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AREB
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ddATP
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Anéemia refractaria
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Anémia refractaria amb sideroblastes en anell

Additional sex combs like 1

Cromosoma bacteria artificial, de I'anglés bacterial artifical chromosome
Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase

Citogenética convencional

Cel-lula germinal limfoide, de I’angles colony formation unit-lymphoid
Cél-lula mare limfomieloide, de [I'anglés colony formation unit-
lymphomyeloid

Cel-lula germinal mieloide, de I’anglés colony formation unit-myeloid
Citopeénia refractaria amb displasia multilinia

Citopenia refractaria amb displasia multilinia i sideroblastes en anell
Citopeénia refractaria amb displasia unilinia
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2',3'-Dideoxicitidina-5'-trifosfat

2',3'-Dideoxiguanosina-5'-trifosfat

dideoxinucleotids trifosfats

2',3'-Dideoxitimidina-5'-trifosfat

Disomia uniparental

Disomia uniparental adquirida

Francés-America-Britanic

Hibridacié in situ fluorescent, de [I'anglés fluorescence in situ
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Hibridacié gendmica comparada

Isocitrate dehydrogenase 1

Isocitrate dehydrogenase 2

Vi



IPSS

IPSS-R
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LMMIJ
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NR
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SMD/NMP, |

SNP
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TR
TET2
TP53
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index pronostic internacional, de I'anglés international prognostic
scoring system

index pronostic internacional revisat, de I'anglés revised international
prognostic scoring system

Luria-Bertoni
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Leucemia mielomonocitica cronica, variant mielodisplastica

Leucémia mielomonocitica cronica, variant mieloproliferativa

Leucémia mielomonocitica juvenil
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Medul-la ossia

Neoplasia mieloproliferativa
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Organitzacio mundial de la salut
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Tet methylcytosine dioxygenase 2

Tumor protein p53
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classification-based prognostic scoring system

Cromosoma artificial de llevat, de I'angles yeast artificial chromosome



Introduccio

Sempre sembla impossible fins que esta fet

Nelson Mandela






Introduccié

1. Mielopoesi

1.1. Introduccié a ’hematopoesi

L’hematopoesi és el procés de formacié, desenvolupament i maduracid dels diferents
elements cel-lulars que formen part del sistema hematopoeétic, constituit per la sang
periférica (SP), la medul-la ossia (MQO), els ganglis limfatics, la melsa i el timus. En
I'adult, 'hematopoesi té lloc a la MO on es troba el microambient adequat pel
desenvolupament i diferenciacié de les cel-lules germinals hematopoetiques cap a
cél-lules madures.

En la MO podem trobar cel-lules immadures o progenitors hematopoétics, les quals no
posseeixen distintius morfologics precisos i; precursors hematopoeétics, estadis més
diferenciats de I’hematopoesi. D’aquesta forma, en la MO existeix una cél-lula mare
totipotent, és a dir, amb capacitat de proliferacié, diferenciacié i autorenovacié,
anomenada cél-lula mare limfomieloide o CFU-LM. Aquesta cel-lula pot donar lloc a
cél-lules germinals pluripotents: la cél-lula germinal limfoide (CFU-L) i la cel-lula
germinal mieloide (CFU-M)". La cél-lula germinal pluripotent mieloide, estimulada pel
microambient dona lloc a poblacions compromeses cap a la diferenciacié d’'una o
varies linies mieloides, les quals poden ser mono-, bi- o tripotents (Figura 1)°. Un cop

les cel-lules sbn madures sortiran a la circulacio, a SP.
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Figura 1. Esquema de I'hematopoesi humana®
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1.2. Mielopoesi
La mielopoesi és el procés de generacid, desenvolupament i maduracio dels elements
mieloides, que estan constituits per les seglients séries: eritroblastica, granulopoética,

monocitica, megacariocitica, aixi com les cél-lules de la matriu 0Ossia.

Série eritroblastica o série vermella

En condicions normals, aquesta serie constitueix entre un 30 i 35% dels elements
nucleats de la MO. La seqliencia madurativa d’aquesta série comenca amb el
proeritroblaste, que origina I'eritroblaste basofil, i aquest I'eritroblaste policromatic i
I’eritroblaste ortocromatic. Un cop finalitzada la maduracié s’expulsa el nucli,
transformant-se en reticulocit (element sense nucli amb mitocondries, reticles i
ribosomes). A mida que el reticuldcit madura va perdent el reticle fins a transformar-se
en una hematia madura. La Figura 2 mostra aquesta seqiiéncia madurativa. L’hematia
o eritrocit, I'element més madur de la serie eritroide. Un cop a la SP, té la funcié de la

captaci6 d’oxigen i transport del mateix als teixits>.

