAMETROS Global RLT Recaida

N° pacientes 56 46 (82%) 10 (18%)

Muijeres 27 (48%) 22 (48%) 5 (50%)
Sexo, n (%)

Hombres 29 (52%) 24 (52%) 5 (50%)
Edad Diagnéstico 50 (24-81) 51 (24-81) 7 (27-69)
(mediana y extremos) Discontinuacién 61 (28-87) 62 (28-87) 55 (38-75)
) Bajo riesgo 26/40 (65%) 21/32 (66%) 5/8 (63%)
Indice Sokal, n (%)

Riesgo Intermedio 14/40 (35%) 11/32 (34%) 3/8 (37%)
) Bajo riesgo 19/30 (63%) 16/24 (67%) 3/6 (50%)
Indie ELTS, n (%)

Riesgo Intermedio 11/30 (37%) 8/24 (33%) 3/6 (50%)

e13a2 13/47 (28%) 11/37 (30%) 2/10 (20%)
Isoforma p210, n (%) el4a2 32/47 (68%) 24/37 (65%) 8/10 (80%

e13a2 + el4a2 2/47 (%) 2/37 (5%) 0

Si 7 (12%) 7 (15%) 0
Tto. previo con INF-a

No 9 (88%) 9 (85%) 10 (100%)

Imatinib 9 (88%) 41 (89%) 8 (80%)

Nilotinib 4 (7%) 3 (7%) 1(10%)
ITQ 12 linea

Dasatinib 2 (3%) 1(2%) 1(10%)

Bosutinib 1 (2%) 1 (2%) 0
ITQ 12 linea Imatinib 9 (88%) 41 (89%) 8 (80%)
(agrupado) ITQ-2G 7 (12%) 5 (11%) 2 (20%)

1 45 (80%) 38 (83%) 7 (70%)

2 5 (9%) 3 (6%) 2 (20%)
Ne° lineas ITQ

3 4 (7%) 3 (6%) 1(10%)

4 2 (4%) 2 (5%) 0

<10% 36/42 (86%) 28/32 (88%) 8/10 (80%)
Ratio 3 meses ITQ

>10% 6/42 (14%) 4/32 (12%) 2/10 (20%)
Halving-time, dias (mediana y extremos) 16 (6,8-65) 15,7 (6,8-65) 21,9 (7,9-28,5)

Optima 31/49 (63%) 28/39 (72%) 3/10 (30%)
Respuesta ITQ durante 3-12 1 warning 9/49 (19%) 7/39 (18%) 2/10 (20%)
primeros meses (ELN 2020) 2 warning 6/49 (12%) 4/39 (10%) 2/10 (20%)

3 warning 3/49 (6%) 0 3/10 (30%)
Respuesta 3-12m (ELN 2020) Optima 31/49 (63%) 28/39 (72%) 3/10 (30%)
categorizado, n (%) > 1 warning 18/49 (37%) 11/39 (28%) 7/10 (70%)

<0,01% 19/48 (40%) 18/38 (47%) 1/10 (10%)
Ratio 12 meses ITQ

>0,01% 28/48 (60%) 20/38 (53%) 9/10 (90%)
ITQ previo Imatinib 39 (70%) 33 (72%) 6 (60%)
discontinuacién, n (%) ITQ-2G 17 (30%) 13 (28%) 4 (40%)
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PARAMETROS Global RLT Recaida

Tiempo exposicién ITQ, afos (mediana y extremos) 10 (3,6-17,6) 10,7 (3,6-17,6) 9,6 (7,1-12,1)
Tiempo hasta RM4, meses (mediana y extremos) 20 (2-113) 17 (2-113) 40 (16-69)
Tiempo hasta RM4 categorizado | < 20 meses 28 (50%) 26 (57%) 2 (20%)
por la mediana, n (%) > 20 meses 28 (50%) 20 (43%) 8 (80%)
Duracién RM4, meses (mediana y extremos) 81 (24-146) 85 (24-146) 74 (29-116)
Tiempo hasta RM4.5, meses (mediana y extremos) 36 (2-116) 28 (2-116) 46 (30-84)
Tiempo hasta RM4.5 categorizado | < 36 meses 28/55 (51%) 27/46 (59%) 1/9 (11%)
por la mediana, n (%) > 36 meses 27/55 (49%) 19/46 (41%) 8/9 (89%)
Duracién RM4.5, meses (mediana y extremos) 65 (0,5-146) 67 (7, 146) 48 (0,5-101)

No 43 (77%) 35 (76%) 8 (80%)
Toxicidad previa ITQ, n (%) "

Sl 13 (23%) 11 (24%) 2 (20%)
Dosis ITQ previo Estandar 30/55 (54%) 24/45 (53%) 6/10 (60%)
discontinuacion, n (%) Inferior 25/55 (46%) 21/45 (47%) 4/10 (40%)

4 9 (16%) 7 (15%) 2 (20%)
Grado RM 4.5 18 (32%) 14 (30%) 4 (40%)
discontinuacion, n (%) 5 26 (46%) 23 (50%) 3 (30%)

55 3(6%) 2 (5%) 1(10%)

Programado 47 (84%) 37 (80%) 10 (100%)
rl\\/l((())/(t)i)vo suspension ITQ, ;I::E;dad/lntole— 7 (12%) 7 (15%) 0

Comorbilidades 2 (4%) 2 (5%) 0

No 48 (86%) 38 (83%) 10 (100%)
Sindrome retirada, n (%)

Si 8 (14%) 8 (17%) 0
RMM mantenida, meses (mediana, extremos) NA 32,5 (3-92) 4 (1-7)

Mediana de seguimiento desde el diagnédstico,
afnos (extremos)

12,9 (4,6-25,1)

Mediana de seguimiento desde la discontinuacién,
meses (extremos)

31,2 (3,6-92,4)

ELN 2020: recomendaciones European LeukemiaNet del 2020 [26]

ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa
RM: respuesta molecular

RMM: respuesta molecular mayor
RM4: respuesta molecular grado 4
RM4.5: respuesta molecular grado 4.5
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Los pacientes incluidos en este estudio discontinuaron el tratamiento entre los afios
2014 y 2020. La mediana de edad en el momento de la discontinuacion fue de 61
afos (extremos: 28-87 afios) y el 48% de los pacientes eran mujeres. El indice Sokal
fue bajo en un 65% de los pacientes e intermedio en un 35%. En el indice ELTS los
porcentajes fueron muy similares (bajo riesgo 63%, riesgo intermedio 37%). Nin-
gun paciente con Sokal o ELTS alto suspendié el tratamiento. Todos los pacientes
presentaban las isoformas p210 tipicas (e13a2 = 28%, e14a2 = 68%, ambas = 4%).
Unicamente siete pacientes (12%) recibieron INF-a previo al inicio del ITQ. En total,
49 (88%) pacientes recibieron imatinib y 7 (12%) un ITQ-2G en primera linea. Cinco
pacientes (9%) fueron tratados con dos lineas de ITQ, cuatro (7%) con tres lineas y
Unicamente dos pacientes (4%) con cuatro lineas. Todos los pacientes que recibieron
dos o mas lineas de tratamiento habian recibido imatinib en primera linea, excepto
un paciente que recibié nilotinib. Todos ellos cambiaron de ITQ por toxicidad/into-
lerancia y ninguno presenté resistencia al tratamiento. Dos pacientes presentaron
toxicidad, pero ello no fue motivo de cambio del ITQ. En relacién a la variable de
RMT, el 86% de los pacientes tenian una ratio BCR-ABL1(IS) <10% a los 3 meses de
tratamiento (dato no disponible en 14 pacientes). Se pudo estudiar la respuesta al
tratamiento durante los 12 primeros meses en 49 pacientes; el 63% de los pacientes
tenia una respuesta éptima a los 3, 6 y 12 meses, mientras que un 37% de estos tuvo
criterio de alarma en al menos una de estas determinaciones. En relaciéon al HT, la
mediana de la serie estudiada fue de 16 dias (extremos 6,8-65 dias).

En el momento de la suspensién del tratamiento, la mayoria de los pacientes (70%)
estaban recibiendo imatinib y el 30% restante un ITQ-2G. Los pacientes de nuestra
serie fueron tratados con un ITQ durante una mediana de 10 afios (extremos 3,6-17,6
afnos). El 54% de los pacientes que suspendieron el ITQ estaba recibiendo la dosis
estandar mientras que el 46% estaba recibiendo una dosis inferior. Todos los pacien-
tes estaban en RMP en el momento de la suspensién del ITQ y el motivo principal
de la suspensién, en ausencia de toxicidad relevante al tratamiento, fue el deseo de
conseguir la RLT (n=47). En siete pacientes (12%) se suspendié el tratamiento por
toxicidad/intolerancia y en dos pacientes (4%) por la presencia de comorbilidades.
La mediana de duracién de la RM4 en nuestra serie fue de 81 meses (extremos 24-
146 meses) y la de la RM4.5 fue de 65 meses (extremos 0,5-146 meses). Unicamente
ocho pacientes (14%) presentaron el sindrome de retirada del ITQ y en ninguno de
ellos fue necesario reiniciar el tratamiento por este motivo, ya que se controlé con

analgesia convencional.
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En el momento de cierre de este estudio (20 de marzo de 2021), la mediana de se-
guimiento desde el momento de la discontinuacién fue de 31,2 meses (extremos 3,6-
92,4 meses). Solo un paciente fallecié estando en RMP, por causas ajenas a la LMC
(insuficiencia respiratoria aguda por metastasis pulmonar de neoplasia de mama). Diez
pacientes (18%) presentaron una recaida molecular (pérdida de la RMM). Todos ellos
reiniciaron el tratamiento con ITQ y recuperaron la RMP en una mediana de 4,3 meses
(extremos 2-11 meses). Nueve de las 10 recaidas (90%) tuvieron lugar durante los 6
primeros meses post-suspension y el paciente restante recayé a los siete meses. En
otros tres pacientes (5,4%) se observé una pérdida de RMP (sin llegar a perder la RMM)
que posteriormente recuperaron de manera esponténea sin la reintroduccién del tra-

tamiento. La incidencia acumulada de RLT fue del 82% (IC95%: 72% - 92%) (Figura 22).

10
\ RLT (IC 95%): 82% (72%, 92%)

0.8

0.4

Probabilidad RLT

=
i

T T T T T
o 20 a0 &0 Lh] 100

Meses desde discontinuacion

Figura 22. Remision libre de tratamiento (IC95%) tras la discontinuacién del ITQ.
2. Andlisis de posibles factores clinicos predictivos
de recaida molecular

Las variables estudiadas como posibles factores predictivos de recaida molecular se
describen en la Tabla 20.
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Tabla 20. Modelo univariado para el analisis de las variables clinicas pronésticas de recaida

molecular. Se muestran los Hazard ratio, IC?5% y el p-valor para cada una de ellas.

PARAMETROS

Hazard ratio IC95% p-valor

Sexo 1,151 0,341 - 3,885 0,82
Edad diagndstico (continua) 0,993 0,95-1,039 0,76
Edad discontinuacion (continua) 0,985 0,947 - 1,026 0,47

Sokal 1,143 0,273 -4,784 0,85
ELTS 1,702 0,364 - 7,956 0,5

p210 1,189 0,46 - 3,072 0,72
ITQ 12 linea (Imatinib vs 2G) 2,148 0,462 - 9,996 0,33
N° lineas (1 vs. >1) 0,521 0,134 - 2,025 0,35
ITQ previo discontinuacion (Imatinib vs 2G) 1,717 0,489 - 6,026 0,4

Ratio 3 meses ITQ (<10% vs. >10%) 1,459 0,342 - 6,231 0,61

Halving time (continua) 1,014 0,975 - 1,055 0,49
Halving time (dividido por la mediana) 2,642 0,707 - 9,877 0,15
Respuesta ITQ 3-12 meses (éptima vs. 21 warning) 4,264 1,106 - 16,44 0,035
Tiempo exposicién ITQ (continua) 0,951 0,844 - 1,072 0,41

Ratio 12 meses ITQ (<0,01% vs. >0,01%) 6,381 0,798 - 51,05 0,081
Tiempo hasta RM4, meses (continua) 1,016 0,1-1,033 0,061
Tiempo hasta RM4, meses (dividido por la mediana) 4,125 0,876 -19,42 0,073
Duracién RM4, meses (continua) 0,985 0,97 -1 0,058
Tiempo hasta RM4.5, meses (continua) 1,013 1-1,026 0,05
Tiempo hasta RM4.5, meses (dividido por la mediana) 8,758 1,076 -71,29 0,043
Duracién RM4.5, meses (continua) 0,985 0,97 - 1,002 0,082
Toxicidad previa ITQ 0,881 0,186 - 4,166 0,87
Dosis ITQ previo discontinuacion 0,824 0,238 - 2,85 0,76

ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa

2G: inhibidor de la tirosina quinasa de segunda generacién

RM4: respuesta molecular grado 4
RM4.5: respuesta molecular grado 4.5

Como se puede observar en los resultados del andlisis univariado, los Unicos dos pa-
rametros que mostraron una significacién estadistica fueron el tener una RM 6ptima
durante los 3-12 primeros meses de tratamiento segin las guias de la ELN de 2020
[26] (p=0,035), asi como el tiempo necesario hasta la obtenciéon de la RM4.5 (p=0,05,
categorizado por la mediana p=0,043). Tanto el tiempo hasta la obtencién de RM4
como la duracién de la RM4 mostraron una tendencia en nuestro estudio (p=0,061y

p=0,058, respectivamente).
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Respecto al tipo de respuesta durante los 3-12 primeros meses de tratamiento, el
70% de los pacientes que presentaron una recaida molecular habia tenido uno o mas
criterios de alarma (warning) en alguna de las tres determinaciones (3, 6 o 12 meses),
segun las recomendaciones de la ELN de 2020 [26]. Unicamente tres (30%) de los
pacientes con recaida molecular habian presentado una respuesta éptima en todas
las determinaciones durante el primer afio, mientras que en los pacientes con RLT
mantenida estos porcentajes fueron inversos; asi, el 72% de los pacientes presenta-
ron una respuesta 6ptima en todas las determinaciones, mientras que Unicamente
un 28% presentaron algun criterio de alarma durante los 3-12 primeros meses de
tratamiento (18% un criterio de alarma y 10% dos criterios de alarma). Cabe desta-
car que de los pacientes que presentaron uno o més criterios de alarma (18 de 49
pacientes), el 89% de ellos (n=16) habian sido tratados con imatinib en primera linea
y Unicamente 2 pacientes (11%) con un ITQ-2G (ambos con nilotinib). Por lo tanto,
seglin nuestra serie de pacientes, la respuesta estable al ITQ durante el primer afio,
especialmente con imatinib, parece tener un papel relevante en el mantenimiento
de la RLT (Figura 23-A).

Se analizd, ademas, si alcanzar una RMP a los 12 meses de tratamiento (ratio <0,01%),
indicativo de una respuesta éptima y rapida al ITQ, podia ser un parametro pre-
dictivo de mantenimiento de la RLT; aunque las diferencias no fueron significativas,
aquellos pacientes con una ratio BCR-ABL1 <0,01% a los 12 meses mostraron una
tendencia a presentar mayor tasa de RLT (p=0,082). Al estudiar las probabilidades
de la incidencia acumulada de recaida post-suspensiéon mediante curvas de Kaplan-
Meier, este parametro fue estadisticamente significativo (p=0,042) (Figura 23-B).

En lo relativo al tiempo necesario hasta la obtencién de la RMP, se observaron dife-
rencias (tendencia) en la variable tiempo hasta conseguir la RM4; los pacientes que
tardaron 20 meses o mas en conseguirla, tenian una mayor probabilidad de recaida
molecular una vez suspendido el tratamiento (Figura 24-A). Esta tendencia fue es-
tadisticamente significativa al estudiar el tiempo hasta conseguir la RM4.5; de este
modo, aquellos pacientes que tardaron 36 meses o més (mediana de nuestra serie)
en conseguir la RM4.5 presentaron mas recaidas moleculares (Figura 24-B).
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zado por la mediana).

1137 |



Tanto la variable duracién de la RM4 como la variable duracion de la RM4.5 mos-
traron una tendencia (diferencias no significativas) en nuestra serie de pacientes
(p=0,058 y p=0,082, respectivamente). Cabe destacar que un paciente suspendié
el tratamiento sin haber conseguido la RM4.5 y que posteriormente presentd una
recaida molecular.

3. Posibles factores bioldgicos predictivos de recaida molecular

En un subgrupo de pacientes incluidos en este trabajo, se realizaron una serie de
estudios biolégicos con el objetivo de analizar en profundidad ciertos pardmetros
predictivos de una posible recaida tras la suspensién del tratamiento. En la Tabla 21
se describen las principales caracteristicas de los pacientes incluidos en esta parte
del trabajo.

Tabla 21 (pagina siguiente). Principales caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en
los subestudios bioldgicos. En las tltimas tres columnas se especifica en qué subestudio ha
participado cada paciente.
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3.1. Determinacién de los transcritos de BCR-ABL1 mediante
PCR digital

3.1.1. Puesta a punto de la técnica

Tal y como se ha descrito en el apartado de Metodologia (pagina 91), la dPCR es una
técnica que nos permite realizar una cuantificacion absoluta de una secuencia diana
de &cidos nucleicos. Es una técnica relativamente nueva por lo que aln no esté es-
tandarizada para su aplicaciéon en la practica clinica. Es por ello que el primer punto
importante de este estudio fue la puesta a punto de la técnica.

Inicialmente, se estudié la posibilidad de analizar en un mismo chip de dPCR el nu-
mero de copias del oncogen BCR-ABL1 asi como el nimero de copias del gen de re-
ferencia ABL1, con el objetivo de poder obtener una ratio similar a la obtenida en la
gPCR estandar. Para ello se utilizaron 2 ensayos, uno para BCR-ABL1 marcado con el
fluorocromo FAM (Hs03024541_ft) y otro para ABLT marcado con VIC (Hs01104728_
m1). No obstante, las nubes de puntos positivos y puntos negativos quedaban poco
separadas entre ellas por lo que era muy dificil establecer el umbral de positividad
(Figura 25). Ademas, los umbrales no eran comparables entre los controles positivos
(muestras con ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) préxima a 0,2% analizado por gqPCR) y las
muestras con ratios bajas o indetectables por gPCR. Se probaron varios protocolos
de termociclador para la optimizacion de los ensayos pero ninguno de ellos mostré
una mejoria significativa.

Figura 25. Ejemplo de los resultados obtenidos al usar los dos ensayos (Hs03024541_ft y Hs01104728_
m1). Los puntos amarillos indican que no ha habido amplificacién en esos pocillos del chip, los rojos indi-
can positividad para ABLT, los azules positividad para BCR-ABL1 y los verdes son pocillos positivos tanto
para BCR-ABL1 como para ABL1.
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A raiz de la publicacion del estudio llevado a cabo por la Dra. Bernardi y cols. [163],
en el que Unicamente usaban un ensayo para BCR-ABL1, decidimos aplicar esta
metodologia. Con este nuevo protocolo, junto con un cambio del ensayo para BCR-
ABL1 (IDT 10417980) conseguimos optimizar las condiciones que nos permitian di-
ferenciar claramente los pocillos positivos de los negativos (Figura 26).

Figura 26. Ejemplo de los resultados obtenidos al usar tinicamente el ensayo IDT 10417980 para BCR-
ABL1. Las nubes de puntos quedan mucho mas separadas y es mas facil establecer el umbral de positivi-
dad. Los puntos azules indican pocillos positivos para BCR-ABL1 y los amarillos pocillos sin amplificacion.

Una vez establecidas las condiciones de termociclador y concentracion de la mues-
tra, se evalud la precisiéon de nuestro ensayo, utilizando muestras seriadas de los
plasmidos incluidos en el ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (Qiagen, Ref. 670723)
con diferentes concentraciones de transcritos BCR-ABL1. Las concentraciones de

plasmido asi como el equivalente en copias/pL en la dPCR fueron las siguientes:

- ST 1 =5 copias BCR-ABL1 / 2,5uL= 0,076 copias/pL (dPCR)

- ST 2 = 50 copias BCR-ABL1 / 2,5uL = 1,507 copias/pL (dPCR)

- ST 3 = 500 copias BCR-ABL1 / 2,5pL = 13,56 copias/pL (dPCR)

- ST 4 = 5.000 copias BCR-ABL1 / 2,5uL = 1330,7 copias/uL (dPCR)
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Figura 27. Determinacién del nimero de copias BCR-ABL1/uL para diferentes concentraciones
del plasmido del ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit. Se muestran los resultados en escala logaritmica.

Como se puede observar en la Figura 27, los rangos de copias de BCR-ABL1/uL para
la dPCR mostraron una tendencia lineal en relacién con las copias usadas en cada
dilucién del plasmido (R?=0,9775).

Se usaron muestras de 11 controles sanos para el célculo del LD de la técnica; en
ninguna de estas muestras se obtuvo pocillos positivos para BCR-ABL1. Por lo tanto,
para nuestro ensayo, se pudo considerar como positiva para BCR-ABL1 cualquier
muestra con =1 pocillo positivo (en azul, FAM).

3.1.2. Cuantificacién absoluta de los transcritos de BCR-ABL1 mediante dPCR en
pacientes que han discontinuado el tratamiento y comparacién con los resultado
obtenidos en la cuantificacién relativa mediante qPCR

En este sub-estudio del Trabajo Il se incluyeron un total de 129 muestras proce-
dentes de 20 pacientes que habian discontinuado el tratamiento, de los cuales 12
estan en RLT y 8 presentaron una recaida molecular post-discontinuacion (Tabla 21).
Todas las muestras se analizaron por duplicado (2 chips de dPCR para cada muestra)
y se utilizé el valor promedio de las copias de BCR-ABL1/uL en cada caso. Solamente
fueron incluidos los chips con mas de 17.000 pocillos viables (es decir, deteccién de
muestra en 17.000 particiones o mas).

Primero se compararon los resultados obtenidos por gPCR (en funcién de los dife-
rentes niveles de RM) y los resultados de la dPCR (en funcién de las copias de BCR-
ABL1/uL) para las 129 muestras incluidas. Como se puede observar en la Figura 28,
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los nimeros de copias de BCR-ABL1/uL (eje de las Y) para cada grupo de RM (eje de
las X) presentaban mucha dispersién. Sorprendentemente, el grupo de RM4.5 tenia
una mediana de copias de BCR-ABL1/pL incluso superior a la del grupo de muestras
clasificadas como RM4. Las diferencias de copias/pL entre los diferentes grupos de
RM no fueron estadisticamente significativas. Destacar que en varios casos donde
la muestra era indetectable por gPCR, fue positiva por dPCR. No obstante, también
observamos lo contrario; muestras con transcritos cuantificables por qPCR fueron

negativas por dPCR.
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Figura 28. Niveles de transcritos BCR-ABL1 analizados por dPCR (eje de las Y) de acuerdo con los diferen-
tes grupos de RM calculados por gPCR (eje de las X). Cada punto corresponde a una muestra y las barras
representan la media * desviacién estandar (SD). LD: limite de deteccién para la dPCR.

Posteriormente, se estudié de manera grafica la variabilidad en los resultados de
gPCR y dPCR en funcién de la presencia o ausencia de recaida post-discontinuacién
(Figura 29). En cuanto a la variabilidad en la ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) por gPCR, las
muestras previas a la discontinuacion y pertenecientes a los pacientes que presen-
taron recaida molecular (Figura 29-C) presentaron algo mas de variabilidad que las
muestras pertenecientes a los pacientes en RLT (Figura 29-A). Sin embargo, en el
caso de las copias de BCR-ABL1/uL estudiadas por dPCR, la variabilidad fue similar
entre ambos grupos, e incluso mostré algo mas de estabilidad en el grupo de pa-
cientes con recaida molecular (Figura 29-B y Figura 29-D).
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Figura 29. Resultados de la ratio BCR-ABL1/ABL1 (IS) por qPCR y las copias BCR-ABL1/pL por dPCR en
los pacientes que mantienen la RLT (A 'y B) y los pacientes que presentaron una recaida molecular (C y D).
Unicamente se representan los valores correspondientes a las muestras previas a la discontinuacién. LD;
limite de deteccién para la dPCR. RLT; remisién libre de tratamiento.

Finalmente, se analizé la presencia de muestras positivas y negativas por dPCR en
cada grupo de pacientes (RLT vs. recaida molecular) y para cada tiempo de anélisis
(Figura 30). Practicamente no se observaron diferencias en el porcentaje de pacien-
tes con dPCR positiva o negativa entre ambos grupos para la mayoria de tiempos
de andlisis, excepto 6 meses antes de la discontinuacién y en el momento de la
discontinuacion, donde se observé un porcentaje superior de pacientes con dPCR
positiva en el grupo de las recaidas respecto al grupo que mantuvo la RLT (37% vs.
15%, respectivamente). Cabe destacar el aumento en la positividad de las muestras
post-discontinuacién tanto para el grupo RLT como el grupo de las recaidas (mues-
tras previas a la pérdida de RMM), siendo mas pronunciado en este Ultimo grupo
(58% vs. 71%, respectivamente). Durante todo el seguimiento, los pacientes que
recayeron presentaron un promedio de 0,048 copias BCR-ABL1/uL (rango 0 - 0,381)
mientras que el promedio en los pacientes en RLT fue de 0,035 copias BCR-ABL1/pL
(rango 0 - 0,305). Sin embargo, aun mostrando una tendencia, esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (p=0,098).

LD
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Figura 30. Diferencias entre el % de pacientes con dPCR positiva y dPCR negativa para los dos grupos de

pacientes (RLT vs. recaida). Se muestran los resultados correspondientes a los puntos previos a la suspen-

sién del ITQ (A: 24 meses, B: 18 meses, C: 12 meses, D: 6 meses) y en el momento de la discontinuacién

(E). El gréfico F representa todas las muestras analizadas post-discontinuacion y, en el caso del grupo de

recaidas, siempre previas a la pérdida de la RMM. RLT; remisién libre de tratamiento.
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3.2. Estudio de las células de la Side Population y del inmunofenotipo

El analisis de la SPop se llevé a cabo en un total de 18 pacientes que discontinuaron
el tratamiento (Pt-01 a Pt-18, Tabla 21). Tal y como se ha mencionado en el apartado
de Material y Métodos (pagina 95), para este estudio fue necesaria la obtencién de
muestra de MOy su posterior analisis en el menor tiempo posible (antes de las 3 horas
post-extraccion). En todos los pacientes se analizé la muestra de MO justo en el mo-
mento de la suspension del ITQ y a los 6 meses post-suspensién (en caso de no pre-
sentar recaida) o en el momento de la recaida (siempre antes de re-introducir el ITQ),
excepto en dos pacientes en los que no fue posible analizar la muestra a los 6 meses
post-suspension (Pt-14, Tabla 21) y en el momento de la recaida (Pt-15, Tabla 21).
Dos pacientes (Pt-16 y Pt-18, Tabla 21) presentaban, en el momento de escritura de
esta tesis, un periodo de seguimiento post-discontinuacién inferior a los 6 meses. Se
incluyeron, ademas, muestras seriadas de 10 pacientes diferentes en el momento del

diagnéstico de la LMC asi como a los 3 meses y 6 meses de tratamiento con el ITQ.

El objetivo de este estudio fue analizar y cuantificar el nimero de células corres-
pondientes a la fraccion de SPop para cada uno de los pacientes en los diferentes
tiempos mencionados asi como analizar la expresion de los marcadores CD34, CD38
y CD26, tanto para el total de células viables en la muestra como dentro de la pobla-
cién SPop. En la Figura 31 se puede ver un ejemplo del anélisis llevado a cabo para
la cuantificacion de la SPop y de los diferentes marcadores de superficie estudiados
(CD34, CD38 y CD26).
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Figura 31. Ejemplo representativo del anélisis de la SPop y del inmunofenotipo mediante el software
FlowJo. La imagen corresponde al paciente 8 (Tabla 21) en el momento de la recaida molecular. Se uti-
lizaron los contour plots para definir la regién de interés. (A) La regién marcada permite discriminar los
dobletes y seleccionar los eventos de tnica célula. (B) La regién marcada corresponde a las células viables
y nucleadas (linfocitos, monocitos y granulocitos) y permite eliminar células apoptéticas y ruido de fondo.
(C) Seleccion de las células de la SPop mediante la fluorescencia emitida por DCV (azul vs. rojo). (D-F)
Contour plots de PE-CD34, PE-Cy5-CD38 y APC-CD26 versus el side-scattered light (SSC) para la regién
seleccionada en la imagen B (“scatter”). (G-I) Contour plots de PE-CD34, PE-Cy-5-CD38 y APC-CD26
versus SSC para la regién de las células SPop seleccionada en la imagen C.
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3.2.1. Estudio cuantitativo de la subpoblacién de células SPop al diagnéstico
y durante el tratamiento con el ITQ

A continuacién se muestran tres ejemplos representativos de la evolucién de la frac-
cién de células SPop desde el diagnoéstico y/o durante el tratamiento con el ITQ

(Figura 32).
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Figura 32. Imagenes correspondientes al anélisis de la fraccién de células SPop en tres pacientes estudia-
dos desde el diagndstico y a los 3 y 6 meses de tratamiento con el ITQ (A-B) y en un paciente estudiado a

los 3y 6 meses de tratamiento asi como en la muestra posterior a la pérdida de la RMM (C).
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La primera paciente (Figura 32-A) fue diagnosticada de LMC en FC a los 87 afios
de edad, con indice Sokal intermedio. La ratio BCR-ABL1/ABL1 (IS) en el momento
del diagnéstico fue de 36,26% vy el cariotipo mostré 20 metafases positivas para Ph,
sin ninguna anomalia adicional. Inicié tratamiento con imatinib pero se cambié a
dasatinib por intolerancia. En el momento del diagnéstico, la muestra de MO mostré
una proporciéon de células de la fraccién SPop de 0,91%. La gran mayoria de estas
células se ubicaron en la regidn inferior (negativas para DCV azul y rojo), indicativo
de un grado elevado de quiescencia e indiferenciacién. Esto se pudo confirmar al
estudiar el inmunofenotipo; el 90% de las células SPop fueron negativas para CD34,
CD38 y CD26 y solamente un 10% de ellas fue positiva para CD34. Para confirmar
que las células de la parte inferior correspondieran a la fraccién de células SPop, se
selecciond Unicamente esta regién y se descarté que fuesen células apoptéticas al
representarlas en el grafico para forward vs. side scatter (Figura 31-B). A los 3 meses
de tratamiento con dasatinib, el paciente presentaba 5 metafases Ph+ y tenia una
ratio <0,1%. La proporcién de células SPop disminuyd y la mayoria se encontraban
en la parte superior (mayor diferenciacién). Al estudiar el inmunofenotipo se ob-
servé un aumento de células CD26+, las cuales eran negativas para CD34 y CD38.
Finalmente, a los 6 meses de tratamiento con dasatinib la paciente consiguié la RM4
(ratio 0,0049%). En este momento, la proporcién de células SPop disminuyé consi-
derablemente. También se redujo la cantidad de células SPop CD26+ y aumentaron
las SPop CD34+.

El segundo paciente (Figura 32-B) fue diagnosticado de LMC en FC a los 44 afios,
con indice Sokal bajo. La ratio BCR-ABL1 en el momento del diagnéstico fue de 406%
y el cariotipo mostré 20 metafases positivas para Ph, sin ninguna anomalia adicional.
Inicid tratamiento con imatinib. En el momento del diagndstico, la muestra de MO
mostré una proporcién de células de la fraccion SPop de 0,2%, todas ellas ubicadas
en la parte superior. No obstante, el estudio del inmunofenotipo mostré que la ma-
yoria de células SPop eran negativas para CD34, CD38 y CD26. A los 3 meses de
tratamiento con imatinib el paciente consiguié la RCC y la ratio fue de 1,09%. La
proporcion de células SPop disminuyd y aumenté la expresion de los tres marcado-
res (CD34, CD38 y CD26) en estas células. Se descarto la region de la parte inferior
porque al analizarlas por separado (forward vs. side scatter) aparecian en la regién co-
rrespondiente a las células apoptdticas. Finalmente, a los 6 meses de tratamiento con
imatinib el paciente seguia en RCC pero sin llegar a obtener la RMM (ratio 0,486%).
En este momento la proporcién de células SPop fue algo superior a la del anterior
control, se mantuvo la expresion de CD34 y disminuyd la expresién de CD26 en las

SPop. Este paciente consiguié la RM4 a los 21 meses de tratamiento con imatinib.
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La tercera paciente (Figura 32-C) fue diagnosticada de LMC en FC a los 18 afios, con
indice Sokal bajo. La ratio BCR-ABL1 en el momento del diagnéstico fue de 139% y
el cariotipo mostré 20 metafases positivas para Ph, sin ninguna anomalia adicional.
La paciente inici6é tratamiento con imatinib. No se pudo analizar la muestra en el
momento del diagndstico. A los 3 meses de tratamiento con imatinib, la paciente
estaba en RCP (dos metafases Ph+) y tenia una ratio de 2,8%. En ese momento se
observé una elevada proporcién de células de la SPop; el 90% de estas eran nega-
tivas para los tres marcadores y un 10% eran CD34-CD38-CD26+. A los 6 meses de
tratamiento con imatinib, la paciente ya estaba en RCC pero aln no habia logrado
alcanzar la RMM (ratio 0,327%). En este momento, la proporcién de células SPop fue
muy similar a la observada a los 3 meses, aunque en este caso practicamente todas
las células aparecian en la parte superior. Destaca el marcado aumento en la expre-
sién de CD26, siendo el 90% de las células SPop CD34-CD38-CD26+. Cinco meses
después, la paciente consiguié la RMM pero al poco tiempo la perdié. Se analizé
la muestra de MO después de la pérdida de la RMM y cuando la paciente ya habia
recuperado este nivel de respuesta (ratio 0,0706%); a los 16 meses, la proporcién de
células SPop disminuyé de forma significativa y éstas mostraron un inmunofenotipo
similar al observado a los 3 meses, siendo el 0% de ellas negativas para todos los
marcadores. Hasta la fecha, la paciente no ha conseguido la RM4.

3.2.2. Anadlisis cuantitativo y caracterizacién inmunofenotipica de la subpobla-
cién de células SPop en los pacientes que discontinuaron el tratamiento

Dado que el nimero de eventos de interés (recaidas moleculares) era bajo, se hizo un
anélisis meramente descriptivo de los datos disponibles y las diferencias encontradas
entre los dos grupos deberfan tomarse con cautela (Figura 33). Primero, se calculé el
numero absoluto de células SPop/mm? tanto para los pacientes con LMC como para
los pacientes estudiados al diagnéstico. Tal y como se observa en la Figura 33-A, el
numero de células SPop en el momento del diagnéstico de la LMC fue significati-
vamente superior comparado con los valores de los pacientes en RMP que discon-
tinuaron el ITQ (tanto para los que mantenian la RLT como para los que recayeron).
No obstante, no se observaron diferencias entre los dos grupos de pacientes con
LMC (RLT vs. recaida). Posteriormente, se analizé el total de células viables de la MO
positivas para CD34, CD38 y CD26 en los pacientes con LMC que discontinuaron
el tratamiento (Figura 33-B,C,D). Se observd una reduccién significativa del nimero
de células positivas para los tres marcadores entre el momento de la suspension y el
anélisis a los 6 meses post-discontinuacién en los pacientes que mantuvieron la RLT.
Para el marcador CD26, los pacientes en RLT presentaron una cantidad significativa-
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mente mayor de células CD26+ en el momento de la suspension del ITQ comparado
con los pacientes que perdieron la RMM. Sin embargo, las células CD26+ disminu-
yeron significativamente a los 6 meses post-discontinuacién en los pacientes en RLT
y aumentaron, mostrando una tendencia (p=0,057), en los pacientes con pérdida de
RMM en el momento de la recaida. En cuanto a la expresion de estos mismos mar-
cadores en la subpoblaciéon de células de la SPop, en general se observé una baja
proporcién de células SPop positivas para dichos marcadores. Unicamente en los pa-
cientes que mantuvieron la RLT, la expresion de CD38 y CD26 fue algo més elevada
en el momento de la suspensién del tratamiento pero posteriormente se redujo de
manera significativa (Figura 33-E,F,G).

Finalmente, se representé graficamente el valor absoluto (cels/mm?q) de la poblacién
de células CD34+CD38-CD26+ tanto para el total de células viables de la MO como
dentro de la poblacién de células SPop (Figura 33-H.,1), siendo muy similares entre
ambos grupos de pacientes (RLT vs. recaida). Solamente destaca el aumento (no sig-
nificativo) de células SPop CD34+CD38-CD26+ en el momento de la recaida en los
pacientes que pierden la RMM.
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Figura 33. (Continla en la pagina siguiente).
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Figura 33. Cifra absoluta del total de células SPop (A), del total de células viables de la MO positivas para
CD34 (B), CD38 (C) y CD26 (D) y el total de células de la SPop positivas para CD34 (E), CD38 (F) y CD26
(G). Los dos ultimos graficos muestran la cifra absoluta de células CD34+CD38-CD26+ en (H) el total de
células viables en la MO y (I) en la fraccion de células SPop. Cada punto corresponde a una muestra y

las barras representan la mediana + rango intercuartil (IQR). Todas las muestras fueron adquiridas en el

citometro de flujo de enfoque actstico Attune™ NxT (Thermo Fisher). RLT: remision libre de tratamiento;
6 meses POST: 6 meses tras la discontinuacion del ITQ: *: p<0,05; **: <0,01.
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3.3. Analisis y cuantificacion de las células Natural Killer

El estudio de las diferentes poblaciones de células NK se realizé en un total de 18
pacientes (Tabla 21). El anélisis se llevd a cabo en el momento de la suspensién
del ITQ y a los 6 meses post-suspension (en aquellos pacientes en RLT y con este
periodo de seguimiento, n = 11) o en el momento de la recaida y siempre antes de
reiniciar el ITQ (n = 4). En el paciente Pt-14 (Tabla 21) no fue posible el anélisis a los
6 meses post-suspension y dos pacientes (Pt-16 y Pt-18, Tabla 21) presentaban, en
el momento de escritura de esta tesis, un periodo de seguimiento post-discontinua-
cién inferior a los 6 meses. Ademas, se analizaron las células NK en un total de 10
controles sanos.

En la Figura 34 se muestra un ejemplo del andlisis llevado a cabo para la cuantifica-
cion de las células NK (total y diferentes subtipos).
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Figura 34. Ejemplo representativo del anélisis de las diferentes poblaciones de células NK mediante el
software Kaluza analysis. (A) Seleccién de los linfocitos, discriminando por tamafio y complejidad morfolé-
gica (forward vs. side scatter, FS vs. SS). (B) En la poblacion de linfocitos, seleccion de las células NK (CD3-
CD56+), excluyendo los linfocitos T (CD3+). (C) En la poblacién de células NK, seleccion de las células NK
CD56bright (CD56++/CD16-) y las células NK CD56dim (CD56+/CD16+). (D) En la poblacién de células
NK, seleccion de las células NK CD57+.
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De la misma manera que en el apartado anterior, por el nimero reducido de eventos
(recaidas) en el momento del anélisis, se estudiaron los datos de forma descriptiva y
las diferencias encontradas entre los dos grupos no son concluyentes. En relacién al
numero total de células NK (valor absoluto), los controles sanos presentaron valores
superiores comparado con los pacientes con LMC en el momento de la suspensién
del ITQ (mediana 226 cels/mm?3 (extremos 190 - 610)), siendo esta diferencia signifi-
cativa al compararlo con los pacientes que mantuvieron la RLT (mediana 201,5 cels/
mm? (extremos 82 - 507), p=0,043) y con una tendencia (no significativa) al compa-
rarlo con los pacientes que presentaron recaida molecular (mediana 218 cels/mm?
(extremos 126-218), p=0,056) (Figura 35-A). Los pacientes que mantuvieron la RLT
presentaron un aumento significativo en el nimero de células NK totales a los 6
meses post-discontinuacién (mediana 279 cels/mm? (extremos 114 - 505), p=0,048),
a diferencia de los que recayeron, ya que se observé una reducciéon (mediana 148
cels/mm3 (extremos 57,6 - 414), no significativa) del nimero de células NK en todos
los pacientes excepto en un paciente (Pt-15, Tabla 21), en el que estas células au-
mentaron. No obstante, el promedio de células NK totales no fue significativamente
diferente entre los pacientes en RLT y los pacientes con recaida en el momento de la
suspension del tratamiento (p=0,915), siendo, de hecho, algo superior en el grupo
de las recaidas (201,5 cels/mm?3 vs. 218 cels/mm?).

Respecto a la fraccion de células NK mas inmaduras, con elevada expresion del mar-
cador CD56 (NK CD56bright), no se observaron diferencias significativas entre los
pacientes en RLT y los pacientes con recaida en el momento de la discontinuacién
(medianas 5 cels/mm? vs. 4,5 cels/mm?3, respectivamente, p=0,915). Tampoco se ob-
servaron diferencias significativas entre ningun otro grupo. En este caso, los pacien-
tes con LMC presentaron un mayor nimero de estas células comparado con los
controles sanos (mediana controles sanos 3 cels/mm? (extremos 1 - 13), diferencias
no significativas) (Figura 35-B).

Siguiendo un patrén similar al observado en el nimero de células NK totales, la frac-
cién de células NK mas maduras y citotdxicas, las NK CD56dim (con baja expresion
del marcador CD56) fueron superiores en los controles sanos (mediana 215,5 cels/mm?
(extremos 170 - 540)) comparado con los pacientes con LMC, siendo significativas las
diferencias al compararlo con los pacientes en RLT en el momento de la discontinua-
cién (mediana 174 cels/mm?3 (extremos 69 - 476), p=0,033) y mostrando una tenden-
cia en los pacientes que presentaron recaida (mediana 199 cels/mm? (extremos 117,9
- 203), p=0,054). No se observaron diferencias en el momento de la discontinuacién

entre los pacientes en RLT y los que recayeron, pero si dentro del grupo de pacien-
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tes en RLT, ya que la fraccién CD56dim aumenté a los 6 meses post-discontinuacion
(mediana 255 cels/mm? (extremos 81 - 480), p=0,024). En el caso de los pacientes
con pérdida de RMM, todos presentaron una disminucion de las células CD56dim
excepto un paciente, en el que, a diferencia del resto, aumentaron (Pt-15, Tabla 21)
(mediana 129,8 cels/mm? (extremos 47 - 402), Figura 35-C).