. . )
ik
o

Eritroblaste Eritroblaste Eritroblaste

o . .. . Reticulocit Hematia
basofil poliortocromatic ortocromatic

-

Figura 2. Sequéencia madurativa de la série eritropoética (Adaptacié de Woessner i

Proeritroblaste

Florensa, 2006°)

Série granulopoética o série blanca

Les cel-lules granulopoétiques constitueixen entre un 60 i 65% dels components
citologics medul-lars. La sequéncia madurativa comenga amb el mieloblaste, que déna
lloc al promielocit i aquest al mielocit, al metamielocit, a la forma de banda o de basté
i, finalment, al segmentat. Els granulocits segmentats s’originen a partir de les formes
en banda per segmentacié nuclear (presenten de tres a cinc lobuls nuclears) i son els
elements més madurs de la série granulopoeética. Aquests elements son els que

sortiran a la circulacié sanguinia i en funcié del tipus de granulacié especifica es
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distingiran entre neutrofils, eosinofils i basofils, per exercir les seves

bacteriolisi i fagocitosi.

Medul-la ossia

Mieloblaste Promielocit

Mielocit
Mitosis (7-5 dies)
P

Postmitosis (6-5 dies) P M
-

- '“
'i? 4—9" e
LA . Metamielocit

Forma en

Segmentat
banda

Sang periférica (6h)

\—‘—‘—‘——} Teixits (funcio, 1-2 dies)

funcions de

Figura 3. Esquema maduratiu de la granulopoesi (Adaptacié de Woessner i Florensa,

2006°)

Série monocitica

Les cel-lules monocitiques pertanyen al sistema mononuclear-fagocitic. La forma més

immadura és el monoblast que es transforma a promonocit. Posteriorment, té lloc el

pas a la SP on es transforma a monaocit i, finalment, es queda als teixits en forma

d’histiocit i macrofag. Els macrofags son histiocits que han exercit la fagocitosi i

contenen restes de material fagocitari en el seu interior’.
e Histiocit
Monoblaste Promonaocit Monocit

Figura 4. Sequéencia madurativa de la serie monocitica (Adaptacio de Woessner i

Florensa, 2006°)
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De la cel-lula mare granulomonocitica també en deriven part de les cel-lules
dendritiques. S6n una poblacié heterogenia ubicada en quasi tots els teixits i potents
inductores de la resposta immune T primaria mitjancant I'estimulacié dels limfocits T

verges’.

Série megacariocitica

Els estadis evolutius de la série megacariocitica son els seglients: promegacarioblast,
megacarioblast, promegacariocit, megacariocit granular formador de plaquetes i el

megacariocit alliberador de plaquetes, les quals passaran a la SP.

e ¢ u »

Megacariocit Megacariocit
granular madur
alliberador de

plaquetes I

Figura 5. Seqiéncia madurativa de la série megacariocitica (Adaptacié de Woessner i

Megacarioblaste Promegacariocit Plagueta

Florensa, 2006°)

El megacariocit pateix un procés de divisi6 conegut com a endomitosi que consisteix
en divisions nuclears sense les corresponents divisions citoplasmatiques. D’aquesta
forma es van formant cel-lules poliploides de mida gran i amb un nucli polisegmentat.

Les plaquetes o trombocits despreses del citoplasma del megacariocit passen a SP on

portaran a terme les seves funcions d’intervencié en els mecanismes d'hemostasia.

Cél-lules de la matriu 0ssia

La matriu Ossia esta formada per osteoblastes, osteocits i osteoclastes. Els precursors
dels osteoblastes i osteoclastes es troben en la MO i en proporcié minoritaria en la SP.
Ambdds tipus cel-lulars son els responsables de la remodelacié normal de la superficie
de les trabecules contiglies a la MO®*. A més, s'ha demostrat com moltes de les

citocines segregades pels osteoblastes sén critiques per I'hematopoesi’.