Finalmente, al estudiar la fraccién de células NK CD57+ (las mas maduras y diferen-
ciadas) no observamos diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de
los grupos. No obstante, en el momento de la discontinuacién la mediana de esta
fraccion celular en los pacientes que mantuvieron la RLT fue algo superior compara-
do con los pacientes que recayeron. Estas células aumentaron en el grupo de pacien-
tes que mantuvo la RLT a los 6 meses tras la discontinuacién, aunque esta diferencia

no fue significativa (p=0,182) (Figura 35-D).
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Figura 35. Cifra absoluta de células NK totales (A), células NK CD5ébright (B), células NK CD56dim (C)
y células NK CD57+ (D) para los controles sanos y los pacientes con LMC que discontinuaron el trata-
miento (momento de la suspension y 6 meses post-suspension/recaida). Cada punto corresponde a una
muestra y las barras representan la mediana + IQR. RLT; remisién libre de tratamiento. *; p<0,05.
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3.4. Analisis caso a caso: descripcidn integrada de los diferentes para-
metros bioldgicos estudiados en los pacientes que presentaron recaida
molecular y comparacién con pacientes que mantuvieron la RLT.

Con el objetivo de estudiar en profundidad las caracteristicas biolégicas de los pa-
cientes con recaida molecular de los que se dispone de datos biolégicos (Tabla 21),
a continuacion se presenta caso por caso (n=4) el andlisis integrado de estos para-
metros y se compara con un paciente con caracteristicas clinicas basales similares
(afios ITQ, afios en RM4 y afios en RM4.5) y que continuaba en RLT en el momento
del anélisis. Se muestran las imagenes correspondientes al anélisis de la SPop en
el momento de la discontinuacién y en el momento de la recaida o a los 6 meses
post-discontinuacion en los pacientes que mantenian la RLT. En las tablas se reco-
gen los datos de mayor relevancia obtenidos en los diferentes estudios bioldgicos
llevados a cabo en estos pacientes y se destacan las diferencias observadas entre el
momento de la suspensién y en el andlisis posterior.

3.4.1. Caso A: paciente n°8 (pérdida RMM) vs. paciente n°1 (RLT)

Paciente 8 (pérdida RMM) Paciente 1 (RLT)
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Figura 36. Iméagenes correspondientes al andlisis de la fraccién de células SPop en un paciente que recae

(paciente 8) y en uno que mantiene la RLT (paciente 1). Se muestra el anélisis en el momento de la discon-

tinuacion para ambos pacientes (A y B), en el momento de la recaida del paciente 8 (C) y a los 6 meses

tras la discontinuacién en el paciente 1 (D).

Tabla 22. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biolégicos.

Paciente 8 (Pérdida RMM)

Paciente 1 (RLT)

Total afios ITQ 8 8,5
Anos en RM4 6,7 5,6
Anos en RM4.5 54 51

La proporcién de células SPop no varia entre
el momento de la suspension y el momento de
la recaida. En |a suspensién, SPop con menor
expresion del transportador ABCG2 y con per-
fil més diferenciado (células parte superior). En
la recaida, aumenta el nimero de células con
elevada expresion de ABCG2 y mas indiferen-
ciadas (células de la parte inferior).

Reduccién considerable de la proporcién de
células SPop. En la suspension, mayor pre-
sencia de células diferenciadas (parte supe-
rior) que se reducen al minimo a los 6 meses
post-discontinuacion.

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensién:

Células totales CD34+ = 14 cels/mm?3
Células totales CD38+ = 215 cels/mm?
Células totales CD26+ = 157 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 35 cels/mm?3
Recaida:

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensién:

Células totales CD34+ = 229 cels/mm?3
Células totales CD38+ = 728 cels/mm?3
Células totales CD26+ = 712 cels/mm?3
Células CD34+CD38-CD26+ = 129 cels/mm?3
6 meses post-discontinuacion:

i Células totales CD34+ = 69 cels/mm?3 Células totales CD34+ = 281 cels/mm?3
Células totales CD38+ = 629 cels/mm? Células totales CD38+ = 1175 cels/mm?
Células totales CD26+ = 601 cels/mm? Células totales CD26+ = 86 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 24,6 cels/mm? | Células CD34+CD38-CD26+ = 0 cels/mm?3
Inmunofenotipo SPop: Inmunofenotipo SPop:
Suspensién: Suspensién:
SPop CD34+ = 0 cels/mm? SPop CD34+ = 2 cels/mm?
SPop CD38+ = 0,3 cels/mm? SPop CD38+ = 3 cels/mm?
SPop CD26+ = 4,2 cels/mm? SPop CD26+ = 11 cels/mm?®
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,034 cels/mm? SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,129 cels/mm?
Recaida: 6 meses post-discontinuacion:
SPop CD34+ = 1,2 cels/mm? SPop CD34+ = 0,2 cels/mm?
SPop CD38+ = 2,8 cels/mm? SPop CD38+ = 0,3 cels/mm?
SPop CD26+ = 2,1 cels/mm? SPop CD26+ = 0,2 cels/mm?
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,108 cels/mm? SPop CD34+CD38-CD26+ = 0 cels/mm?
Reduccién de células NK totales entre |a Aumento células NK totales entre la suspen-
suspension y la recaida. sion y los 6 meses posteriores.

Células NK CD56bright: se mantienen iguales. CD56bright: aumentan un minimo.

CD56dim: disminuyen en la recaida. CD56dim: aumentan.
CD57+: se mantienen iguales. CD57+: aumentan un minimo.
5 muestras estudiadas: 3 positivas por dPCR 7 muestras estudiadas: todas negativas por
(12 meses PRE, 6 meses PRE y momento dPCR excepto 1 (6 meses POST)

dPCR suspension)

Suspension:
0,0734 copias BCR-ABL1/pL

Suspension:
0 copias BCR-ABL1/pL

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisién libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4:
respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer;
dPCR: PCR digital; PRE: previo a la discontinuacién; POST: tras la discontinuacion.
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Los dos pacientes analizados presentaban unas caracteristicas basales muy pareci-
das. En este caso, el paciente que recay6 tras la discontinuacion (Pt-8) llevaba mas
afios en RM4 que el paciente que seguia en RLT (Pt-1).

A nivel biolégico, la proporcion de células SPop fue muy similar entre ambos pacien-
tes en el momento de la suspension del ITQ, pero se redujo practicamente a cero
en el paciente que mantuvo la RLT a los 6 meses post-suspensién. En cambio, el
paciente que recayo tenia una cantidad de células SPop superior en el momento de
la recaida. En este caso se observé un cambio de fenotipo de las células SPop, méas
diferenciadas y con menor expresién del transportador ABCG2 en el momento de
la suspensién (aparecen en la parte superior) y con un fenotipo mas indiferenciado
y con mayor expresion de ABCG2 en el momento de la recaida (células de la parte
inferior).

Respecto al inmunofenotipo de las células viables de la MO, en el Pt-8 se observé
un aumento de la expresiéon de todos los marcadores de superficie entre la suspen-
sién y la recaida, aunque las células CD34+CD38-CD26+ disminuyeron ligeramen-
te. En cambio, en el Pt-1, el cambio que més destaca es la disminucién de células
CD34+CD38-CD26+, siendo nulas a los 6 meses post-discontinuacién.

En referencia al inmunofenotipo de las células SPop, en el Pt-8 la expresion de CD26
en las células SPop disminuyé entre ambos tiempos; en la discontinuacion, el 83% de
las células que aparecen en la parte superior eran CD26+. En cambio, en la recaida,
las células de la parte superior perdieron expresién de CD26 (11%) y aumentaron la
expresion de CD34 (de 2% a 13%) y CD38 (de 4% a 15%), y las células de la parte
inferior presentaron muy poca expresion de estos 3 marcadores (indicativo de un ma-
yor grado de quiescencia). En el caso del paciente que mantuvo la RLT (Pt-1), el 50%
de las células SPop que aparecen en la parte superior en el momento de la disconti-
nuacién expresaban CD26, y la expresiéon de este marcador se redujo practicamente
a 0 en el andlisis tras los 6 meses de discontinuacién. A nivel general, la expresién de
CD26+ en las células de la MO del paciente que recayé aumenté significativamente
comparado con el paciente que mantuvo la RLT a los 6 meses.

En relacién a las células NK, a pesar de que el pt-8 (recaida) tenia un mayor nimero
de células NK totales en el momento de la suspensién comparado con el paciente en
RLT (pt-1) (218 cels/mm?3 vs. 140 cels/mm?3, respectivamente), el paciente que recayd
presenté una reduccion significativa de estas células en el momento de la recaida,
a diferencia del paciente en RLT, en el que aumentaron. Destacar la diferencia en el
numero de células NK CD57+ entre ambos pacientes, mucho menor en el paciente

que recayd, tanto en el momento de la suspensién como en la recaida (17 cels/mm?y
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18 cels/mm? en el paciente con recaida vs. 75 cels/mm?y 88 cels/mm? en el paciente
RLT). El andlisis de las copias de BCR-ABL1 por dPCR parecia indicar mayor persis-
tencia de células de la LMC en el paciente que recayé.

3.4.2. Caso B: paciente n°11 (pérdida RMM) vs. paciente n°12 (RLT)
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Figura 37. Iméagenes correspondientes al anélisis de la fraccién de células SPop en un paciente que recae
(paciente 11) y en uno que mantiene la RLT (paciente 12). Se muestra el anélisis en el momento de la
discontinuacién para ambos pacientes (A y B), en el momento de la recaida del paciente 11 (C) y a los 6
meses tras la discontinuacién en el paciente 12 (D).

1159 |



Tabla 23.

Resumen de los principales hallazgos en los estudios biolégicos.

Paciente 11 (Pérdida RMM)

Paciente 12 (RLT)

Total afios ITQ 7,8 7,6
Anos en RM4 4 5,6
Aios en RM4.5 4 4,6

La proporcién de células SPop disminuye
ligeramente entre el momento de la suspen-
sién y el momento de la recaida. Tanto en la
suspension como en la recaida, la mayoria de
células SPop aparecen en la parte superior
(més diferenciadas y menor expresién de
ABCG2).

La proporcién de células SPop disminuye
ligeramente entre el momento de la suspen-
sion y los 6 meses posteriores. En ambos tiem-
pos de analisis, la mayoria de células SPop
aparecen en la parte inferior (indiferenciadas
y con mayor expresion de ABCG2).

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensién:

Células totales CD34+ = 323 cels/mm?
Células totales CD38+ = 836 cels/mm?
Células totales CD26+ = 221 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 7 cels/mm?
Recaida:

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensién:

Células totales CD34+ = 209 cels/mm?
Células totales CD38+ = 994 cels/mm?
Células totales CD26+ = 381 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 38 cels/mm?
6 meses post-discontinuacion:

SPop Células totales CD34+ = 218 cels/mm? Células totales CD34+ = 186 cels/mm?
Células totales CD38+ = 600 cels/mm? Células totales CD38+ = 102 cels/mm?3
Células totales CD26+ = 934 cels/mm? Células totales CD26+ = 83 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 108 cels/mm?3 | Células CD34+CD38-CD26+ = 102 cels/mm?3
Inmunofenotipo SPop: Inmunofenotipo SPop:
Suspensién: Suspensién:
SPop CD34+ = 1,9 cels/mm? SPop CD34+ = 3,82 cels/mm?
SPop CD38+ = 0,6 cels/mm? SPop CD38+ = 0,3 cels/mm?
SPop CD26+ = 0,3 cels/mm? SPop CD26+ = 0,19 cels/mm?
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,427 cels/mm? | SPop CD34+CD38-CD26+ = 1,407 cels/mm3
Recaida: 6 meses post-discontinuacion:
SPop CD34+ = 3,9 cels/mm? SPop CD34+ = 1,1 cels/mm?
SPop CD38+ = 0,8 cels/mm? SPop CD38+ = 0 cels/mm?3
SPop CD26+ = 0,7 cels/mm? SPop CD26+ = 0 cels/mm?®
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,685 cels/mm? | SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,684 cels/mm3
Reduccién de células NK totales entre la Reduccién de células NK totales entre la
suspension y la recaida. suspension y los 6 meses POST.

Células NK CD56bright: se mantienen iguales. CD56bright: aumentan un minimo.

CD56dim: disminuyen en la recaida. CD56dim: disminuyen.
CD57+: disminuyen en la recaida. CD57+: disminuyen un minimo.
7 muestras estudiadas: 2 positivas por dPCR | 7 muestras estudiadas: todas negativas por

e (momento suspensién y 1 mes POST). dPCR.

Suspension:
0,0744 copias BCR-ABL1/pL

Suspension:
0 copias BCR-ABL1/pL

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisién libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4:
respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer;

dPCR: PCR digital;

POST: tras la discontinuacién.




Estos dos pacientes presentaban unas caracteristicas basales muy similares en cuan-
to al total de afios con ITQ, pero el total de afios en RMP en el paciente que recayd
(pt-11) fue algo inferior al total de afos en RMP del paciente que mantuvo la RLT
(pt-12).

A nivel biolégico, la proporcion de células SPop era muy similar entre ambos pacien-

tes y para los dos tiempos de analisis. En el_inmunofenotipo de las células viables de
la MO, cabe destacar el aumento de células CD26+ totales en el paciente que re-

cayé comparado con el paciente que mantuvo la RLT, en el que éstas disminuyeron.
No obstante, la cantidad de células CD34+CD38-CD26+ fue similar entre ambos
pacientes.

Respecto al inmunofenotipo de la SPop, en el pt-11 se observé que el 11% de las
células SPop de la parte inferior presentes en el momento de la discontinuacién eran
CD34-CD38-CD26+ y que la expresiéon de todos los marcadores para esta fraccion
SPop de la parte inferior fue negativa en el momento de la recaida. En el pt-12, las
células SPop en el momento de la discontinuacién expresaban sobre todo CD34
(30%) y tenian una baja o nula expresién de CD38 y CD26. A los 6 meses post-dis-
continuacién, aumenté la expresion de CD26 en las células SPop de la parte inferior
(20%).

El papel de las células NK no seria relevante entre ambos pacientes ya que practi-
camente presentaban un cantidad de células NK totales similares (también para los
diferentes subtipos) en los dos andlisis realizados en ambos pacientes, aunque el
total de células NK en el momento de la suspension fue algo superior en el paciente
que mantuvo la RLT (232 cels/mm? vs. 217 cels/mm?). En ambos casos, la cantidad
total de células NK'y los subtipos CD56dim y CD57+ disminuyen en el momento del
analisis post-discontinuacion. Igual que en el caso anterior (caso A), el analisis de las
copias de BCR-ABL1 por dPCR parecia indicar mayor persistencia de células de la

LMC en el paciente que recayé.
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RESULTADOS

3.4.3. Caso C: paciente n°15 (pérdida RMM) vs. paciente n°10 (RLT)

Paciente 15 (pérdida RMM) Paciente 10 (RLT)
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Figura 38. Iméagenes correspondientes al anélisis de la fraccién de células SPop en un paciente que recae
(paciente 15) y en uno que mantiene la RLT (paciente 10). Se muestra el analisis en el momento de la dis-
continuacién para ambos pacientes (A'y B), y a los 6 meses tras la discontinuaciéon en el paciente 10 (D).
No se pudo realizar el anélisis en el mometo de la recaida del paciente 15 (C).
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Tabla 24. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biolégicos.

Paciente 15 (Pérdida RMM)

Paciente 10 (RLT)

Total afios ITQ 7.1 3,6
ARos en RM4 2,4 2,9
Ahos en RM4.5 (1 mes) 2,4

Mayor proporcién de células SPop
en el momento de la suspensién, mostrando
un patrén caracteristico de estas células.

Muy poca cantidad de células SPop en el
momento de la suspensién. La proporcién
aumenta entre el momento de la suspensién
y los 6 meses posteriores.

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspension:

Células totales CD34+ = 260 cels/mm?
Células totales CD38+ = 286 cels/mm?
Células totales CD26+ = 325 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 186 cels/mm?

Recaida:
No se pudo obtener muestra

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensioén:

Células totales CD34+ = 61 cels/mm?3
Células totales CD38+ = 107 cels/mm?
Células totales CD26+ = 28 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 7 cels/mm?
6 meses post-discontinuacion:

Células totales CD34+ = 142 cels/mm?
Células totales CD38+ = 60 cels/mm?3

SPop Células totales CD26+ = 50 cels/mm3
Células CD34+CD38-CD26+ = 17 cels/mm?
Inmunofenotipo SPop: Inmunofenotipo SPop:
Suspensién: Suspension:
SPop CD34+ = 20,4 cels/mm3 SPop CD34+ = 0 cels/mm3
SPop CD38+ = 4,2 cels/mm? SPop CD38+ = 0 cels/mm?
SPop CD26+ = 5,2 cels/mm? SPop CD26+ = 0 cels/mm?
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,527 cels/mm® | SPop CD34+CD38-CD26+ = 0 cels/mm?
6 meses post-discontinuacién:
Recaida: SPop CD34+ = 2 cels/mm3
No se pudo obtener muestra SPop CD38+ = 0 cels/mm?
SPop CD26+ = 0,1 cels/mm?3
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,049 cels/mm?
Aumento de células NK totales Aumento de células NK totales
entre la suspension y la recaida. entre la suspensioén y los 6 meses POST.
Células NK CD56bright: reduccién minima. CD56bright: aumentan un minimo.
CD56dim: aumentan en la recaida. CD56dim: aumentan.
CD57+: aumentan en la recaida. CD57+: aumentan un minimo.
5 muestras estudiadas: 4 positivas por dPCR | 7 muestras estudiadas:
e (excepto momento suspension). 4 muestras positivas por dPCR.

Suspension:
0 copias BCR-ABL1/pL

Suspension:
0,171 copias BCR-ABL1/uL

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remision libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4:

respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer;
dPCR: PCR digital; POST: tras la discontinuacion.
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A pesar de que el paciente que recayd (pt-15) fue tratado durante mas afios con ITQ
comparado con el paciente que mantuvo la RLT (pt-10) y el tiempo en RM4 fue muy
parecido, destaca el hecho de que el pt-15 obtuvo la RM4.5 poco antes de suspen-
der el tratamiento, por lo que llegé a estar en este nivel de respuesta no mas de un
mes. En cambio, el pt-10 consiguié la RM4.5 poco después de conseguir la RM4, y
estuvo un total de 2,4 afios en RM4.5 previo a la suspension del ITQ. En este caso,
no fue posible analizar la muestra en el momento de la recaida en el pt-15.

A nivel biolégico, la principal diferencia entre ambos pacientes fue la cantidad de
células SPop en el momento de la suspensién, ya que en el paciente que recayé la
proporcién fue mucho més elevada. El paciente que recayé (pt-15) presenté mayor
cantidad de células CD34+CD38-CD26+ en la MO en el momento de la discontinua-

cién comparado con el paciente que mantuvo la RLT (pt-10).

Respecto al_inmunofenotipo de las células SPop, en el pt-15 el 60% de las células
SPop expresaban CD34 a lo largo de toda la regiéon marcada. El 45% de las células

SPop de la parte inferior expresaban CD26 y este porcentaje se reduce a medida que
subimos por la regién delimitada. La expresion de CD38 también fue elevada (60%)
en las SPop de la parte inferior. En cambio, en el pt-10 (RLT) las células SPop en el
momento de la discontinuacién tenfan muy poca expresién de los tres marcadores.
A los 6 meses post-discontinuacién, solamente aumenté la expresion de CD34, lle-
gando a ser de 80% en las células de la parte superior y del 55% en las células de la
parte inferior, siendo todas ellas negativas para CD38 y CD26.

Respecto a las células NK, destacaba el aumento importante de células NK (todos los
subtipos) en el momento de la recaida (pt-15). En ambos pacientes, las células NK
totales, CD56dim y CD57+ aumentaron desde la discontinuacion, pero el paciente
que mantuvo la RLT tenfa mayor cantidad de células NK totales en el momento de la
suspension (292 cels/mm? vs. 156 cels/mm?®). En relacion al analisis de los transcritos
BCR-ABL1 por dPCR, mas de la mitad de las muestras estudiadas en ambos pacien-
tes fueron positivas por dPCR. Esto podria ser debido a que el tiempo total en RMP
en estos dos pacientes fue inferior al del resto de casos discutidos.
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3.4.4. Caso D: paciente n°17 (pérdida RMM ) vs. paciente n°16 (RLT)

Paciente 17 (pérdida RMM)

(A)
100 =|
SO0K -
S ook =
I
©
>
(é) 4
A0, =
ZUR, -
u
R B o e e
0 2001 400K 00K 000K 1.084
DCV rojo
©
1.0M =
800K =
— 600K =}
= *
N
©
>
Q
la} 400K = .
200k o{ 7
0

T T T T T T
0 200K 400K 600K 800K 1.0M

DCV rojo

Momento
Discontinuacion

6 meses
post-discontinuacion

DCV azul

(B)

106 -

S0OK =

G0N =

SR =

Paciente 16 (RLT)

= -

(D)

T T T T T
2R, Uk, HULR HUUK, 1108
DCV rojo

Muestra
NO
disponible

Figura 39. Imagenes correspondientes al anélisis de la fraccion de células SPop en un paciente que re-

cae (paciente 17) y en uno que mantiene la RLT (paciente 16). Se muestra el anélisis en el momento de
la discontinuacién para ambos pacientes (A 'y B), y en el momento de la recaida en el paciente 17 (C). El
paciente 16, tenia un periodo de seguimiento post-discontinuacién inferior a los 6 meses en el momento

de escritura de esta tesis.
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Tabla 25. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biolégicos.

Paciente 17 (Pérdida RMM)

Paciente 16 (RLT)

Total afos ITQ 8,3 5,9
Anos en RM4 5,3 5,2
Aios en RM4.5 1.7 4,3

Presencia de células SPop en el momento
de la suspensién, bien definidas y en mayor
cantidad en la parte inferior (més indiferen-
ciadas y mayor expresién de ABCG2). Ligero
aumento en el momento de la recaida.

Poca cantidad de células SPop
en el momento de la suspension.

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspension:

Células totales CD34+ = 62,5 cels/mm?
Células totales CD38+ = 128 cels/mm?
Células totales CD26+ = 212,2 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 51,7 cels/mm?
Recaida:

Células totales CD34+ = 67,8 cels/mm?

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspension:

Células totales CD34+ = 94 cels/mm?3
Células totales CD38+ = 78 cels/mm?
Células totales CD26+ = 115 cels/mm?
Células CD34+CD38-CD26+ = 33 cels/mm?

6 meses post-discontinuacién:

SPop Células totales CD38+ = 128,3 cels/mm? <6 meses en RLT
Células totales CD26+ = 1039,7 cels/mm?3
Células CD34+CD38-CD26+ = 63,6 cels/mm?
Inmunofenotipo SPop: Inmunofenotipo SPop:
Suspension: Suspension:
SPop CD34+ = 0,2 cels/mm? SPop CD34+ = 0,1 cels/mm?
SPop CD38+ = 0 cels/mm? SPop CD38+ = 0 cels/mm?
SPop CD26+ = 0,1 cels/mm? SPop CD26+ = 0 cels/mm3
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,036 cels/mm?® | SPop CD34+CD38-CD26+ =0,018 cels/mm3
Recaida:
SPop CD34+ = 1,4 cels/mm? 6 meses post-discontinuacién:
SPop CD38+ = 0,2 cels/mm? <6 meses en RLT
SPop CD26+ = 0,6 cels/mm?
SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,589 cels/mm?
Células NK totales: se mantienen Células NK totales: se mantienen
exactamente iguales entre el momento exactamente iguales entre el momento
de la reduccién de la dosis del ITQ y el de la reduccién de la dosis del ITQ y
momento de la suspensién. Se reducen el momento de la suspensién.
a la mitad en el momento de la recaida.
CD56bright: misma cantidad entre reduccién | CD56bright: misma cantidad entre
i dosis ITQ y suspensién pero aumento reduccién dosis ITQ y suspension.
Células NK o, o] momento de la recaida.

CD56dim: misma cantidad entre reduccién
dosis ITQ y suspensién pero disminucién
a la mitad en el momento de la recaida.

CD56dim: misma cantidad entre
reduccién dosis ITQ y suspension.

CD57+: misma cantidad entre reduccion
dosis ITQ y suspensién pero disminucién
a la mitad en el momento de la recaida.

CD57+: misma cantidad entre
reduccion dosis ITQ y suspension.

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisién libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4:

respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer.
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A diferencia de los casos anteriores, estos dos pacientes fueron incluidos en la es-
trategia DESTINY-like (reduccién de dosis a la mitad durante el afio previo a la dis-
continuacién). Se consideré conveniente comparar ambos pacientes y, a pesar de
que el paciente que mantenia la RLT llevaba menos de 6 meses sin tratamiento,
estd ampliamente demostrado que la mayoria de recaidas se suelen producir en los
primeros 6 meses. Es de destacar que el paciente que recae (pt-17) fue tratado con
ITQ durante méas tiempo que el paciente que mantuvo la RLT (pt-16) y el tiempo en
RM4 fuee muy similar. Sin embargo, el paciente en RLT llevaba mucho més tiempo
en RM4.5 antes de discontinuar el tratamiento.

A nivel bioldgico, el paciente que recayd (pt-17) presentaba una mayor proporcién
de células SPop en el momento de la discontinuaciéon. Ademas, presentd mayor can-
tidad de células CD34+CD38-CD26+ en la MO en el momento de la discontinuacién
comparado con el paciente que mantuvo la RLT (pt-16).

Respecto al_inmunofenotipo de las células SPop, en el momento de la discontinua-
cion, el 37% de las células SPop del pt-17 (recaida) eran CD34+CD38-CD26+. En
cambio, en pt-16 la gran mayoria de las células SPop eran negativas para los tres
marcadores. En el momento de la recaida del pt-17, la proporcién de células SPop
aumento ligeramente, se redujo la expresion de CD34 y la expresién de CD26 se
mantuvo similar a la del momento de la discontinuacién.

Respecto a las células NK, estas fueron analizadas también en el momento de la
reduccion de la dosis del ITQ para ambos pacientes; no se observé préacticamente
ninguna diferencia entre el momento de la reduccién y el momento previo a la sus-
pension. En el paciente que recayd se observé una clara reduccion del total de cé-
lulas NK, sobretodo de los subtipos mas maduros y citotoxicos (CD56dim y CD57+).
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DISCUSION

En las Gltimas décadas, el prondstico de la LMC ha mejorado sustancialmente gracias
a la aparicién primero de imatinib y posteriormente de los ITQs-2G. Antiguamente
era una neoplasia incurable en muchos casos, pero hoy en dia tiene una superviven-

cia similar a la de la poblacién general.

Caracterizada por un evento molecular Unico, el reordenamiento BCR-ABL1, la LMC
ha puesto de manifiesto la importancia de entender los mecanismos moleculares
que dan lugar a una enfermedad para poder desarrollar tratamientos dirigidos con-
tra una diana. La mejoria en el pronéstico y supervivencia de los pacientes ha ido
acompafiado, a su vez, de un cambio en los objetivos terapéuticos de la LMC. Da-
das las excelentes respuestas hematoldgicas y citogenéticas observadas en la gran
mayoria de pacientes diagnosticados en FC y tratados con ITQ, hoy en dia uno de
los objetivos principales es que los pacientes consigan la RMM, ya que esto asegura
una SLP de alrededor del 100% [166]. El siguiente objetivo terapéutico es lograr el
méaximo nivel de RM, la RMP, que a su vez permite plantear una posible estrategia de
suspension del tratamiento para conseguir una RLT a largo plazo [126].

A pesar de todos los avances experimentados, la LMC sigue presentando una se-
rie de retos que dificultan la obtencién de los objetivos terapéuticos anteriormente
mencionados: bajo tratamiento con imatinib, alrededor de un 30% de los pacientes
interrumpen el tratamiento por toxicidad o fracaso en la obtencién de la RMM [58].
Por otro lado, se estima que Unicamente entre el 35%-40% de los pacientes tratados
con imatinib en primera linea conseguird una RMP mantenida [28]. Con los ITQs-2G,
la probabilidad de alcanzar tanto la RMM como la RMP es superior pero en ocasio-
nes a costa de toxicidades graves [34,40,43]. Finalmente, sélo aquellos pacientes
que consigan la RMP mantenida después de un periodo de tratamiento con ITQ de
alrededor de dos afos, podran ser candidatos a discontinuar el tratamiento, pero
aproximadamente el 50% de éstos recaeré (pérdida de la RMM) especialmente du-
rante los primeros 6 meses post-suspension. Aunque ciertos factores clinicos como
la duracién del tratamiento con ITQ y la duracién de la RMP se asocian a una mayor
probabilidad de recaida post-suspension del tratamiento, esto no explica todas la
recaidas observadas [79].

Por ello es interesante disponer de marcadores no sélo clinicos sino también biolé-
gicos que ayuden a predecir |la respuesta éptima al tratamiento con imatinib, con el
objetivo de optimizar al maximo el tratamiento, asi como identificar los pacientes
candidatos a suspender el tratamiento y que van a mantener la RLT a largo plazo.
Todo ello permitiria aplicar una medicina mucho mas personalizada a los pacientes
con LMC para garantizarles alcanzar los diferentes objetivos terapéuticos con una
alta probabilidad.
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Por ello, la presente Tesis Doctoral se ha centrado en la identificaciéon de nuevos
biomarcadores predictivos de respuesta a imatinib y de recaida tras la suspension
del ITQ. Por un lado, en el Trabajo | se ha estudiado la posible asociacién entre
determinados SNPs en genes ADME vy el fracaso en la obtencién de la RMM con
imatinib. De la misma manera, el Trabajo Il se focaliza en el anélisis del papel de la
LT al diagndstico de la LMC como predictor de obtenciéon de RMP con imatinib. De
este modo, la presencia de un SNP concreto o una LT determinada al diagnéstico de
la LMC nos permitiria identificar un grupo de pacientes con menor probabilidad de
obtener una RMM o RMP con imatinib y nos obligaria a plantearnos un tratamiento

con un ITQ-2G en primera linea.

Finalmente, el Trabajo I, se ha centrado en la identificacion de posibles variables
clinicas y bioldgicas (determinacién de transcritos BCR-ABL1 mediante dPCR, cuan-
tificacion y caracterizacion de las células de la SPop y el anélisis del inmunofenotipo
de las células NK), que podrian estar implicados en el mantenimiento o no de la RLT
tras la discontinuacién del ITQ en pacientes con LMC tratados segun el protocolo de
discontinuacion del ICO.
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1

Resistencia primaria a imatinib:
El papel de la farmacogenética

La diferencia en la eficacia de los ITQs es debida principalmente a la potencia de
inhibicién de BCR-ABL1 y, en ocasiones, a la pérdida de actividad cuando surgen
mutaciones puntuales que bloquean la unién del ITQ a la oncoproteina BCR-ABL1
[167]. En ausencia de mutaciones, otros mecanismos, independientes de BCR-ABL1,
pueden influir en la respuesta al ITQ.

Como otros muchos farmacos, los ITQs presentan una elevada variabilidad farmaco-
cinética tanto intraindividual como interindividual. La variabilidad intraindividual esta
asociada a cambios fisiolégicos y fisiopatolégicos dentro de un mismo individuo, a
la adherencia al tratamiento asi como a las posibles interacciones farmacoldgicas
[168]. Por otro lado, la variabilidad interindividual estd més asociada a factores am-
bientales y/o genéticos. Parte de las marcadas diferencias entre individuos en cuanto
a la farmacocinética de imatinib se puede explicar por variantes en los genes que
codifican para transportadores y enzimas de metabolizacién de los farmacos, dando
lugar a diferencias en su actividad. El estudio de los mecanismos implicados en este

fenémeno es conocido con el nombre de farmacogenética.

En la LMC, varios estudios han analizado la influencia de polimorfismos en genes
ADME en la respuesta a imatinib, pero los que hay disponibles hasta el momento
presentan algunas limitaciones, como el hecho de incluir poblaciones heterogéneas
de pacientes en diferentes fases de la enfermedad y tratados con otros ITQs ade-
més de imatinib en primera linea, asi como el hecho de tener un tamafio de mues-
tra reducido [67,169-172]. Ademas, la gran mayoria de estudios publicados se han
centrado en evaluar un nimero reducido de SNPs en un ndmero limitado de genes
[66,173-176].

En el Trabajo | de esta tesis, se han genotipado 1936 marcadores en 231 genes rela-
cionados con la farmacogenética mediante el array DMET de Affymetrix. El Trabajo
| se disend en dos fases (ambas con pacientes diagnosticados de LMC en FC): una
fase piloto inicial donde se utilizé este array DMET en un total de 45 pacientes y una

fase posterior de extensién con una cohorte independiente de 137 pacientes, don-
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de se analizaron Gnicamente los SNPs significativamente asociados con la respuesta
a imatinib obtenidos en el estudio piloto. Para el estudio de extensién se utilizé la
plataforma de genotipado Dynamic Array™ IFC de Fluidigm.

Cabe destacar que en el estudio piloto (n=45), la proporcién de pacientes clasifi-
cados como no-respondedores (casos) a imatinib (62%) no se corresponde con lo
observado en la literatura. Esto es asi por dos motivos: el primero es porque al te-
ner un nimero reducido de pacientes, la seleccién de estos se hizo con el objetivo
de maximizar la presencia de pacientes no-respondedores (casos), equilibrando de
esta manera los dos grupos de pacientes e incrementando asi la probabilidad de
encontrar asociaciones con los polimorfismos estudiados. El segundo motivo es que
para este primer estudio se consideré como no-respondedor aquellos pacientes con
ausencia de respuesta optima a los 12 meses (ratio BCR-ABL1%>0,1%, que incluye
tanto pacientes con criterios de alarma como pacientes con criterios de fracaso). Sin
embargo, en el estudio de extensién posterior (n=137), se consideré como no-res-
pondedores Unicamente a los pacientes en situacion de fracaso, )segln las recomen-
daciones de la ELN de 2013), que motivara a un cambio de ITQ. Por ello, en este
estudio de extension la proporcién de pacientes resistentes a imatinib (27%) si que
se corresponde con lo reportado en la literatura [28,58].

1.1. Polimorfismos en genes implicados en el transporte de imati-
nib hacia el interior y el exterior de las células

Las alteraciones en la expresion y actividad de determinados transportadores jue-
gan un papel fundamental en la capacidad de los ITQs para acceder y permanecer
en el interior de las células leucémicas, donde pueden ejercer su efecto citotoxico.
Algunas de estas alteraciones pueden dar lugar a resistencia primaria al tratamiento,
dado que provocan una disminucién de la concentracién efectiva en la célula, tanto
por una disminucién en la captacién del farmaco como por un aumento en la excre-

cién del mismo.

Uno de los mecanismos de entrada al interior celular mejor estudiados en la LMC
es el transportador hOCT1, también conocido como SLC22A1. Este ha sido am-
pliamente relacionado con el transporte activo hacia el interior celular tanto de
imatinib como de la metformina (farmaco usado para tratar la diabetes tipo Il), entre
otros. Algunos estudios sugieren que la variabilidad en la expresién y actividad de
hOCT1 juega un papel fundamental en la respuesta a imatinib; aquellos pacientes
que presentan baja actividad de este transportador tienen una menor probabilidad
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de conseguir la RMM, mientras que aquellos con elevada expresion presentan ma-
yores tasas de RCC, RMM [177,178] e incluso de RMP [179]. No obstante, esto si-
gue siendo un tema controvertido ya que se ha visto que la metodologia para la
cuantificacién de la expresién de hOCT1 (sobretodo en relacién al disefio de los
primers), podria influir claramente en los resultados obtenidos [66]. En esta linea, en
un metanalisis realizado por Watkins y cols. [180], se describié que los niveles de ex-
presiéon de hOCT1 no estaban asociados con la RMM a los 12 meses de tratamiento
con imatinib, pero si podria estar relacionado con respuestas tardias (mas allé de los
60 meses de tratamiento). Ademas de los niveles de expresion de hOCT1, varios
estudios se han centrado en la identificaciéon de polimorfismos en el gen hOCT1/
SLC22A1 y su relacién con la respuesta a imatinib. Los estudios méas relevantes al
respecto se describen a continuacién: Kim y cols., estudiaron un total de 5 SNPs
en 229 pacientes y encontraron una asociacion entre el genotipo GG de rs683369
(L160F) y la pérdida de respuesta y fracaso a imatinib [169]. Bazeos y cols. demos-
traron, en una cohorte de 132 pacientes con LMC, que el rs34130495 (G401S) se
asociaba a la RM con imatinib. Sin embargo, no encontraron ninguna correlacién
para los SNPs rs12208357 (R61C), rs2282143 (P341L), rs4646277 (P283L), rs4646278
(R287@G), rs55918055 (C88R) y rs622342 (variante intrénica) [181]. Zach y cols. ana-
lizaron la presencia del SNP rs12208357 en 35 pacientes con LMC y no encontra-
ron ninguna asociacion con la respuesta a imatinib [182]. Maffoli y cols. no obser-
varon ninguna asociacién entre los polimorfismos rs12208357, rs628031 (M408V) y
rs35191146 (M420del), y la respuesta a imatinib en 65 pacientes [171]. White y cols.
analizaron un total de 136 pacientes con LMC y tampoco obtuvieron ninguna corre-
lacion estadisticamente significativa entre 8 SNPs del gen SLC22A1 (rs12208357,
rs34130495-G401S, rs55918055-C88R, rs2282143, rs36103319-G220V, rs34059508-
G465R, rs628031 y rs35191146) y la RMM a imatinib, la progresién a fases avanzadas
de la enfermedad o la actividad en hOCT1 [183], aunque estos mismos autores si
habian demostrado anteriormente una correlacién entre los niveles de expresién de
hOCT1y la respuesta a imatinib [62]. Takahashi y cols., en una cohorte de 67 pacien-
tes japoneses afectos de LMC encontraron una asociacion entre el genotipo GG de
rs628031 y la obtencién de la RMM con imatinib [184]. Angelini y cols. describieron
una asociacién entre la RMM con imatinib y una combinacion de 4 SNPs de SLC22A1
(rs72552763-M1420l, rs12208357, rs683369-L160P y rs2282143) [176]. Uno de los
estudios de mayor relevancia es el publicado por Giannoudis y cols., en el que estu-
diaron, mediante cultivos in vitro con lineas celulares, el efecto de los polimorfismos
rs628031(M408V) y rs35191146(M420del) en la eficacia de absorcién de imatinib; las
células portadoras de la deleciéon M420del y el alelo M408 (M420del/M408) mostra-
ron una reduccién significativa de la absorcién de imatinib comparado con las células
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sin la delecién (M420/M408), pero en cambio las células portadoras de la delecién
y ademas el alelo V408 (M420del/V408), no presentaron ninguna reducciéon en la
absorcién, lo cual sugiere que el alelo V408 estaria contrarrestando el efecto del po-
limorfismo M420del. Sin embargo, cuando estudiaron ambos polimorfismos en una
cohorte de 195 pacientes con LMC, Unicamente encontraron una asociacién entre
el SNP rs35191146(M420del) y la probabilidad de presentar fracaso al tratamiento
con imatinib. Tal y como se ha mencionado anteriormente, estos mismos autores
determinaron que algunos de los primers usados en estudios previos para la deter-
minacion de la expresion de hOCT1 hibridan justamente con el codén 420, por lo
que si la delecion M420del esta presente, se veria afectada la deteccion del ARNm
[66]. Posteriormente, en un estudio publicado por Koren-Michowitz y cols., observa-
ron una tendencia (p-valor=0,06) en la asociacion entre los genotipos A/A-A/G de
rs628031 y una mayor incidencia de fracaso en la respuesta a imatinib, asi como una
correlacion entre estos genotipos y la SLE [173]. En esta misma linea, Vaidya y cols.
también demostraron una correlacién entre el SNP rs628031 y la obtencién de RCC
y RMM con imatinib [175].

En el Trabajo |, se analizaron un total de 25 SNPs presentes en el gen SLC22A1 en el
estudio piloto, mediante el array DMET, y Unicamente se encontré una asociacién es-
tadisticamente significativa con el SNP rs628031. Posteriormente, este SNP fue ana-
lizado en la cohorte de extension, donde mantuvo su significacion tanto en el anélisis
de asociacion para la cohorte total (bajo el modelo de herencia recesivo), como en el
andlisis de validacién cruzada (modelo de herencia aditivo) y test por permutaciones
(modelo de herencia recesivo). También se observéd una asociacién estadisticamente
significativa al incluir la variable “tiempo” en el estudio, observando una mayor inci-
dencia de RMM en el grupo de pacientes portadores de los genotipos G/G y A/G.
El SNP rs628031 representa un cambio de adenina (A) por guanina (G) en la posicién
1222 del gen SLC22A1, correspondiente al exén 7. La consecuencia de este SNP es
una variante no-sinénima que implica el cambio del aminoacido metionina (Met, M)
por valina (Val, V) en el codén 408 de la proteina (M [ATG] > V [GTG]). Segun bases
de datos poblacionales como 1000 Genomes, HapMap o ALFA Project, en la po-
blacién europea el alelo mas frecuente para este SNP es el alelo G (59%), algo que
pudimos confirmar en nuestra cohorte, siendo las frecuencias alélicas de rs628031
del 58% para el alelo G y del 42% para el alelo A. Nuestros resultados sugieren que
tener dos copias del alelo A para este SNP, es decir, ser portador del genotipo A/A,
estaria asociado a una mayor probabilidad de fracasar a imatinib. Este hallazgo esta
en linea con algunos de los estudios previamente descritos [173,184], asi como lo
observado en el metandlisis realizado por Cargnin y cols. [65]. No obstante, tal y

como se concluye en este metanalisis, es importante tener en cuenta que los resulta-
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dos obtenidos deben ser tomados con cautela por los siguientes motivos: en nuestra
serie, los intervalos de confianza (IC95%) obtenidos tanto en el anélisis de asociacidon
para la cohorte total como los obtenidos en el andlisis de incidencias acumuladas de
RMM para este SNP, bajo el modelo de herencia recesivo, son bastante amplios y
ello dificulta concluir con firmeza que existe esta asociacion. Seria de interés analizar,
en series mas extensas de pacientes, la influencia de diferentes combinaciones de
haplotipos con otros SNPs de SLC22A1 e incluir en los estudios el papel de la medi-
cacién concomitante del paciente, sobretodo si presenta también diabetes tipo Il, ya
que el transportador SLC22A1 tiene un papel relevante en la farmacocinética de la

metformina y podria competir/interferir con la absorcién de imatinib.