Introduccié

Els osteocits son components cel-lulars de la trabécula o0ssia que procedeixen de la
maduracié dels osteoblastes. Aquests actuen com a sensors i estan en comunicacié

amb la superficie de la trabecula per regular la feina dels osteoblastes i osteoclastes’.

2. Neoplasies hematologiques
Dins de les neoplasies hematologiques la introduccié anira dirigida a les neoplasies

mieloides.

2.1. Neoplasies mieloides
La classificacié de I’“Organitzacié Mundial de la Salut” (OMS) de I'any 2008° de les
neoplasies mieloides inclou cinc categories:

- Neoplasies mieloproliferatives (NMP)

- Neoplasies mieloides i limfoides amb eosinofilia i alteracions dels gens PDGFRA,

PDGFRB, o FGFR1
- Neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives (SMD/NMP)
- Sindromes mielodisplastiques (SMD)

- Leucémia mieloide aguda (LMA)

Les neoplasies mieloproliferatives son desordres clonals de les cél-lules mare
hematopoetiques caracteritzades per la proliferacié d’'una o més linies mieloides
(granulocitica, eritroide, megacariocitica i mastocits). Es caracteritzen per presentar
hipercel-lularitat de la MO amb maduracié efectiva i nombre augmentat de

granulocits, eritrocits i/o plaquetes a SP.

Les neoplasies mieloides i limfoides amb eosinofilia i alteracions de PDGFRA,
PDGFRB, o FGFR1 son tres grups especifics que tenen en comu la formacio d’un gen de
fusié que codifica per una tirosin-quinasa aberrant. Aquests tres desordres poden estar
presents com a neoplasies mieloproliferatives croniques perd la freqiiencia de la

manifestacié com a neoplasia limfoide varia.

Les neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives sén neoplasies mieloides

clonals que presenten alguns trets (clinics, de laboratori i morfologics) propis de SMD i
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d’altres propis de NMP. Es caracteritzen per presentar hipercel-lularitat a la MO per la
proliferacié d’'una o més linies mieloides. Normalment, la proliferacié és efectiva en
algunes linies amb augment de cel-lules circulants displastiques (morfologica o
funcionalment). Simultaniament una o més linies poden mostrar proliferacié inefectiva
derivant-se en la preséncia de citopénies. La Taula 1 mostra les entitats que formen

part d'aquest grup de neoplasies.

Taula 1. Classificacié de les neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives segons

la classificacié OMS 2008°

Neoplasies mielodisplastiques/mieloproliferatives

- Leucémia mielomonocitica cronica (LMMC)

- Leucémia mieloide cronica atipica, BCR-ABL1 atipica

- Leucémia mielomonocitica juvenil (LMMJ)

- Neoplasia mielodisplastica/mieloproliferativa inclassificable (SMD/NMP, I)
- Entitat provisional: anemia refractaria amb sideroblastes en anell amb

trombocitosi (ARSA-T)

Les sindromes mielodisplastiques (SMD) es descriuen en el punt 2.2.

La leucémia mieloide aguda és una malaltia resultant de I'expansié clonal de cel-lules
immadures (blastes) mieloides a SP, MO o un altre teixit. Es una malaltia heterogénia i
pot implicar una o més linies mieloides. El requisit per diagnosticar de LMA és la
presencia de 20% o més mieloblastes a SP o MO. El diagnostic de LMA es pot fer
independentment del percentatge de blastes a SP i/o MO si hi ha associades algunes
de les seglients alteracions citogenetiques: t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1922),
1(16;16)(p13.1;922) 0 t(15;17)(g22;q12).

La Taula 2 mostra les LMA i neoplasies mieloides relacionades.
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Taula 2. Classificacio de les leucemies mieloides agudes segons la classificaci6 OMS

2008°

Leucémia mieloide aguda i neoplasies mieloides relacionades

- LMA amb anomalies citogenétiques recurrents
LMA amb t(8;21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1
LMA amb inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
Leucémia promielocitica aguda amb t(15;17)(q22;q12); PML-RAR«a
LMA amb t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL
LMA amb t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
LMA amb inv(3)(921926.2) o t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
LMA (megacarioblastica) amb t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
Entitat provisional: LMA amb NPM1 mutat
Entitat provisional: LMA amb CEBPa mutat
- LMA amb canvis relacionats amb la mielodisplasia
- Neoplasies mieloides relacionades amb la terapia
- LMA, no categorizable
LMA amb minima diferenciacié
LMA sense maduracio
LMA amb maduracié
Leucémia mielomonocitica aguda
Leucémia monoblastica/monocitica aguda
Leucémia eritroide aguda:
Leucemia eritroide pura
Eritroleucémia, eritroide/mieloide
Leucémia megacarioblastica aguda
Leucémia basofilica aguda
Panmielosi aguda amb mielofibrosi
- Sarcoma mieloide
- Proliferacions mieloides relacionades amb Sindrome de Down
Mielopoesi anormal transitoria
Leucémia mieloide associada a la Sindrome de Down