Ademéas del transportador hOCT1/SLC22A1, imatinib también es sustrato para la su-
perfamilia de transportadores ABC, como el transportador ABCB1 (anteriormente
conocido como P-glicoproteina o multidrug resistance protein 1, MDR1) y el trans-
portador ABCG2 (anteriormente conocido como breast cancer resistance protein,
BCRP), los cuales estan implicados en la excrecién de imatinib hacia el exterior de
las células [185,186]. Algunos estudios sugieren que imatinib actia como inhibidor
de estos transportadores [187,188], pero cada vez hay més evidencia y consenso en
que esta inhibicion se produce de manera dosis-dependiente y solamente ocurre si
la concentracién de imatinib es elevada [189]. Los transportadores ABCB1 y ABCG2
se expresan en una gran variedad de tejidos, incluyendo el higado, intestino, rifién,
placenta y la barrera hematoencefélica. La implicacién de estos transportadores en
la resistencia adquirida a los formacos ha sido extensamente estudiada dado que
parecen tener un papel evidente como mecanismo de defensa contra la penetracién
al interior celular de xenobidticos. La sobreexpresion de ABCB1 confiere resistencia
a imatinib en modelos de lineas celulares [190,191]. Varios estudios se han centrado
en analizar el papel de ciertos polimorfismos en ambos genes de estos dos trans-
portadores. En un metandlisis llevado a cabo por Zheng y cols., se revisaron diversos
estudios que analizaban el papel de tres SNPs en el gen ABCB1 (rs1128503-G412G,
rs2032582-S893A/T y rs1045642-11145I) concluyendo que cada uno de ellos se aso-
cia con la respuesta a imatinib [192]. Por el contrario, Whang y cols. no encontraron
ninguna relacién con estos tres SNPs y la respuesta a imatinib [193]. Posteriormente,
Jiang y cols. identificaron una asociacion significativa entre el SNP rs2231142(C421A)
de ABCG2 y la obtencién de RMM con imatinib, pero ninguno de los SNPs de
ABCB1 resulté significativo en este metanélisis [194]. En otro estudio llevado a cabo
por Rajamani y cols., reportaron una asociacién significativa entre el SNP rs1128503-
C1236T del gen ABCB1y la obtencién de la RMT a los 3 meses con imatinib. En este
mismo estudio, observaron que los niveles plasmaticos de imatinib también tenian
una asociacion directa con la obtencién de la RMT [195].
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En el estudio piloto del Trabajo | se analizaron un total de 39 SNPs en el gen que
codifica para el transportador ABCB1 (incluyendo los cuatro SNP mencionados an-
teriormente) y ocho SNPs en el gen que codifica para el transportador ABCG2 (in-
cluyendo el rs2231142). No obstante, ninguno de ellos fue estadisticamente signifi-
cativo en el estudio piloto, por lo que no se incluyé posteriormente en el estudio de
extension. Sin embargo, nueve SNPs en diferentes miembros de la superfamilia de
transportadores ABC fueron significativos en el estudio piloto y fueron incluidos en el
estudio de extensién (Tabla 9). Solo cuatro mantuvieron la significacién en el estudio
de extension: el rs492338 del gen ABCG1y los SNPs rs496550, rsd97692 y rs495714
del gen ABCB11. Todos ellos fueron significativos tanto en el anélisis de asociacién
para la cohorte total, como en el anélisis de validacion cruzada y el test por permu-
taciones. Otro SNP en el gen ABCB11, el rs495714, fue significativo Unicamente en
el anélisis de validacién cruzada.

El transportador ABCG1 (ATP-binding cassette sub-family G member 1) se ha aso-
ciado con el transporte de macréfagos y el transporte transmembrana de colesterol
y fosfolipidos [196,197]. El gen que codifica para este transportador se sitta en el
cromosoma 21 y estd compuesto por un total de 15 exones. El SNP rs492338 re-
presenta una variante intrénica, por lo que no supone ninglin cambio de aminoécido
en la secuencia de la proteina, aunque podria jugar un papel importante en la co-
rrecta generacién de las proteinas. En nuestro estudio, tener una o dos copias del
alelo C se asocié con una mayor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib.
No obstante, este SNP no ha sido descrito previamente en la LMC ni tampoco ha
sido relacionado con el transporte de imatinib ni con la respuesta a este tratamiento.
Teniendo en cuenta la relacién previamente demostrada entre imatinib y los niveles
de colesterol [198], asi como el posible efecto potenciador de farmacos modula-
dores del metabolismos del colesterol sobre la actividad anti-leucémica de imati-
nib [199,200], nuestros resultados sugieren que el SNP rs492338 podria implicar un
cambio en la actividad del transportador ABCG1 que a su vez, afectarfa al transporte
de colesterol, posiblemente produciendo un cambio en la composicién lipidica de
la membrana celular que aumentaria la retencién de imatinib en el interior celular y
potenciaria su efecto. No obstante, para demostrar este posible efecto, serian nece-
sarios estudios funcionales en modelos celulares y animales, testando el efecto no
solamente de este SNP sino de una bateria de variantes en este transportador, asi
como la consecuencia de posibles cambios en su expresion en relacion con el efecto

de imatinib.

Ademés del transportador ABCG1, otros tres SNPs presentes en ABCB11 se asocia-
ron significativamente con la respuesta a imatinib. El transportador ABCB11, también
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conocido como “bomba de extrusiéon de sales biliares”, se expresa principalmente
en las células del higado, los hepatocitos, y es el transportador primario responsa-
ble de la liberacién de los acidos biliares de los hepatocitos hacia la bilis. Algunos
polimorfismos en el gen que codifica para este transportador han sido relacionados
con el desarrollo de colestasis [201] asi como la aparicién de toxicidad hepatica a
diversos farmacos [202,203].

En nuestro estudio, tres SNPs en el gen que codifica para este transportador, el
rs496550, el rs497692 y el rs495714 parecen estar asociados con la respuesta a
imatinib. No obstante, ninguno de ellos parece tener una influencia clara cuando se
considera la RMM como una variable tiempo-dependiente. El rs496550 y rs495714
representan una variable intrénica y estan ubicados en la regién 3-prima UTR (un-
translated region), mientras que el rs497692 representa una variante sinénima.
Un hallazgo interesante en nuestro estudio fue la identificacién del haplotipo que
engloba estos tres SNPs y la asociacién entre el genotipo ABCB11-AGA y una menor
tasa de fracaso a imatinib. No conocemos ningin estudio de farmacocinética que
haya descrito una relacién entre el transportador ABCB11 y la respuesta a imatinib;
no obstante, teniendo en cuenta nuestros resultados, no puede descartarse que este
transportador esté directa o indirectamente relacionado con la excrecién de imatinib
desde el higado hacia el conducto biliar. También es posible que la asociacién en-
contrada sea producto del azar, por lo que seria deseable replicar lo observado en
una cohorte independiente de pacientes con LMC, asi como llevar a cabo estudios
funcionales que evalten el papel de este transportador en la farmacocinética de
imatinib.

1.2. Polimorfismos en genes implicados en el metabolismo de imatinib

El metabolismo de imatinib tiene lugar en el higado, donde se produce la N-desme-
tilacion y da lugar al principal metabolito activo N-desmethyl-imatinib (CPG74588,
NDIM), equipotente a imatinib. La biotransformacion de imatinib a NDIM es un pro-
ceso clinicamente importante, ya que da lugar a una amplia variabilidad en las con-
centraciones plasmaticas de este farmaco. Multiples ensayos clinicos han demostra-
do que concentraciones plasmaticas de los ITQs por encima de los niveles estandar
estan asociadas a mejores tasas de respuesta [204-206]. Aunque existen varios fac-
tores que pueden influir en esta variabilidad, las diferencias de respuesta observa-
das entre los pacientes podrian estar parcialmente determinadas por polimorfismos
genéticos en las principales enzimas de metabolizacion de imatinib; entre ellas, se ha
descrito que el citocromo CYP3A, sobretodo las isoformas CYP3A4 y CYP3AS, con-
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tribuyen en gran medida en este proceso [207]. También el citocromo CYP2C8 ha ido
ganando peso como protagonista en la metabolizacion de imatinib [208,209]. Otras
isoformas del citocromo P450 como son la CYP1A2, CYP2D6 y CYP2C9 parecen
jugar un papel (aunque menor) en el metabolismo de imatinib. Varios estudios han
analizado el papel de diferentes polimorfismos en estas enzimas y su relacién con la
respuesta a imatinib: Kim y cols. reportaron una correlacién entre el SNP rs776746
(CYP3AD) y la RCC con imatinib, observando una menor tasa de respuesta en los
pacientes portadores del genotipo AA [169], asociacién que no fue significativa en
la cohorte analizada en el estudio de Takahashi y cols. [184]. Posteriormente, en el
estudio de Angelini y cols. el genotipo AA del SNP rs2740574 (CYP3A4) se asocid
con una menor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib [176]. Barrat y cols.
demostraron una asociacién entre el haplotipo formado por los SNPs rs11572080 y
rs10509681 de CYP2C8 y unos niveles plasmaticos de imatinib significativamente
altos. Por el contrario, los pacientes portadores del SNP rs1058930 para la misma
enzima tenfan niveles plasméticos de imatinib por debajo de la media [210]. En esta
misma linea, Harivenkatesh y cols. observaron que los pacientes portadores del ge-
notipo GG para el SNP rs776746 (CYP3AD) tenian niveles plasmaticos de imatinib
superiores a los niveles de los pacientes portadores del genotipo AA, presentando
estos Ultimos una mayor tasa de fracaso al tratamiento con imatinib [211]. Reciente-
mente, en un ensayo clinico llevado a cabo por Pena y cols., se analizé la influencia
de ciertos polimorfismos en varias isoformas del citocromo P450 sobre los niveles
plasméticos de imatinib en una cohorte de 26 voluntarios sanos que tomaron una
Unica dosis de 400 mg de imatinib. Observaron que el SNP rs374527 de CYP2Bé y
los SNPs rs35599367 y rs67666821 de CYP3A4 jugaban un papel importante en las
concentraciones plasmaticas de imatinib y en el perfil de seguridad de este farmaco
[212].

En el estudio piloto de este trabajo se analizaron multiples polimorfismos en las di-
ferentes isoformas de la familia del citocromo P450. Un total de 17 variantes fueron
significativas en el estudio piloto y se incluyeron en el estudio de extensién. Final-
mente, tres SNPs presentaron una asociacién significativa con la respuesta a imati-
nib. Uno de ellos fue el rs1135840 del CYP2Dé, que fue significativo en todos los
andlisis de asociacion (cohorte total, validacién cruzada y test por permutaciones),
bajo el modelo de herencia aditivo y recesivo. Segun nuestros resultados, ser porta-
dor del genotipo G/G predispone a un mayor riesgo de fracaso al tratamiento con
imatinib. No obstante, al afiadir |a variable “tiempo” en el estudio, este SNP no fue
significativo. Esta variante comporta un cambio del aminoécido serina por treonina (S
[AGC] > T [ACC]) en el coddn 486 de la proteina. Sin embargo, este SNP no ha sido
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descrito previamente en la LMC ni tampoco ha sido relacionado con el metabolismo
de imatinib, aunque si ha sido relacionado con la respuesta a otros farmacos como
tamoxifeno o tramadol. Algo importante a destacar es que este SNP no cumplié el
HWE ni en el estudio de asociacién para la cohorte total ni en uno de los grupos del
andlisis de validacién cruzada, pero tal y como hemos indicado en el apartado de
material y métodos (pagina 79), se incluyé en el estudio ya que un SNP dentro de
una poblacién puede no estar en equilibrio por diferentes motivos (entre ellos, como
consecuencia de la propia enfermedad). Las frecuencias alélicas en nuestra cohorte
fueron las siguientes: 60% para el alelo C y 40% para el alelo G. Segun las bases de
datos poblacionales, las frecuencias alélicas para este SNP en la poblacién cauca-
sica son del 43% para C y del 57% para G. Realizando una busqueda bibliogréafica
sobre el SNP rs1135840, encontramos una revisién sistemética y metanalisis llevado
a cabo por Zhou y cols. en el que se estudia el papel que tienen las variantes del
gen CYP2D6 en el riesgo de desarrollar un cancer [213]. Aunque la enzima CYP2D6
representa alrededor del 2% del total de proteinas de la familia del citocromo P450
en el higado, es una de las isoformas mas polimorficas [214] y tiene un importante
papel en el metabolismo de xenobidticos y compuesto carcinégenos, por lo que una
activacion excesiva de esta enzima podria producir la acumulacién de compuestos
activos nocivos, lo que a su vez, aumentaria el riesgo de desarrollar una neoplasia
maligna. La evidencia cientifica sobre este hecho no es concluyente y debe tomarse
con cautela [215,216]. El hecho de que toda la muestra estudiada en el Trabajo | sean
pacientes afectos de LMC podria explicar por qué no se cumple el HWE, ya que te-
niendo en cuenta la literatura disponible a fecha de hoy sobre este SNP, no podemos
descartar la posibilidad de que tenga alguna relacién (en cierto grado) con la propia
LMC, por lo que estariamos seleccionando positivamente este SNP al no incluir en el

presente estudio ningutin control sano [217].

Otro SNP en una de las enzimas de la misma familia de citocromos, el CYP11B1, tam-
bién fue estadisticamente significativo en nuestro estudio: el SNP rs7003319 mostrd
una asociacién con la respuesta a imatinib bajo el modelo de herencia dominante
para todos los anélisis de asociacion del estudio. Ademas, al afiadir la variable “tiem-
po”, se observé una tendencia entre el hecho de ser portador de los genotipos A/C
o A/A'y una menor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib. El rs7003319 es
una variante presente en la zona 3-prima UTR por lo que no implica ningln cambio
de aminodcido en la secuencia de la proteina. Este SNP no ha sido previamente
descrito en la LMC pero, recientemente, en un estudio llevado a cabo por Raveg-
nini y cols. se describié una asociaciéon entre esta variante y una mayor superviven-

cia en pacientes con tumor de estroma gastrointestinal tratados con imatinib [218].
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Por Ultimo, el SNP rs4934027 del gen MAT1A fue significativo en todos los anélisis
de asociacion (cohorte total, validacion cruzada y test por permutaciones) bajo el
modelo de herencia dominante y aditivo. Segun nuestro estudio, el hecho de tener
una o dos copias del alelo T (el de menor frecuencia en nuestra cohorte y también
segun las bases de datos poblacionales), se asociaria con una mayor probabilidad
de conseguir la RMM con imatinib, algo que se pudo corroborar de manera clara al
tratar la RMM como variable tiempo-dependiente, observando una incidencia acu-
mulada de RMM para los genotipos C/C, C/T y T/T de 62%, 86% y 100%, respec-
tivamente. Este SNP representa una variante intrénica del gen MAT1A, el cual est
implicado en la sintesis de S-adenosilmetionina a partir de metionina y ATP, proceso
que tiene lugar en el higado adulto. No obstante, ni el SNP rs4934027 ni otras alte-
raciones en el gen MAT1A han sido descritos previamente en la LMC, por lo que se
desconoce su significado bioldgico.

Por ultimo, dos SNPs fueron significativos Unicamente en el test por permutaciones y
por lo tanto, su implicacién en la respuesta a imatinib debe ser tomada con cautela:
por un lado tenemos el SNP rs1065852 del gen CYP2Dé, el cual implica un cambio
de aminoécido prolina por serina en el codén 34 de la proteina (P [CCA] > S [TCA]).
Este SNP fue significativo bajo el modelo de herencia recesivo y mostré una aso-
ciacion relevante en el andlisis de incidencias acumuladas de RMM, ya que el 100%
de los pacientes portadores del genotipo T/T consiguieron este nivel de respuesta,
mientras que la mediana de incidencia para los portadores de los genotipos C/C y
C/T fue del 69% (IC95%: 60%-76%). No obstante, este SNP no ha sido descrito pre-
viamente en la LMC ni relacionado con el metabolismo de imatinib. Por otro lado, el
SNP rs4148304 del gen UGT2A1, que implica un cambio de valina por isoleucina en
el coddén 391 de la proteina (V [GTT] > | [ATT]), fue significativo también bajo el mo-
delo de herencia recesivo. La enzima UGT (UDP-glucuronill transferasa) participa en
el proceso de glucuronidacién, que permite transformar los farmacos en sustancias
mucho mas solubles en agua, para una posterior eliminacién en orina o heces. Sin
embargo, este hallazgo presenta una limitacion ya que Unicamente 5 pacientes eran
portadores del genotipo A/A, el de menor frecuencia y el que se asocié con una me-
nor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib. Para demostrar que realmente
existe una asociacion seria necesario ampliar el nimero de pacientes portadores del

genotipo menos frecuente.

El Trabajo | presenta algunas debilidades metodolégicas inherentes a los estudios re-
trospectivos; por un lado, hubiera sido interesante analizar los niveles plasméticos de
imatinib en nuestra cohorte, complementando los resultados obtenidos y permitien-

do explorar si los polimorfismos estadisticamente significativos en nuestro estudio
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podrian tener un efecto directo en la variacién de las concentraciones plasmaticas,
reforzando asi nuestros hallazgos. Por otro lado, aunque nuestra serie de pacien-
tes no difiere mucho en nimero de pacientes con los otros estudios previamente
publicados, serfa conveniente validar los resultados obtenidos en otras cohortes in-
dependientes de mayor extension. A pesar de esta limitacién, se trata de una serie
particularmente homogénea de pacientes con LMC diagnosticados en FC y tratados
homogéneamente (imatinib 400 mg/dia), en comparaciéon con muchos estudios que
incluyen casos diagnosticados tanto en FC como FA y FB y tratados con diferentes
ITQs [67,169,173]. A pesar de que el espectro de afios de diagndstico de la LMC en
nuestra serie es amplio (2000-2015), los pacientes fueron seleccionados en base a
los mismos criterios de tratamiento y se aplicaron los mismos criterios de respuesta
(recomendaciones ELN de 2013 [57]).

También hubiera sido interesante estudiar las interacciones entre los distintos poli-
morfismos que no forman parte de un mismo patrén de herencia, es decir, que se he-
redan de forma independiente. Esto también es conocido como epistasis o epistasia,
fenémeno que se da cuando la expresién de un gen se ve afectada por la expresion
de uno o mas genes heredados de forma independiente. Podria ser que ciertos SNPs
por si solos no tuviesen un efecto significativo pero la presencia de varios de ellos

generase un efecto aditivo en relacién a la tasa de respuesta con imatinib.

Ademés, debido a la implicacién de determinadas enzimas, como la familia de cito-
cromos P450, en el transporte y metabolismo de farmacos y hierbas medicinales, hay
que tener presente que ciertos farmacos o alimentos inductores de estas enzimas
podrian aumentar la eliminacién de los ITQs, con riesgo de pérdida de la respuesta,
mientras que los inhibidores podrian aumentar la exposicién al ITQ, con riesgo de
presentar toxicidad a éste. Teniendo esto en cuenta, hubiera sido interesante dis-
poner de los datos de medicacién concomitante de los pacientes incluidos en este
trabajo, pero esto resulta una tarea tediosa y dificil de averiguar con total certeza en
estudios de préctica clinica y retrospectivos. Finalmente, aunque la evidencia hoy en
dia es muy limitada, algunas mutaciones somaticas (por ejemplo, en modificadores
epigenéticos) podrian jugar un papel en la resistencia a imatinib, por lo que no se
puede descartar su posible efecto en la respuesta a imatinib ya que no disponiamos

de esta informacién en la mayoria de pacientes de nuestra serie.
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2

La respuesta molecular profunda como
requisito para la suspensién segura del ITQ

Varios estudios demuestran que la suspension del ITQ es una estrategia segura en
los pacientes que logran una RMP mantenida. Como consecuencia de esto, la ob-
tencion de la RMP se ha convertido en uno de los principales objetivos en una gran
proporcién de pacientes. Si bien los ITQs-2G no se han comparado directamente
frente a imatinib en el contexto de la discontinuacion, el nimero total de pacientes
que potencialmente podrian discontinuar seria mayor, puesto que la probabilidad
de alcanzar una RMP (requisito imprescindible para la discontinuacién) es superior
con el uso de ITQs-2G que con imatinib [34,219]. Concretamente, el ensayo clinico
ENESTnd demostré que nilotinib tiene una mejor eficacia a largo plazo en compara-
cién con imatinib; en el anélisis a los 5 afos de seguimiento, una mayor proporcion
de pacientes consiguié la RMP (65% con nilotinib vs. 41% con imatinib) [40]. La ulti-
ma actualizacién de este estudio, con 10 afios de seguimiento, describe unas tasas
de incidencia acumulada de RMP del 72% para los pacientes tratados con nilotinib
frente al 45% de los pacientes tratados con imatinib [38]. El estudio llevado a cabo
por Breccia y cols., en el que analizaron las tasas de RMP con imatinib, nilotinib y
dasatinib en la practica clinica habitual, corroboré que se requiere mas tiempo de
tratamiento con imatinib que con nilotinib y dasatinib para conseguir mayores tasas
de la RMP (13%, 45% y 29%, respectivamente) [220].

La optimizacién del tratamiento para conseguir la RMP es fundamental si el objetivo
terapéutico es suspender el ITQ. Sin embargo, en la eleccién del tratamiento no hay
que olvidar otras variables como la edad, las comorbilidades y el perfil de seguridad
de cada ITQ. Esto Ultimo es especialmente relevante ya que imatinib suele tener un
perfil de toxicidad a largo plazo algo mejor que el resto de ITQs-2G pero, como con-

trapartida, las tasas de obtencién de RMP son significativamente menores.

Se han descrito algunos pardmetros predictivos de obtencién de la RMP. Un ejemplo
de ello es la ratio de BCR-ABL1(IS) a los 3 meses del inicio del tratamiento, ya que
una ratio <10% se ha asociado con una elevada probabilidad de conseguir la RMP en
algunos estudios [221]. No obstante, este pardmetro, asi como la gran mayoria de los
parametros descritos hasta la fecha, analizan esta probabilidad una vez el tratamien-
to ha sido iniciado. Disponer de biomarcadores que en el momento del diagnéstico
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permitan predecir si el paciente lograra la RMP con imatinib podria ayudar a decidir
cual es la mejor estrategia terapéutica inicial en cada paciente.

Tal y como se ha comentado en la Introduccidn, la exacerbada reduccién de los teld-
meros en el clon maligno parece tener un papel relevante en la biologia de la LMC.
Es por ello que en el Trabajo Il de esta tesis se ha estudiado si existe asociacién entre
la LT (corregida por la edad) en el momento del diagnéstico y la probabilidad de
obtener la RMP en una cohorte de 96 pacientes con LMC-FC tratados con imatinib

en primera linea.

Tras analizar la LT al diagndstico en nuestros pacientes mediante MM-gPCR y co-
rregir el valor por la edad (delta-LT), encontramos una asociacién significativa con
la probabilidad de conseguir la RMP (tanto RM4 como RM4.5) con imatinib. A
menor delta-LT al diagnédstico (es decir, a mayor longitud de los telémeros), mayor
probabilidad de conseguir la RMP; los pacientes con delta-LT <0,4 presentaron una
incidencia acumulada de RM4 y RM4.5 del 63% y 59%, respectivamente, a diferencia
de los pacientes con delta-LT 20,4, que fue del 46% para la RM4 y del 37% para la
RM4.5. Hasta la fecha, el Unico estudio que ha reportado una correlacién entre la
LT al diagnéstico de la LMC y la RM con un ITQ es el estudio publicado en 2015 por
Wenn y cols [114]. En este estudio, los autores evaluaron la influencia de la LT en la
respuesta a nilotinib en una cohorte del mismo tamafo muestral que la de nuestro
estudio, y encontraron una asociacién con el hecho de tener unos telémeros mas
largos al diagndstico (menor valor de delta-LT) y la obtencién de la RMM a los 12 y
18 meses. No obstante, los autores no encontraron una asociacién con respuestas
moleculares mas profundas (objetivo principal del estudio). En nuestra serie, también
encontramos una asociacion estadisticamente significativa entre la delta-LT y la
RMM; los pacientes con delta-LT <0,4 presentaron una incidencia acumulada de
RMM del 68%, frente al 43% en los pacientes con delta-LT =0,4. En este caso, las
diferencias en la incidencia acumulada empiezan a ser evidentes a partir del mes 6
de tratamiento con imatinib (Figura 21, apartado Resultados, Trabajo Il). Con esto,
podemos hipotetizar que la cinética de reduccién de los transcritos BCR-ABL1 du-
rante los 6 primeros meses de tratamiento no depende tanto de la LT al diagnéstico
sino de otros factores (como por ejemplo, la potencia del ITQ). Esto estaria en con-
cordancia con lo observado en las curvas de incidencia acumulada de obtencién de
RM4 y RM4.5 (Figura 19, apartado Resultados, Trabajo Il), ya que es a partir de los 24
meses de tratamiento donde se separan de manera més pronunciada las dos curvas
(delta-LT <0,4 vs. delta-LT =0,4), en linea con lo observado en estudios previos, en
los que la tasa de incidencia acumulada de RM4 con imatinib fue de alrededor del
60% a los 10 afios de tratamiento [28].
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En nuestro estudio también pudimos confirmar una reduccién significativa de la LT
en las células leucémicas, tanto en SP como MO, de los pacientes con LMC al diag-
néstico comparado con los donantes sanos, y que la reduccién de los telémeros no
parece estar asociada con la edad en los pacientes con LMC, en concordancia con lo
descrito previamente [114,222]. De hecho, al comparar la ratio T/S de los pacientes
con LMC con la edad al diagnéstico (Figura 17), se observé una correlacion positiva
(pendiente de la recta levemente positiva), lo que indicaria una reduccién de la LT
mas pronunciada en los pacientes mas jévenes. Esto se pudo corroborar al dividir
la cohorte por la mediana del valor de la delta-LT, ya que la mediana de la edad al
diagndstico de los pacientes situados en el grupo delta-LT 20,4 (telémeros cortos)
fue significativamente menor (43 afios) a la mediana de la edad de los pacientes del
grupo delta-LT <0,4 (59 afos). Estos datos sugieren que existe una mayor tasa de
proliferacion de las células leucémicas en los pacientes jévenes comparado con los
pacientes de edad mas avanzada, por motivos no del todo claros [223].

Asimismo, en un estudio llevado a cabo por Bouillon y cols., observaron que la re-
duccién acelerada de los telémeros en la LMC parece ser un evento exclusivo del
clon maligno (LSC) y la HSC normal no se ve afectada. Ademas, demostraron que el
grado de reduccién de la LT en el compartimento de la LSC (CD34+CD48-) permitia
discriminar entre una FC temprana y una FC tardia, hecho que, a su vez, estaba direc-
tamente relacionado con la carga tumoral de la enfermedad [224]. En linea con este
estudio, nuestros resultados muestran que a pesar de que la LT de los pacientes con
LMC es en general mas reducida que la de los controles sanos, se observa bastante
variabilidad de la LT al diagnéstico entre los pacientes. En este sentido, la LT al
diagnostico podria dar una idea del tiempo transcurrido entre el inicio de la LMC
(aparicion de la primera célula BCR-ABL1+) y el diagnéstico definitivo.

En relacién a los indices pronéstico, la LT al diagnéstico de la LMC no parece influir
en la clasificacion de los pacientes dentro de los diferentes grupos de riesgo para
los indices Sokal y ELTS, ya que observamos una distribucién muy similar en las tres
categorias tanto para los pacientes con delta-LT <0,4 como para los pacientes con
delta-LT =0,4. A diferencia de nuestro estudio, Wenn y cols. si que reportaron una
relacién entre la LT y el indice Sokal [114]. No obstante, si que observamos una aso-
ciaciéon estadisticamente significativa entre tener una delta-LT 20,4 y pertenecer al
grupo de riesgo alto para el indice EUTOS; en nuestra cohorte, 11 (12%) pacientes
fueron adjudicados en el grupo de riesgo alto. De estos 11 pacientes, 9 tenian una

delta-LT 20,4 y solamente dos consiguieron la RMM y posteriormente la RMP.

Segun nuestro estudio, el hecho de tener un indice ELTS intermedio o alto, asi como
una delta-LT 20,4 (es decir, unos telémeros cortos) al diagnéstico reduciria la pro-
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babilidad de obtener una RMP con imatinib en primera linea. El indice ELTS ha sido
recientemente asociado como predictor de RMP, sobretodo en pacientes >65 afios
[225]. Sato y cols. observaron que los pacientes con ELTS de alto riesgo tenian una
probabilidad de conseguir la RMP significativamente menor comparado con los pa-
cientes de riesgo bajo o intermedio (23,5% vs 65-44%, respectivamente). Sin embar-
go, es importante destacar que en este estudio el nimero de pacientes incluidos en

la categoria de riesgo alto era bajo (n=17) comparado con las categorias de riesgo

bajo e intermedio (n= 254 y 71, respectivamente) [226].

Otro factor que se ha asociado con la respuesta a los ITQ es el tipo de isoforma
p210 de BCR-ABL1. En este caso, la isoforma e14a2 ha sido relacionada con una
mayor probabilidad de conseguir la RMP con imatinib [227-231]. En nuestro estudio,
el 39% vy el 61% de los pacientes eran portadores de la isoforma e13a2 y e14a2, res-
pectivamente, en linea con lo descrito previamente [232]. Sin embargo, al contrario
que en otros estudios, no encontramos ninguna relacién entre el tipo de transcrito
y la probabilidad de obtener una RMP con imatinib. Tampoco encontramos ninguna
relacién entre el tipo de isoforma y la LT al diagnéstico, por lo que podemos hipote-

tizar que el tipo de isoforma no influye en la tasa de replicacion celular.

Sabiendo que nuestros resultados pueden estar limitados por el sesgo del nimero
de pacientes estudiados, el hecho de que la variable delta-LT permita diferenciar
entre los pacientes que consiguen la RMP y los que no, aln teniendo un tamafio
muestral reducido, pone de manifiesto las potenciales implicaciones a nivel clinico
sobre la relevancia de la determinaciéon de la LT al diagnéstico de la LMC. Creemos
que un mayor nimero de pacientes podria confirmar su valor predictivo como varia-
ble independiente dentro del modelo multivariado.

En este trabajo se ha estudiado la RM como variable tiempo-dependiente teniendo
en cuenta una situacién de riesgos competitivos, donde se considerd como riesgo
competitivo el hecho de cambiar de imatinib a otro ITQ sin haber conseguido la RM
estudiada (RMM o RMP, dependiendo del anélisis) ademas del hecho de cambiar
de tratamiento por toxicidad o morir durante el tratamiento con imatinib sin haber
conseguido dicha respuesta. Se utilizé esta metodologia y no las tradicionales esti-
maciones de probabilidades de evento por Kaplan-Meier por los siguientes motivos:
el primero y més importante es que al tratarse de una serie de pacientes diagnos-
ticados en un rango de tiempo amplio (2004-2016), la disponibilidad de ITQs asi
como los hitos de respuesta, han variado durante estos afios. Por ello, el cambio de
imatinib por otros ITQs por fracaso no se ha hecho de forma homogénea en todos

los pacientes ya que los criterios de fracaso han cambiado con el tiempo. Por este
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motivo, los pacientes diagnosticados hace mas afos, con criterio de fracaso para las
actuales, pero no las anteriores, recomendaciones de la ELN [26, 233], no cambiaron
de ITQ y algunos consiguieron posteriormente tanto la RMM como la RMP con la
primera linea. Es importante destacar que este estudio ha sido desarrollado con pa-
cientes tratados en la practica clinica habitual, fuera de un ensayo clinico en donde
los criterios de inclusion y de respuesta estan bien definidos. Por ello, de la misma
manera que en otros estudios publicados previamente [44,159,160] consideramos
mas apropiado (en términos estadisticos) el uso de las incidencias acumuladas vy el
modelo Fine & Grey, ya que el método de Kaplan-Meier aplicado a una situacién de
riesgos competitivos (como en este estudio) sobrestima la tasa real del evento (en
nuestro caso, la obtencion de RMM y RMP) [234].

La principal limitacién del Trabajo II, sobre la influencia de la LT al diagnéstico en la
probabilidad de conseguir la RMP con imatinib, es su naturaleza retrospectiva. Por
este motivo no se pudo determinar la LT con la técnica de flow-FISH, metodologia
que combina la hibridacién in situ fluorescente con la citometria de flujo y que es
mas sensible y reproducible que la MM-gPCR pero que requiere de muestra fresca
de SP o MO. Seria interesante validar nuestros resultados en una cohorte prospectiva
mas amplia utilizando la técnica de flow-FISH. También seria interesante estudiar los
pacientes tratados con ITQ-2G en primera linea para ver cuél es la influencia de la LT
en la obtencion de la RMP en este subgrupo de pacientes porque hasta ahora, el tni-
co estudio que ha evaluado esta relacién (con nilotinib en primera linea) no encontré
ninguna asociacion con la RMP [114].
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3

La discontinuacién del ITQ: un nuevo objetivo
terapéutico y muchas dudas por resolver

La discontinuacién del tratamiento ha abierto la puerta a un nuevo cambio en el ma-
nejo de la LMC que, sin duda, tendré grandes repercusiones en los pacientes. En una
enfermedad en la que el tratamiento era considerado como crénico, se ha visto que
en determinados pacientes se puede discontinuar el ITQ de una forma relativamente
segura. ;Y por qué parar el tratamiento? Si bien hay pacientes con escasos efectos
adversos al tratamiento, son muchos los que experimentan algun tipo de toxicidad
hematoldgica (neutropenia, trombocitopenia, anemia) y/o no-hematoldgica (fatiga,
nauseas, diarrea, dolores musculares). En algunos casos, el tratamiento a largo plazo
esta relacionado con toxicidades mas graves como toxicidad hepdtica, eventos arte-
riales y cerebrovasculares o hipertensiéon pulmonar. Esto compromete en gran medi-
da la calidad de vida de los pacientes. Ademas, en el caso de mujeres con deseo de
embarazo, el uso de los ITQs esta contraindicado durante el periodo de gestacion.

Hasta la actualidad, se han llevado a cabo mas de 30 ensayos clinicos en los que se
ha demostrado que la suspension del ITQ es segura en pacientes con una RMP man-
tenida. En todos ellos, los resultados son muy similares: alrededor del 50% de los
pacientes logran mantener la RLT, mientras que la otra mitad presenta una pérdida
de la RMM.

Algunos factores, como la duraciéon del tratamiento o el tiempo en RMP previo a la
discontinuacion, han sido relacionados en menor o mayor grado con la probabilidad
de mantener la RLT. Sin embargo, los resultados no han sido consistentes entre los
diferentes estudios. Ademas, a dia de hoy, los mecanismos biolégicos responsables

de la recaida siguen siendo desconocidos.

En el Trabajo Il de esta tesis se han analizado diferentes variables clinicas de 56 pa-
cientes que discontinuaron el tratamiento entre los afios 2014 y 2020 en tres centros
ICO. Ademas, en un subgrupo de pacientes (n=23) se estudiaron varios parametros
biolbgicos y su posible asociacién con la recaida tras la discontinuacion. Los resul-
tados obtenidos en ambos estudios se discuten en mayor detalle en los préximos
apartados.
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3.1. Parametros clinicos predictivos de una remision libre
de tratamiento exitosa

El primer ensayo clinico de discontinuacién, el estudio STIM1, encontré una aso-
ciaciéon entre el indice Sokal y el riesgo de recaida [80,83,115], sugiriendo que los
pacientes con Sokal de alto riesgo presentan una serie de atributos biolégicos inhe-
rentes que provocan la pérdida de la RMM una vez discontinuado el tratamiento. Sin
embargo, otros estudios no han encontrado ninguna relacién entre ambos factores
[89, 91, 235]. Al disefar el protocolo de discontinuacion ICO se descarté desde un
inicio la inclusién de pacientes con Sokal de alto riesgo, dado que en el momento
de su elaboracion el impacto del indice Sokal no era claro. De esta manera, el 65%
de los pacientes de nuestra serie tenia Sokal de bajo riesgo y el 35% restante, ries-
go intermedio. No se observé ninguna diferencia entre ambos grupos en cuanto a
la probabilidad de recaida. Posteriormente, el grupo de expertos de la ELN no ha
incluido ninguna contraindicacién respecto el grupo de riesgo Sokal en las recomen-
daciones de discontinuacion [26]. De la misma manera que con el indice Sokal, en el
protocolo de discontinuacién ICO, no se incluyd ningun paciente con ELTS de alto
riesgo. Tampoco el indice ELTS mostré una asociacién con la tasa de RLT en nuestra
serie, aunque cabe destacar que solamente se disponia del valor de este indice en el
54% de los pacientes, por lo que los resultados deben tomarse con cautela.

Por otro lado, el tipo de isoforma de p210, que previamente se habia asociado con
la posibilidad de obtener una RMP, también se ha sugerido que podria predecir la
recaida tras discontinuacién. De este modo, algunos estudios sefialan que los pa-
cientes con la isoforma e14a2 tienen mayores tasas de RLT que los pacientes con la
isoforma e13a2, ya que las células portadoras de esta ultima parecen persistir mas
(en términos de ERM) que las células con la isoforma e14a2 [108, 227, 236]. El 68%
de los pacientes de nuestra serie presentaban la isoforma e14a2 y al contrario que
los estudios anteriores no se correlacioné con una mayor tasa de RLT, ya que 8 de los
10 pacientes que recayeron presentaban esta isoforma.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la duracién del tratamiento con el ITQ
ha sido probablemente el factor predictivo de recaida mas reproducible entre todos
los estudios. Los resultados de uno de los estudios mas informativos y con mayor nu-
mero de pacientes, el estudio EURO-SKI, asi como los de otros ensayos clinicos que
han evaluado la discontinuacién tras tratamiento con imatinib, sugieren un tiempo
aproximado de 6 afios de tratamiento previo a la interrupcién del ITQ como la op-
cién mas adecuada [87]. Otros ensayos en pacientes tratados con nilotinib en 1 linea
(ENESTfreedom) muestran unas tasas similares de RLT a las observadas con imatinib
tras un menor tiempo de tratamiento (alrededor de los 3 afos) [95]. Fuera de ensayo
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clinico, el estudio de discontinuacién en la practica clinica habitual llevado a cabo
por el GELMC establecié como limite predictor un total de 5 afios de tratamiento
[116]. Tanto en este estudio del GELMC como en el nuestro, la mediana de duracion
del tratamiento fue de 10 afios. En nuestra serie, no encontramos ninguna diferencia
significativa en cuanto a la duracién del tratamiento entre el grupo de pacientes en
RLT y el grupo de pacientes con recaida molecular. De hecho, el tiempo medio de
tratamiento fue muy similar entre ambos grupos (10,7 afios en los pacientes en RLT
vs. 9,6 afios en los pacientes que recayeron), siendo el tiempo minimo de tratamien-
to en los pacientes que recayeron de 7 afios. Esto podria sugerir, que después de
cierto tiempo de tratamiento con ITQ, la duracién del mismo dejaria de ser un factor
predictivo de recaida. Seis pacientes (11%) discontinuaron el ITQ habiendo recibido
menos de 5 afios de tratamiento y todos ellos contindan en RLT. De estos seis pa-
cientes, cinco discontinuaron con un ITQ-2G en 1° linea (n=2) o en lineas posteriores
(n=3). Esto apoyaria |a hipdtesis de que los pacientes tratados con un ITQ-2G requie-

ren de menos tiempo de tratamiento para conseguir una RLT con éxito.

La duracién de la RMP parece ser menos consistente a la hora de predecir la recaida
post-discontinuacién. La gran mayoria de los estudios de discontinuacién requerian
de un tiempo minimo de 2 afios en RMP, aunque la definicién de RMP varia entre
ellos (Tabla 6, Introduccién). La duracién de la RMP no fue predictiva de recaida en
los estudios STIM1, DASfree i ENESTfreedom [80,93,95] pero si lo fue en el estudio
EURO-SKI [87]. En el estudio del GELMC observaron mayores tasas de RLT en aque-
llos pacientes con una RM4.5 mantenida durante >4 afios [116]. En nuestro estudio,
este parametro no fue significativo aunque si mostré una tendencia tanto para la
duracién de la RM4 (p=0,058) como para la de RM4.5 (p=0,082) al estudiarlas de
manera continua. Cuando se estudié categorizando por la mediana (6,8 afios para la
RM4y 5,4 afos para la RM4.5) no se obtuvo significacion. Sefialar que dos pacientes
discontinuaron el tratamiento sin haber conseguido la RM4.5 o a los pocos dias de
conseguirla (20 dias) y ambos presentaron una recaida molecular. A pesar de ser dos
casos aislados, estos resultados sugieren que discontinuar el tratamiento sin haber
conseguido la RM4.5 o pocos dias después de conseguirla, aumentaria el riesgo de
recaida.

Uno de los hallazgos a destacar de nuestro estudio es la elevada tasa de RLT (82%,
rango 72% - 92%), en comparacién con la de los ensayos clinicos anteriormente
mencionados. Esto posiblemente se explica por el hecho de que los pacientes inclui-
dos han sido tratados durante muchos afios con los ITQs (una mediana de 10 afios) y
han permanecido durante un tiempo prolongado en RMP previo a la suspensién del
tratamiento (mediana de tiempo en RM4 y RM4,5 de 6,8 y 5,4 afios, respectivamen-
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te), lo cual supera ampliamente los requisitos minimos establecidos por los ensayos
clinicos de discontinuacién. Se han reportado tasas similares de RLT (~70%) en otros
estudios de discontinuacién en practica clinica habitual. Estos estudios tenian en
comun con nuestra serie un tiempo muy parecido tanto de duracién del tratamiento
como de RMP [116,237]. De nuevo, esto podria explicar porqué en nuestra serie la
duracién del tratamiento con el ITQ no parece tener ninglin impacto en la probabili-
dad de recaida. Probablemente, a mayor tiempo de tratamiento, mayor importancia

empiezan a ganar otros factores en la prediccion de la recaida.

En nuestro estudio hemos podido confirmar y validar que la pérdida de RMM es
un criterio seguro para la reintroduccién del ITQ, tal y como ha sido demostrado
previamente en otros estudios, como el A-STIM [81] o el EURO-SKI [87]. Sin embar-
go, algunos expertos aseguran que solamente con la pérdida de la RM4 después de
discontinuar ya serfa suficiente motivo para reintroducir el tratamiento, sugiriendo
que la mayoria de pacientes que pierden la RM4 acabaran perdiendo también la
RMM. En nuestro estudio, tres pacientes perdieron la RM4 durante la fase de RLT
pero ninguno de ellos llegd a perder la RMM vy, sin reintroducir el ITQ, consiguieron
de nuevo la RM4.