- Neoplasies de cél-lules dendritiques plasmacitoides blastiques
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2.2. Sindromes mielodisplastiques

2.2.1. Introduccid i epidemiologia

Les SMD sén un grup heterogeni de malalties clonals que afecten a les cel-lules mare
hematopoetiques i es caracteritzen per la preséncia d’'una o més citopenies
(disminucié del nimero de cél-lules circulants per SP)?, displasia d’'una o més linies
mieloides, hematopoesi ineficag i un risc elevat d’evolucié a LMA®’. A més, presenten
un grau elevat d’apoptosi, fet que contribueix al desenvolupament de citopenies. No
obstant, valors per sobre dels punts de tall definits per citopénies no sén excloents del
diagnostic de SMD sempre i quan es trobin trets morfologics displastics o alteracions
citogenetiques®.

La progressié a LMA és el curs natural en moltes SMD, tot i aix0, el percentatge de
pacients que evoluciona varia substancialment entre els diferents subtipus de SMD
(punt 2.2.3); aquells subtipus amb percentatge elevat de blastes tindran un risc de
progressio a LMA superiorg’m.

Tant en les SMD con en la LMA s’observa una reduccid en la produccié de cél-lules
normals. En la SMD, la reduccioé pot afectar una, dos o tres linies mieloides, derivant-se
en una o més citopenies. Tot i aix0, en formes més evolucionades de SMD es poden
observar afectacié d'altres linies no implicades en un inici. Tant la proliferacié com la
diferenciacié cel-lular hematopoeética es veuen afectades. Per altra banda, en la LMA es
produeix reduccié de les tres linies mieloides principals (eritrocits, granulocits i
plaquetes), en que hi ha un augment de la proliferacié de les cél-lules immadures amb
afectacié de la diferenciacié que es tradueix amb citopénies severes. Les dos
caracteristiques que es perden en la progressi6 de SMD a LMA sén l'apoptosi i la
diferenciacié™. La Figura 6 mostra en un esquema com es veu afectada I’hematopoesi

en les SMD i en la posterior evolucié a LMA.

a Hemoglobina <10g/dL, neutrofils absoluts <1.8x10°/Li plaquetes <100x10°/L%%,
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Hematies Neutrofils Plaquetes

Condicions normals

Cél-lula mare mieloide

2
' W
( )
C ) 3 oS
. ‘ -8 o §& &
Sindromes <9 zove
miElDdiSpléStiqueS Hematies Neutrofils Plaquetes

Leucémia B G
mieloide aguda Hematies Neutrofils Plaquetes

Figura 6. Hematopoesi en condicions normals, afectacié (d’'una o més linies) en les

SMD i en l'evolucié a LMA
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Les SMD son unes de les neoplasies hematologiques més freqlients en la poblacié
d’edat avancada, amb una mediana d’edat de presentacié de 70 anys'’. Estudis
europeus estimen la incidencia anual en 1,8 casos per cada 100.00%.

Les SMD es poden classificar des de dos punts de vista, segons la seva etiologia i
segons les alteracions citologiques de MO i SP (morfologia). Segons la seva etiologia es
distingeixen dos tipus:

1- Primaris o de novo. Es defineix com el desenvolupament d’'una SMD sense

historia coneguda d’exposicio a la quimioterapia o radioterapia.

2- Secundaris a substancies mutagéniques conegudes (pacients que han rebut

quimioterapia i/o radioterapia per altres malalties).

La classificacié segons morfologia es descriu en el punt 2.2.3.

2.2.2. Caracteristiques cliniques

Els pacients amb SMD acostumen a presentar simptomes conseqiéencia de
I’'hematopoesi ineficient. Els principals simptomes sén: infeccions recurrents, sagnats,
hematomes espontanis, fatiga progressiva i asténia, aixi com dispnea davant d’un
esforc. Ocasionalment, els pacients poden presentar recomptes sanguinis alterats:
neutropenia, anémia, trombopénia o una combinacid de les tres; sense necessitat de
presentar simptomes. Cal destacar que els sagnats poden presentar-se en pacients no
trombopeénics, conseqiiencia de plaquetes no funcionals.

Resultant de I’hematopoesi ineficient, els pacients diagnosticats de SMD poden
desenvolupar un fracas progressiu de la MO o un curs clinic caracteritzat per la

progressio de la SMD a LMA.

2.2.3. Diagnostic

El diagnostic de les SMD requereix el diagnostic integrat entre diferents disciplines. Per
tal de portar-ho a terme és imprescindible recollir i integrar les dades cliniques
(anamnesi i exploracié clinica completa), les dades de laboratori (hemograma
complet), dades morfologiques (estudi citologic a SP i a MO) i, per ultim, els estudis

geneétics (es comentaran més ampliament en el punt 3).

12
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A més, el diagnostic de les SMD sempre requereix posar en marxa un ampli
procediment per tal d’excloure altres causes de citopenia i displasia transitoria. Aixi

mateix, és important tenir present que mielodisplasia® no és sindnim de SMD.

L’any 2012, el Grup Espanyol de SMD va desenvolupar unes guies de recomanacio pel
diagnostic i tractament de les SMD™. En aquestes guies s’han determinat els estudis

imprescindibles (en SP i MO) pel correcte diagnostic de les SMD.

1) Sang periférica:

a) Hemograma complet que inclogui recompte absolut de leucocits, neutrofils,
eosinofils, basofils, monocits i plaguetes, hemoglobina, hematocrit, volum
corpuscular mig, hemoglobina corpuscular mitja (HCM), concentracié d’"HCM,
ample de distribucié eritrocitaria i recompte de reticulocits.

b) Frotis (sense anticoagulant) tenyit amb May-Griinwald-Giemsa:

- Recompte percentual diferencial (200 leucocits)
- Valoracid de trets de mielodisplasia per cadascuna de les series mieloides
(diseritropoesi, disgranulopoesi i distrombopoesi).
2) Medul-la ossia:
a) Aspirat medul-lar per a estudi morfologic i genétic:

- Estudi morfologic

i. Tincié de May-Griinwald-Giemsa. Comptatge de 500 cél-lules nucleades.
Valoracié de la proporcié de blastes i el percentatge de displasia en
cadascuna de les series mieloides (megacariocitica, eritroide i
granulocitica). Es considera que una linia és displastica quan el 10% o
més dels seus elements sén dismorfics.

ii. Tincié de Perls. Valoracié dels diposits de ferro medul-lar i aixi poder

realitzar el comptatge percentual de sideroblastes’. Els sideroblastes en

bMielodisplésia es defineix com un conjunt d’alteracions que incideixen en les diferents linies cel-lulars
de la mielopoesi, des de cel-lules mare fins a elements més madurs. La mielodisplasia és un fenomen
gque acompanya a multiples processos extrahematologics i hematologics i en les sindromes
mielodisplastiques és on adquireix el seu maxim grau d’expressivitat.

‘Sideroblast: eritroblast amb granuls siderotics (diposits anomals de ferro en la mitocondria).

13
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anell sén aquells que presenten cinc o més granuls en disposicid
perinuclear (ocupant 1/3 o més del contorn nuclear).

- Estudi citogenetic

L'estudi que es porta a terme és el cariotip de bandes G (técnica de
citogeneética convencional, CC). Com a minim s’avaluen 20 metafases, tot i
qgue I'analisi d’una xifra inferior es considera informativa si es detecta una
anomalia de caracter clonal®. Es imprescindible i necessari portar-ho a
terme pel correcte diagnostic i estratificacié pronostica (punt 2.2.5).
La tecnica de CC es pot veure complementada amb altres técniques
genéetiques tals com la hibridacidé in situ fluorescent, FISH (punt 3.2) o
tecniques de microarrays genomics (punt 3.3).

b) Biopsia de MO en casos en que l'aspirat de MO sigui hipoplasic, hi hagi sospita

de mielofibrosi o en citopénies idiopatiques de significat incert®.

Actualment, el diagnostic es fa seguint els criteris definits per la classificaci6 OMS
2008°. No obstant, la primera classificacid morfologica de les SMD va sorgir 'any 1982
fruit de la cooperacid entre grups de treball de Francga, Estats Units i Gran Bretanya.
Aquesta classificacié va rebre el nom de classificacié FAB (French-American-British)’.