Un articulo recientemente publicado por Shanmuganathan y cols. [238], demuestra
el valor predictivo de la cinética de reduccion de la ratio BCR-ABL1 durante el ini-
cio del ITQ en la posterior fase de RLT. Segun los autores, esta reduccién medida en
forma de HT seria un potente predictor de recaida tras discontinuacién. En nuestro
estudio, varios pardmetros relacionados con la respuesta inicial al tratamiento fueron
evaluados: la ratio BCR-ABL1 a los 3 meses (<10% o >10%), el valor del HT, la ratio a
los 12 meses (<0,01% o >0,01%) y el tipo de RM durante el primer afio de tratamien-
to segun los criterios de la ELN 2020 (6ptima vs. =1 criterio de alarma). De todos
ellos, el tnico que mostré una relaciéon estadisticamente significativa con la RLT en el
analisis univariado fue el hecho de tener una respuesta éptima en todas las deter-
minaciones del primer afio, segln los criterios de la ELN 2020 [26]. Concretamente,
en nuestra serie, observamos que la gran mayoria de los pacientes que mantienen la
RLT (72%) habian presentado valores de RM éptima en las determinaciones a los 3, 6
y 12 meses de tratamiento. En cambio, siete de los 10 (70%) pacientes que recaye-
ron tenfan uno o mas criterios de alarma durante el primer afio de ITQ. El hecho de
conseguir la RM4 (ratio <0,01%) a los 12 meses mostré una tendencia estadistica en
nuestra serie, pero no llegé a ser significativo (p=0,081). Posiblemente relacionado
con estos parametros de respuesta inicial, otro factor estadisticamente significativo
en el modelo univariado fue el tiempo hasta conseguir la RM4.5; los pacientes en
RLT tardaron una mediana de 28 meses en conseguirla, a diferencia de los pacientes
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con recaida tras discontinuacién, que tardaron una mediana de tiempo de 46 meses.
La maxima significacién se obtuvo al categorizar esta variable por la mediana de la
serie global (36 meses, p=0,043). De la misma manera, el tiempo hasta conseguir
la RM4 mostré una tendencia (p=0,061). Estos datos (respuesta 6ptima durante el
primer aflo y menor tiempo hasta conseguir la RMP) sugieren que los primeros afios
de tratamiento con el ITQ podrian ser determinantes para poder discontinuar con
éxito el tratamiento. En este sentido, los ITQ-2G podrian jugar un papel importante,
ya que se han descrito respuestas mas profundas y rapidas en pacientes tratados
con estos farmacos. En nuestra serie, Unicamente siete (13%) pacientes iniciaron el
tratamiento con un ITQ-2G, por lo que la influencia de estos inhibidores en primera
linea no pudo ser estudiada en detalle. Si bien actualmente no existen resultados
de estudios que hayan evaluado especificamente las tasas de RLT entre pacientes
tratados con imatinib y pacientes tratados con un ITQ-2G en primera linea - aun-
que si hay algun ensayo clinico en marcha (SUSTRENIM study, NCT02602314, www.
clinicaltrials.gov) - estudios como el DASFREE muestran mayores tasas de RLT a los
12 meses en pacientes que discontinuaron con dasatinib en primera linea en com-
paracién con los pacientes que discontinuaron con dasatinib en segunda linea (54%
vs 43%, respectivamente) [?3]. Sin embargo, el estudio francés STOP-2GTKI mostré
tasas globales de RLT similares a las de los estudios en primera linea, pero diferentes
en los pacientes que fueron tratados con ITQ-2G por intolerancia frente a resistencia
[89]. De la misma manera, el estudio ENESTop mostré también tasas similares de
RLT, pero en este caso no observaron ninguna diferencia entre los pacientes tratados
con un ITQ-2G en segunda linea por intolerancia o por resistencia [38]. Aun asi, los
datos disponibles hasta hoy sugieren que la discontinuaciéon en pacientes que han
sufrido resistencia severa a imatinib es raramente posible. Por este motivo, no se
incluydé ningun paciente con resistencia previa al tratamiento dentro del protocolo
de discontinuacién ICO.

3.2. Biomarcadores predictivos de recaida tras discontinuacién

Existe un especial interés en la identificacion de biomarcadores que puedan ser usa-
dos para predecir una posible recaida tras la discontinuacién y que complementen
los factores clinicos anteriormente expuestos. Los resultados de los ensayos clinicos
y otros estudios de discontinuacién ponen de manifiesto la importancia de seguir
investigando en la biologia de la LMC para conseguir descifrar qué mecanismos

permiten una “cura operacional” en solo una proporcién de los pacientes.
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3.2.1. El papel de la PCR digital como herramienta para el estudio de la enfer-
medad residual medible

Ademés de la ya mencionada duracién de la RMP previo a la discontinuaciéon del
ITQ, la profundidad de la respuesta también ha sido relacionada con la RLT. Asi, en
estudios como el japonés STAT2 reportaron mayores tasas de RLT tras 36 meses de
suspension del ITQ en pacientes con ratio BCR-ABL1 indetectable en comparacién
con pacientes con ERM detectable por qPCR (76,6% vs. 48,6%, respectivamente)
[97]. Este hallazgo fue confirmado posteriormente por el estudio JALSG-STIM213,
que incluyé pacientes que habian recibido imatinib durante minimo tres afios y que
tenian una RMP mantenida durante al menos dos afios (tasa de RLT a los tres afios
del 72% para los pacientes con ratio indetectable por qPCR) [85]. El estudio ISAV fue
el primero en evaluar el papel de |a la técnica de la dPCR en la deteccién de la ERM
para la prediccién de la recaida tras discontinuacion. En este estudio, se incluyeron
pacientes con ratio indetectable por gPCR durante al menos 18 meses y se analiza-
ron los transcritos BCR-ABL1 en el momento de la discontinuacién mediante dPCR.
A pesar de que los resultados de la dPCR mostraron un mayor nimero de determi-
naciones positivas por dPCR en los pacientes con recaida molecular, el valor predic-
tivo como parametro independiente fue limitado, ya que 2/3 de los pacientes que
recayeron, tenian determinaciones de dPCR negativas. Sin embargo, se observé una
tasa de recaida del 100% en los pacientes menores de 45 afios y con dPCR positiva
[86]. Posteriormente, otros estudios como uno del grupo italiano GIMEMA demos-
traron cémo el uso de la dPCR podria mejorar la capacidad predictiva de pérdida de
respuesta tras la discontinuacion [163]. La principal diferencia entre el estudio ISAV
y el del grupo italiano es la plataforma de dPCR usada en cada caso; en el primer
estudio, se utilizé la de Fluidigm (12.765 Digital Array Chip), que permite hacer una
particién de la muestra en 765 pocillos. En cambio, en el estudio del grupo italiano
se utilizé la misma plataforma que la empleada en nuestro estudio, la de Thermo-
Fisher (QuantStudio 3D dPCR), que permite hacer una particion de la muestra en
20.000 pocillos. Podria ser que las diferencias observadas en ambos estudios estén
relacionadas con la sensibilidad de cada una de estas plataformas. En este sentido,
Alikian y cols. llevaron a cabo un estudio en el que examinaron la sensibilidad de
diferentes plataformas de dPCR, comparandolas con la sensibilidad de la técnica
estandar de la gPCR y observaron una buena correlacién entre la dPCR y la qPCR
para la cuantificacién del transcrito BCR-ABL1 (R? = 0,91 - 0,95, dependiendo de la
plataforma de dPCR), pero no tan buena para el transcrito ABL1, ya que las concen-
traciones del gen de referencia mostraron mas variabilidad al estudiarlas por dPCR
[239]. Dado que la ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) esta intrinsecamente ligada al nimero
de copias de ambos transcritos, podria ser un inconveniente a la hora de determinar
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el grado de respuesta. En nuestro estudio, inicialmente evaluamos la posibilidad de
analizar ambos transcritos (BCR-ABL1 y ABLT) con el objetivo de tener un célculo de
la ratio similar al de la qPCR. No obstante, el uso de los ensayos de dPCR para estos
dos transcritos de forma multiplexada no nos permitié establecer de forma correcta
el limite de positividad, al margen de que se observaron falsos positivos en varios de
los NTCs y controles sanos, algo que fue reportado también por Alikian y cols., con-
cluyendo que la dPCR no mejora la sensibilidad obtenida por la técnica convencional
estandarizada de qPCR. Teniendo en cuenta los resultados favorables del estudio del
grupo italiano GIMEMA [163], decidimos aplicar la misma metodologia en nuestras
muestras, analizando Unicamente las copias de BCR-ABL1/pL. De esta manera, con-
seguimos diferenciar de manera clara el limite de positividad, obteniendo una buena
correlacion con la gPCR (R?=0,98, Figura 27) y con ausencia de falsos positivos. No
obstante, ain aplicando una metodologia muy similar, existen diferencias entre el
estudio italiano y el nuestro: el nimero de copias BCR-ABL1/uL para cada grupo de
RM, adn siendo muy heterogéneo en ambos estudios, en nuestro caso no mostrd la
reduccion esperada al aumentar el nivel de profundidad de la respuesta (Figura 28),
hecho que si se observé en el estudio italiano. Ademas, Bernardi y cols. estable-
cieron como valor de LD un total de 0,06 copias de BCR-ABL1/uL mientras que en
nuestro estudio se establecié como limite de positividad el simple hecho de tener
un pocillo positivo por dPCR (es decir > 0 copias BCR-ABL1/pL), dado que ninguno
de los controles sanos incluidos para el calculo del LD mostré positividad por dPCR.
Finalmente, Bernardi y cols. establecieron como limite predictor de recaida un valor
de dPCR de 0,468 copias BCR-ABL1/uL, mientras que en nuestro estudio el valor
maximo obtenido fue de 0,381 copias BCR-ABL1/uL en una de las muestras de dis-
continuacién. Teniendo en cuenta que nuestro estudio incluye un nimero limitado
de pacientes, los resultados muestran valores similares de dPCR entre los pacientes
que mantienen la RLT y los pacientes que recayeron. Si se observé un nimero su-
perior de positividad por dPCR en los pacientes que recayeron, tanto en el analisis
de la muestra 6 meses previos a la discontinuacion como en el de la muestra en el
momento de la discontinuacién (Figura 30), pero no podemos descartar que esto sea
un producto del azar.

En los dltimos afos, han aparecido nuevas plataformas moleculares que supuesta-
mente son mas sensibles que la gPCR convencional, como la ya mencionada dPCR,
aunque este hecho es controvertido. Otra aproximacién es el uso de ADN genémico
para estudiar el gen de fusiéon BCR-ABL1. En un estudio recientemente publicado
por Polakova y cols. [240], combinaron ambas metodologias (analisis de muestras de
ADN y ARNm mediante droplet digital PCR, ddPCR, una de las plataformas de dPCR
disponibles), para determinar su valor en la prediccién de recaida. De este estudio
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se derivo un codigo de tres colores (seméforo), en el que los pacientes con ddPCR
positiva tanto para ADN y ARNm mostraron una mayor tasa de recaida comparado
con los pacientes con ddPCR positiva para ADN y negativa para ARNm, y con los
pacientes con ddPCR negativa tanto para ADN y ARNm, siendo este ultimo grupo el
de mayor tasa de RLT tras discontinuacién.

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, muchos pacientes discontinuan el ITQ
aun teniendo transcritos de BCR-ABL1 detectables por técnicas de gPCR convencio-
nales y mantienen la RLT durante afios sin perder la RMM, incluso en algunos casos,
observandose un aumento de los transcritos por qPCR. Claramente, estos pacientes
siguen teniendo células leucémicas durante la fase de RLT, lo que sugiere que mas
alld de la deteccidn precisa de los niveles de ERM en el momento de la discontinua-
cién, es necesario (y quizds mas relevante), estudiar la cinética de la evolucién clonal
a nivel de la LSC, para entender cémo algunos pacientes con enfermedad detecta-
ble mantienen la RLT y otros, en la misma situacién, recaen.

3.2.2. Las células de la Side Population y su posible papel en la recaida tras la
discontinuacién

A pesar de los excelentes resultados del tratamiento con los ITQs, existe evidencia
clara de que estos farmacos son ineficaces contra las LSCs [120,121,241]. Mas alla
del valor predictivo de recaida tras la discontinuacién del ITQ, el estudio de la LSC
de la LMC tiene una gran relevancia para el descubrimiento de nuevas dianas tera-
péuticas que permitan eliminar por completo el clon leucémico. No obstante, en
contexto de la RLT, resulta complejo estudiar los mecanismos de persistencia de la
LSC y la implicacién de esta célula en la recaida. En esta linea, varios estudios han
demostrado que la LSC de la LMC es muy heterogénea; Zhang y cols. describieron,
en un modelo murino, que células LIC de la LMC con elevada expresiéon de MPL
se injertaban de manera mas eficaz y tenian una mayor capacidad para desarrollar
la LMC, sugiriendo que este tipo de célula podria ser una potente diana terapéu-
tica [242]. También, Warfvinge y cols. estudiaron mediante técnicas de anélisis de
célula unica (single-cell analysis) las diferentes poblaciones presentes en la MO de
pacientes con LMC y, de la misma manera, observaron un elevado grado de hetero-
geneidad dentro de la poblacién LSC, destacando la presencia de una subpoblacién
muy primitiva y quiescente, con muy baja o nula expresién de cKIT y con elevada
insensibilidad a los ITQs [243].
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Algunos investigadores se han focalizado en la identificaciéon de marcadores espe-
cificos para la LSC de la LMC, con el objetivo de encontrar una nueva posible diana
terapéutica que permita erradicarla. Asi, se ha demostrado una sobreexpresion de
los marcadores CD26, CD33 y CD93 en la LSC de la LMC[129,132,244]. La expresion
de CD26 permite discriminar entre las LSCs de la LMC y las HSC y la cantidad de
células LSC CD26+ se ha correlacionado con la respuesta al ITQ [130,131]. Ademas,
los estudios in vivo indican que algunos farmacos antidiabéticos, como las gliptinas,
podrian reducir la cantidad de LSCs CD26+ [129]. Por otro lado, el tratamiento con
el conjugado de anticuerpo y farmaco gemtuzumab ozogamicina (indicado para el
tratamiento de la leucemia mieloide aguda) inhibe las células LSC CD33+, pero su
utilidad clinica resulta limitada debido al perfil de toxicidades graves e inaceptables
para la poblacién de pacientes con LMC en remisién molecular y, especialmente, si
estan en fase de RLT [244]. Por otro lado, a pesar de que el marcador CD93 se sobre-
expresa en la LSC de la LMC, también se expresa en células endoteliales, plaquetas
y otras células mieloides mas maduras, por lo que no resulta un buen candidato a

convertirse en diana terapéutica [245].

En algunos tumores sélidos y hemopatias como la leucemia mieloide aguda o la leu-
cemia linfoblastica aguda, se ha demostrado que algunas células de la fraccion SPop
son responsables de la persistencia del cancer [246-249]. No obstante, el papel de
esta fraccion de células SPop en la patogénesis de la LMC sigue siendo controverti-
do. El ensayo funcional de la SPop permite identificar esta subpoblacién de células
madre muy primitivas en la MO. Varios estudios sugieren que la capacidad de expul-
sién de compuestos desde el interior al exterior de las células SPop esté inversamen-
te correlacionado con el grado de madurez celular, siendo las células més primitivas
(células madre/progenitoras) las que presentan mayor capacidad de expulsiéon debi-
do a una elevada expresién del transportador multidroga ABCG2 [250,251]. En un
estudio reciente llevado a cabo por Moshaver y cols. en muestras de pacientes con
leucemia mieloide aguda los autores redefinieron el compartimento de las células
madre estudiando no solo el inmunofenotipo tipico de estas células (CD34+CD38-)
sino también el estudio funcional de la SPop [138].

Por todo ello, es especialmente atractivo el estudio de este tipo de células en la
LMC. Hasta la fecha, existen muy pocos estudios que hayan abordado este tema; Hu
y cols. [252], demostraron la presencia de células con expresion de BCR-ABL1 dentro
de la fraccién SPop en la MO de modelos murinos de LMC previamente tratados
con imatinib o dasatinib, concluyendo que ninguno de estos dos ITQs erradica por
completo todas las células madre con expresion de BCR-ABL1 y que el mecanismo

de supervivencia es independiente de BCR-ABL1, dado que si se observé inhibicion
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de la fosforilacion de BCR-ABL1 por dasatinib en estas células, pero esto no condujo
a la apoptosis celular. Por lo tanto, la inhibicién Unica de BCR-ABL1 es insuficiente
para erradicar la LSC y se cree que en la persistencia de estas células intervienen
otras vias de sefializacion diferentes. Chapuy y cols. [253] demostraron que los clo-
nes leucémicos de la LMC estaban representados por células madre de la fraccién
SPop y progenitores CD34+, los cuales sobreexpresaban el transportador ABCA3
(también caracteristico de la fraccion SPop, aunque en menor grado que ABCG2) y
esto reducia la sensibilidad a imatinib.

Por todo lo expuesto anteriormente, decidimos explorar esta subpoblacién de célu-
las SPop en los pacientes que discontinuaron el ITQ dentro del Protocolo ICO. Los
resultados presentados en esta Tesis Doctoral son exploratorios y obtenidos tras el
estudio de un nimero reducido de casos, por lo que deben ser tomados con cautela.
No obstante, es de destacar que la poblacion de células SPop en los pacientes con
reciente diagnéstico de LMC fue significativamente superior a la observada en los
pacientes en RMP y que discontinuaron el tratamiento. Esto es probablemente debi-
do a la exacerbada proliferaciéon celular que existe al diagnéstico de la LMC, obser-
vada tanto en SP como en la MO. Sin embargo, una elevada proporcién de células
SPop al diagnéstico no tiene por qué implicar que éstas pertenezcan al clon maligno.
De hecho, en dos de los casos descritos en la seccion de los Resultados (apartado
3.2.1., Trabajo Ill), se observé que practicamente todas las células SPop presentes al
diagndstico eran negativas para CD34, CD38 y CD26. A pesar de que Unicamente
con el analisis de estos marcadores no podemos confirmar si hay un componente
de malignidad o no, lo que si podemos deducir es que estas células SPop son muy
indiferenciadas y quiescentes.

También es interesante la reduccién de la proporcién de células SPop de la MO a
medida que los pacientes conseguian la RMP, tal y como se muestra en el primer
ejemplo del apartado 3.2.1. de los Resultados del Trabajo Ill. En cambio, la persis-
tencia de las células SPop indicaria (de forma directa o indirecta) la persistencia de
células BCR-ABL1. Sin embargo, para confirmar este hecho, las células SPop debe-
rian ser aisladas y se deberia analizar el reordenamiento BCR-ABL1, por ejemplo,
mediante técnicas de hibridacién in situ fluorescente. De nuestro estudio destaca
la elevada expresién de CD26 en practicamente todas las células de la SPop (todas
ellas negativas para CD34 y CD38) en la paciente que presenté una pérdida de RMM
durante el tratamiento con el ITQ. Al recuperar la RMM, la expresién de CD26 se
redujo significativamente.

1196 |


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=O2gf8G

DISCUSION

Respecto las muestras de pacientes que discontinuaron el ITQ, no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo de pacientes en RLT y el grupo de pacientes
con recaida molecular al analizar los resultados de manera cuantitativa, probable-
mente debido al nimero limitado de eventos (recaidas) disponibles hasta la fecha.
Solamente se observd una mayor cantidad de células CD26+ totales dentro de la
fraccion de células viables de la MO en los pacientes en RLT respecto los pacientes
que recayeron (Figura 33-D). La fraccion especifica de células CD34+CD38-CD26+
no mostré diferencias significativas en nuestro estudio entre ambos grupos de pa-
cientes, tanto para el total de células viables de la MO como dentro de la fraccién
SPop.

Finalmente, al analizar y comparar los cuatro casos de pacientes que recayeron con
cuatro casos de pacientes en RLT y que tenian caracteristicas basales similares (apar-
tado 3.4., Resultados Trabajo Ill), a pesar de no observarse diferencias claras en la ex-
presién de los marcadores CD34, CD38 y CD26 en el momento de la discontinuacién
entre ambos grupos, si que destaca el hecho de que los pacientes que mantienen
la RLT presenta una marcada reduccién de la expresion de los tres marcadores tras
los 6 meses posteriores a la discontinuacion. En cambio, los pacientes que recaen
mantienen la expresién de estos marcadores (especialmente el CD26) o, en algunos
casos, ésta aumenta. Al analizar el inmunofenotipo Unicamente de la regién inferior
de la SPop (mayor expresion del transportador ABCG2, y por lo tanto, mayor qui-
mioresistencia) se observé mayor expresiéon de CD26 en los pacientes que recayeron
comparado con los pacientes que mantuvieron la RLT. Todo esto sugiere que las
células SPop de los pacientes que recaen tendrian un mayor grado de diferenciacion.

Hasta la fecha, este es el Unico estudio que aborda el anélisis del papel de la SPop
en la LMC en el contexto de la discontinuacion del ITQ. Con los datos disponibles
actualmente, no se pueden establecer conclusiones claras pero persiste la hipdtesis
de que la SPop juega un papel en la biologia de la LMC y especialmente en la fase
de RLT, por lo que, con esta hipdtesis tenemos en marcha actualmente una serie de
estudios de caracterizaciéon in vitro tanto de las células SPop como otras posibles
poblaciones de LSCs, con el objetivo de analizar en mayor detalle su papel en la fase
de RLT y en la recaida tras la discontinuacion.

3.2.3. El papel de las células Natural Killer en el mantenimiento de la RLT

Tal y como hemos visto en los apartados anteriores, la deteccién de transcritos BCR-
ABL1 o la presencia de LSCs (analizado a través de la detecciéon de marcadores de
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superficie especificos o andlisis funcionales) en pacientes que han discontinuado el
ITQ, no siempre se traduce en una recaida molecular tras la discontinuacion, siendo
esto indicativo de que existen otros mecanismos que intervienen en este proceso.
En este sentido, el sistema inmunitario parece jugar un papel relevante en el control
o no de la enfermedad residual de la LMC.

Recientemente, varios subestudios inmunolégicos llevados a cabo dentro de ensa-
yos clinicos de discontinuacién han evaluado el papel predictivo de diferentes com-
ponentes del sistema inmunitario en el mantenimiento de la RLT. Los primeros fueron
los ensayos DADI, EURO-SKI y STIM (ImmunoSTIM) [91,151,152]; en ellos se evalua-
ron diferentes componentes del sistema inmunitario innato (células NK) y adaptativo
(linfocitos T citotéxicos CD8+ vy linfocitos T reguladores CD4+) en pacientes que
discontinuaron el ITQ bajo diferentes regimenes de tratamiento (dependiendo del
ensayo). En todos ellos, la proporcién (o cifra absoluta) de células NK totales fue pre-
dictor de recaida tras la discontinuacién, observdndose una mayor cantidad de cé-
lulas NK en el momento de la discontinuacién en pacientes que mantuvieron la RLT.
Ademas, en el estudio EURO-SKI, una mayor proporcién de células NK CD56bright
se asoci6 con una mayor probabilidad de recaida, mientras que los estudios DADI e
ImmunoSTIM reportaron una proporcién significativamente mayor de células NK CD-
56dim en los pacientes que consiguieron mantener la RLT. También una mayor pro-
porcion de células NK més citotdxicas y en su estadio final de maduracion (CD16+,
CD57+) se ha asociado con una mayor probabilidad de mantener la RLT [91,152].

Fuera de ensayo clinico, otros estudios han mostrado datos similares destacando, de
la misma manera, la proporcion total de células NK en el momento de la discontinua-
cién como factor predictivo de recaida [254].

Una de las ventajas de nuestro estudio es que evalla, en la practica clinica asisten-
cial, la cantidad de células NK de los pacientes tanto en el momento de la disconti-
nuacién como posteriormente (6 meses tras discontinuacién, en los que mantienen
la RLT, o en el momento de la recaida y previo a la reintroduccién del ITQ, en los
que pierden la RMM), lo que permite estudiar en mayor detalle qué ocurre en cada
paciente de manera individual. En nuestro estudio, observamos que en los pacien-
tes que mantienen la RLT el nimero absoluto de células NK tiende a aumentar a
los 6 meses tras la discontinuacién, mientras que en los pacientes que recaen, el
total de células NK tiende a disminuir. No obstante, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero total de células NK en el momento de

la discontinuacion entre el grupo que mantuvo la RLT y los pacientes que recayeron
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(Figura 35-A), probablemente debido al nimero limitado de pacientes estudiados,
especialmente en el grupo que recayd. Algo similar se observé en el subgrupo de
células NK CD56dim (un aumento significativo a los 6 meses post-discontinuacion
en los pacientes en RLT a diferencia de los pacientes que recayeron, en los que esta
fraccion de células NK disminuyé en todos excepto en un paciente). Sin embargo,
las diferencias entre el grupo de pacientes en RLT y el grupo de pacientes que re-
cayeron no fueron significativas (Figura 35-C). Respecto el subgrupo de células NK
CD57+ (méxima diferenciacion y mayor citotoxicidad), se observé una proporcién
algo menor en el momento de la discontinuacién dentro del grupo de pacientes que
recayeron comparado con los que mantuvieron la RLT, sin ser las diferencias signifi-
cativas (Figura 35-D).

Todo esto estaria en concordancia con lo observado en los estudios mencionados
anteriormente, aunque de nuestro estudio destaca especialmente el aumento de
células NK totales y de los subgrupos mas maduros y citotéxicos (CD56dim y CD57+)
a los 6 meses tras la discontinuacién en los pacientes que mantuvieron la RLT. Esto
ultimo difiere de lo observado por Reay cols. [151], ya que en este estudio observa-
ron un aumento del total de células NK 'y también de los diferentes subtipos tanto en
el grupo que mantuvo la RLT como en los que recayeron.

Los resultados de nuestro estudio sugieren que no solo un mayor nimero de células
NK maés maduras y citotdxicas en el momento de la discontinuacién, sino un au-
mento posterior de éstas (hasta niveles similares a los de la poblacién sana) podria
estar jugando un papel clave en el mantenimiento de la RLT. En este sentido, varios
estudios han reportado un mayor restablecimiento del sistema inmune efector en
pacientes tratados con dasatinib comparado con imatinib y nilotinib [255,256], por lo
que esto podria proporcionar una ventaja en la fase de RLT. La capacidad del sistema
inmunitario de cada paciente para restablecer los valores normales de células efec-
toras podria estar condicionado por el tipo de ITQ con el que han sido tratados. Esto
no pudo ser evaluado en nuestro estudio debido al nimero limitado de pacientes

tratados con dasatinib incluidos en los subestudios biolégicos.

Mas alld del estudio cuantitativo de las células NK (proporciones y/o valores abso-
lutos), otros pardmetros intrinsecos de estas células se han asociado como factores
predictivos de recaida tras la discontinuacién: uno de ellos es la expresion de los
receptores KIR, sobretodo al estudiarlos como haplotipos Ay B (ver Introduccién,
pagina 66). Caocci y cols. fueron de los primeros en reportar, a partir de una cohorte
de 35 pacientes, una asociaciéon entre el haplotipo B y una mayor probabilidad de
recaida [257]. Esto fue confirmado también por el estudio de Vigén y cols. [254]. Sin
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embargo, en el estudio llevado a cabo por Dumas y cols. [258] con un mayor nimero
de pacientes (n = 242), esta asociacién no pudo ser confirmada y, de hecho, los pa-
cientes portadores del haplotipo B presentaron menos recaidas, aunque la diferencia

no fue significativa.

Algunos estudios han evaluado también el estado funcional de estas células median-
te el anélisis de la secreciéon de citoquinas pro-inflamatorias como INF-y o TNF-a;
el estudio EURO-SKI mostré niveles de secrecion significativamente mayores para
ambas citoquinas por parte de las células NK CD56dim en los pacientes que man-
tuvieron la RLT tras la discontinuacién [152], algo que fue confirmado por el estudio
de Vigdn y cols. [254]. No obstante, en el estudio ImmunoSTIM no se obtuvieron
diferencias significativas en cuanto a los niveles de secrecién de dichas citoquinas
entre el grupo de pacientes en RLT y el grupo de pacientes que presentaron recai-
da molecular [151]. Estas discrepancias, no solamente en el estado funcional de las
células NK sino también en la expresiéon de los diferentes marcadores de superfi-
cie y receptores, podrian ser debidas a diferencias en el disefio metodolégico de
estos estudios; algunos realizan el andlisis de las células NK directamente de SP
total fresca, otros a partir de células mononucleares de SP (PBMC) aisladas median-
te gradiente por Ficoll o incluso a partir de PBMC criopreservadas. Los diferentes
componentes del sistema inmunitario y, especialmente, las células NK pueden verse
afectados por el procesamiento de las muestras previo al anélisis. Si bien es cierto
que la mayoria de estudios que analizan el papel de las células NK (no solamente en
la LMC sino también en otras patologias) han utilizado PBMCs criopreservados por
aspectos logisticos (estas células se pueden tener criopreservadas hasta acumular un
numero suficiente de muestras para realizar el analisis correspondiente), este tipo de
procedimientos puede generar artefactos. Se ha visto que el gradiente de densidad
por Ficoll puede activar las células NK y modificar la expresion de los receptores de
quimiocina [259] y esto empeora si ademas se utilizan PMBCs criopreservados. Por
el contrario, el estudio de las células NK a partir de SP total fresca puede reducir el
tiempo de andlisis, el volumen de muestra requerido y los potenciales artefactos
derivados de una manipulacién excesiva de la muestra [260].

Finalmente, mencionar que el anélisis de otros componentes del sistema inmunita-
rio, como las células supresoras Treg o las MDSCs podrian ayudar en la prediccion
de una posible recaida tras la discontinuaciéon. Un ejemplo seria el score predictivo
elaborado por Iraniy cols. [261], el cual incluye la cifra absoluta no solo de las células
NK sino también de las Treg y las MDSCs. Los pacientes con un nimero elevado de
células efectoras (células NK) y un nimero reducido de células supresoras (Treg y
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MDSC) fueron clasificados dentro del grupo de bajo riesgo segun el score predictivo

y ello se asocidé con una mayor tasa de RLT.

Con todo esto, son necesarios estudios longitudinales (idealmente, con metodolo-
gias similares) que evalten diferentes componentes del sistema inmunitario desde el
diagndstico hasta el momento de la discontinuacién y que, ademas, incluyan pacien-
tes tratados con diferentes ITQs para poder compararlos, con el objetivo de tener
una visién completa del papel del sistema inmunitario durante todo el transcurso de

la LMC.
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CONCLUSIONES

1.

En relacién al analisis de polimorfismos en genes implicados en el transporte y me-

tabolismo de farmacos y su asociacion con la obtencién de la RMM en pacientes

tratados con imatinib en primera linea:

1.1.

1.2.

1.3.

Nuestros resultados muestran una asociacién entre la obtencién de
la RMM con imatinib en primera linea y la presencia de seis SNPs
(rs1135840, rs7003319, rs492338, rs4934027, rs496550 y rs497692) en
cinco genes diferentes, ademas de la presencia del SNP rs628031, ya
previamente descrito en la LMC.

El genotipo A/A del SNP rs628031 presente en el gen SLC22A1, el ge-
notipo G/G del SNP rs1135840 del gen CYP2Dé y los genotipos A/Cy
A/A del SNP rs7003319 del gen CYP11B1, se asocian a una mayor tasa

de fracaso a imatinib en primera linea.

Los genotipos C/T y C/C del SNP rs492338 presente en el gen ABCGT,
los genotipos C/Ty T/T del SNP rs4934027 del gen MAT1A'y los geno-
tipos A/G y A/A de los SNPs rs496550 y rs497692 del gen ABCB11, se
asocian a una mayor tasa de RMM con imatinib en primera linea. Ade-
mas, el haplotipo ABCB11-AGA formado por estos dos Gltimos SNPs y el
rs495714 estaria relacionado con la obtencién de la RMM con imatinib.
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CONCLUSIONES

2.

En relacion al estudio de la LT al diagndstico de la LMC estudiada mediante MM-gPCR
y su papel en la respuesta al tratamiento con imatinib en primera linea:

2.1.

2.2.

2.3.

La LT de los pacientes con LMC es significativamente menor a la LT del
grupo de controles sanos. Ademas, la reduccién de la LT observada en
el grupo de controles sanos a medida que aumenta la edad no se ob-
serva en los pacientes con LMC.

El analisis de la LT al diagnéstico de la LMC es capaz de identificar
un subgrupo de pacientes con mayor probabilidad de alcanzar tanto
la RMM como la RMP con imatinib en primera linea. Los pacientes con
un valor de la delta-LT (correspondiente a la LT corregida por la edad)
<0,4 (equivalente a tener unos telémeros mas largos al diagnéstico) pre-
sentaron mayores incidencias acumuladas de RMM, RM4 y RM4.5 com-
parado con los pacientes con delta-LT =0,4 (equivalente a tener unos
telédmeros méas cortos al diagnédstico).

La LT al diagnéstico no se asocia con las isoformas de la proteina p210
ni con los indices prondstico de la LMC pero un indice ELTS intermedio
o alto asi como una LT corta (delta-LT =0,4) en el momento del diag-
nostico, reducirfa la probabilidad de obtener la RMP con imatinib en

primera linea.
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CONCLUSIONES

3.

En el anélisis de los factores clinico-biolégicos predictivos de recaida tras disconti-

nuacion, es de destacar que la tasa de RLT en nuestra serie de pacientes fue del 82%,

claramente superior a lo descrito en los ensayos clinicos, pero similar a lo reportado

en otros estudios de practica clinica, en los que se han incluido pacientes con un

tiempo de tratamiento con ITQ mas prolongado y en los que se han observado me-

nos recaidas. En este contexto:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Las variables clinicas tradicionales como un tiempo prolongado de trata-
miento con ITQ y de duracién de la RMP no se han asociado a mayores
tasas de RLT. En cambio, una respuesta 6ptima durante el primer afio o
alcanzar una RM4.5 antes de los 3 afos se asocié a una menor probabi-
lidad de recaida tras la discontinuacién del ITQ.

La determinacion de los transcritos de BCR-ABL1 por dPCR en pacien-
tes con una RMP durante los dos afios previos a la discontinuacién, se-
gun la gPCR estandar, no parece identificar los pacientes con mayor

probabilidad de recaida.

El estudio exploratorio de la SPop ha evidenciado que ésta expresa
CD26, marcador previamente descrito como especifico de la LSC de la
LMC. Esta subpoblacién de células madre podria estar relacionada con
la patogenia de la LMC y la recaida tras la discontinuacién del ITQ.

El aumento, tras la discontinuacidon, de células NK totales asi como de
las fracciones més maduras y citotdxicas (NK CD56dim y NK CD57+),
seria un factor protector contra la recaida molecular.
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LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

De la presente Tesis Doctoral, se derivan las siguiente lineas de investigacién
futuras:

Anélisis de las posibles interacciones entre diferentes SNPs con patrén de
herencia independiente (epistasia) y su papel en la respuesta al tratamiento con
imatinib.

Validacion de los resultados obtenidos en el estudio de los telédmeros de ma-

nera prospectiva mediante Flow-FISH.

Estudiar si la longitud de los telémeros al diagnéstico de la LMC en pacientes
tratados con ITQ-2G (nilotinib y dasatinib), tiene el mismo efecto en la obtencion
de la RMP que en el caso de los pacientes tratados con imatinib.

Caracterizacion in vitro de la poblacién SPop y otras subpoblaciones de LSCs
(estudio en marcha): cultivos primarios de muestras de MO criopreservadas pro-
venientes de los pacientes que han discontinuado el ITQ e incluidos en el Pro-
tocolo ICO de Discontinuaciéon. Asi mismo, explorar el efecto de la combinacién
de ITQs y otros compuestos en la erradicacién de estas células madre.

Estudio cuantitativo y longitudinal de las células NK, MDSCs y Treg: analizar
estas tres poblaciones de células del sistema inmunitario en pacientes con LMC
desde el diagndstico hasta el momento de la discontinuacién y en diferentes
momentos post-discontinuacion.

Andlisis del genotipo de los receptores KIR (estudio en marcha dentro del
GELMC): determinacién del genotipo de los diferentes receptores KIR de las
células NK en muestras de ADN de pacientes que han discontinuado el trata-
miento mediante el uso de técnicas de NGS, con el objetivo de detectar posibles
diferencias entre los pacientes que recaen tras la discontinuacion y los pacientes
que mantienen la RLT. Este estudio es en colaboracién con uno de los grupos de
investigacion del Banc de Sang i Teixits de Barcelona.
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ANEXO | - Metodologia suplementaria

1. Listado de todos los genes incluidos en el array DMET
(Affimetrix)

ANEXOS

Genes represented by DMET™ Plus Panal

ABCEI1
ABCB4
ABCBT
ABCBN
ABCC1
ABCC2
ABCC3
ABCC4
ABCCS
ABCCE
ABCCE
ABCCY
ABCGY
ABCG2
ABP1
ADH1A
ADHE
ADH1C
ADH4
ADHS
ADHS
ADH7
AHR
AKAPS
ALB
ALDH1A1

*=tramslated to star allele classification  p=translated to predicted phenotype/metabolizer status

ALDHZ
ALDH3A1
ALDH3A2
AOK1
APQOA2
ARNT
ARSA
ATP7A
ATP7B
CASP
CBR1
CBR3
cha >
CEs2
CHST1
CHST2
CHST3
CHST4
CHSTS
CHSTG
CHST?
CHSTE
CH5TY
CHST10
CHST11
CH5T13

COMT
CROT
CYP1AT *
CYP1AZ *p
CYP1B1 *
CYPZAG *p
CYPZAT
CYP2A13*
CYP2BE *p
CYP2B7P1
CYP2C8 *p
CYP2CS *p
CYP2C18
CYP2C19%p
CYPZDE *p
CYP2E1 *p
CYP2F1 *
CYP2J2 *
CYP251 *
CYP3A4 *p
CYPIAS *p
CYP3AT *p
CYP3A43*
CYPAATT
CYP4B1 *
CYP4F2 *

CYP4F3
CYPAF8
CYP4AFT
CYP4F12
CYPAZI
CYPIAT
CYPTB1
CYPBR1
CYP11A1
CYP11B1
CYP11B2
CYP17A1
CYP19AT*
CYP20A1
CYPZ1A2
CYP24A1
CYP26A1
CYP26C1
CYP2TAY
CYP2781
CYP38A1
CYP46A1
CYPS1A1
DCK
oPYD *
EPHX1

EFHX2
FAAH
FMO1
FMGo2 *
FMO3
FMO4
FMOS
FMOB
GEPD
GSTA1
G5TA2
GSTA3
GSTA4
GSTAS

G5TM1 *p

GSTh2
G5TM3
GSThA4
GSTMS
GSTON
GSTP1 *p
GSTT1 *
G5TT2
GSTZ1
HMGCR
HNMT

MAOA
MACB
MAT1A
METTL1
MAT1 *p
MATZ *p
NNMT
MQO1
NR1IZ
MR1IZ
MR3CT
ORM1
ORM2
PGAP3
PNMT
PON1
PON2
PONZ
FOR
PPARD
PPARG
PPF1R9A
PRSS52
PTGIS *
QPRT
RALBP1

RPL13
RXRA
SERPINAT
SLC5A6
SLCEAS
SLCTAS
SLC7AT
SLCTAS
SLC10A1
SLC10A2
SLC13A1
SLC15A1
SLC1SA2*
SLC18AT
SLC1sAl
SLC22A1
SLC22A2*%
SLC22A3
SLC22A4
SLC22A5
SLC2246
SLC22A7
SLC22A8
sLc22a1
SLC22412
SLC22A13

S5LC22A14
SLC25A27
SLC28A1
SLC28A2
SLC2BA3
SLC2941
SLC29A2
SLCO1A2
SLCO1B1*p
SLCO1B3
SLCo2B1+
SLCO3AT
SLCO4A1
SLCOSA1
SPGT

SPN
SULT1AT*
SULT1A2
SULT1A3
SULT1BT
suLmcz
SULTICH
SULT1E1
SULT2A1
SULTZ2B1
SULT4A1

TBXAST *
TPMT *p
TPSG1
TYMS
UGT1A1 *p
UGT1A3 *
UGTiAg *
UGT1AS
UGT1AG *
UGT1AT *
UGT1AB *
UGT1AS *
UGT1A10*
UGTZA1
UGTZe4
UGT2B7 *p
UGTZB11
UGT2B15*
UGT2817*
UGT2B28
UGTS
VKORC1 *p
XDH
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2. Descripcion de la tecnologia SNPtype Assay de Fluidigm

3. Protocolo de qPCR para la deteccion y cuantificaciéon del gen
de fusiéon BCR-ABL1 (transcritos b2a2 o b3a2 de la forma p210)

Esta técnica fue usada para todos los trabajos de la presente Tesis Doctoral con
el fin de determinar las respuesta moleculares a diferentes tiempos en los pacientes
incluidos en los estudios.

Para este protocolo de gPCR se utiliza la tecnologia TagMan, que se basa en una
sonda que contiene un fluorocromo emisor (reporter) en el extremo 5 y un fluoro-
cromo receptor (quencher) en el extremo 3'. Durante la fase de extensién de la PCR,
la sonda TagMan se hidroliza debido a la actividad nucleasa de la Tag polimerasa,
lo que comporta la separacion de los 2 fluorocromos (reporter y quencher) y conse-
cuentemente, un aumento de la fluorescencia. Esta fluorescencia se cuantifica por
el software del programa y es proporcional al nimero de copias del gen de estudio
presentes en la muestra.

233 |



ANEXOS

La reaccién de PCR se llevé a cabo en el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System
(ThermoFisher, cat. no. 4329001), en placas de 384 pocillos. En cada uno de los po-
cillos se afiadio:

2,5uL de ADNc (obtenido en el proceso de retrotranscripcion del ARN

de la muestra correspondiente)

6,25l de Premix Ex Tag™ (Probe gPCR) (Takara, cat. no. RR390W)

0,5pL de la mezcla de primers y sondas para la detecciéon de p210 incluida
en el kit Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR (QIAGEN, cat. no. 670723)
0,25uL de ROX (Takara, cat. no. RR390W)

3ulL de nuclease-free H20 (Sigma, cat. no. W4502)

Como control interno se amplifica un gen endégeno en cada una de las muestras
para comprobar que la integridad del ADNc sea la adecuada. En nuestro caso, el gen
utilizado es el ABL1. Como control externo se incluye el IS que proporciona el propio
kit (BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR). Tanto del gen de fusién (BCR-ABL1 p210) como del
gen enddgeno (ABLT) se hacen triplicados para cada muestra.

El protocolo de termociclador consta de:

Incubacién a 95°C durante 10 segundos
50 ciclos de PCR a:

95°C durante 5 segundos

60°C durante 30 segundos
Incubacién a 36°C durante 1 minuto

El resultado se reporta como el porcentaje de la ratio entre las copias de BCR-ABL1
y las copias de ABL1. A este porcentaje se le aplica un factor de conversion para po-
der expresar los resultados en el sistema internacional (IS) y asi poder comparar los

resultados entre diferentes laboratorios.
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