L’any 2001, la OMS va elaborar una nova classificacio per les SMD que, posteriorment,

es va veure actualitzada I’any 2008.

2.2.3.1. Classificacio FAB
L’any 1982, el grup Cooperatiu Francés-America-Britanic (FAB)’ va definir la primera
classificacio per les SMD amb cinc subcategories. La Taula 3 mostra les principals

caracteristiques morfologiques.

d .z a \ . .z . s
Alteracié de caracter clonal: dues cel-lules amb la mateixa alteracié en cas de guany o alteracio
estructural, o tres cél-lules en cas de perdua.

®Citopénia idiopatica de significat incert: citopénia persistent (més de 6 mesos) en una o més linies

. . .z . . . 141
mieloides amb exclusié de SMD i altres causes de citopénia™ .
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Taula 3. Classificacié de les SMD segons la classificacié FAB’

Blastes en Monocits Sideroblastes en
Subtipus Blastes en MO (%)
SP (%) aSP anell a MO (%)
AR <1 <5 <1x10°/L <15
<5
ARSA <1 . <1x10°/L >15
Sense bastons d’Auer
5-19
AREB <5 <1x10°/L Indiferent
Sense bastons d’Auer
20-29
AREB-T >5 <1x10°/L Indiferent

Sense bastons d’Auer

LMMC <5 0-20 >1x10°/L Indiferent
MD: <13x10° leucocits/L
MP: >13x10° leucdcits/L

Abreviatures: AR: anémia refractaria; AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; AREB-T: anémia
refractaria amb excés de blastes en transformacid; ARSA: anémia refractaria amb sideroblastes en anell;
LMMC: leucémia mielomonocitica cronica; MD: variant mielodisplastica; MO: medul-la ossia; MP:
variant mieloproliferativa; SP: sang periférica.

2.2.3.2. Classificacio OMS

L'any 2001, amb |'objectiu de millorar el valor pronostic i rellevancia clinica de la

classificacio FAB, es va desenvolupar la classificacio OMS de les SMD (Taula 4). Aquesta

classificacié es basa en la combinacié de les dades morfologiques i genétiques pel
diagnostic final de les SMD. A continuacid es mostren els principals canvis respecte a la
classificacio FAB:

1) Eliminacio del subtipus anemia refractaria amb excés de blastes en transformacié
(AREB-T). Aquells casos que presenten un 20% o més de blastes en MO soén
diagnosticats de LMA.

2) Es considera LMA a les SMD amb t(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1q922),
t(16;16)(p13.1;922), t(15;17)(q22;912) o anomalies a 11923 (gen MLL).

3) Per lI'anémia refractaria (AR) i I'aneémia refractaria amb sideroblastes en anell

(ARSA) és necessari que la displasia sigui Unicament en la série vermella.

'Bastons d’Auer: Cossos d’inclusié que es creen per la fusidé de granuls primaris patologics. Solen trobar-
se en cel-lules blastiques d’algunes LMA. En la classificacid FAB, la seva presencia és diagnostica de LMA
independentment de la xifra de blastes.
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4) Es defineix un nou subtipus de SMD: la citopenia refractaria amb displasia
multilinia (CRDM). Estudis previs havien mostrat I'impacte pronostic de la displasia
multilinia™*®.

5) L'entitat anémia refractaria amb excés de blastes (AREB) es subdivideix en dos
grups: AREB tipus 1 (5-9% de blastes en MO i menys de 5% a la SP) i AREB tipus 2
(10-19% de blastes en MO o 5-19% de blastes en SP tot i que menys de 10% en
MO).

6) La LMMC deixa de ser una entitat de les SMD per formar part del grup de
sindromes mielodisplastiques/sindromes mieloproliferatives croniques.

7) Individualitza la “Sindrome 5g-" com una entitat Unica.

8) La preséncia de bastons d’Auer és diagnostic d’AREB-2.

Taula 4. Classificaci6 de les SMD segons la classificacié OMS 2001

% blastes % blastes Sideroblastes en

Subtipus Citopénies Displasia
en SP en MO anell a MO (%)
AR Anémia <1 <5 <15 Eritroide
ARSA Anémia 0 <5 >15 Eritroide
Bio Minim
CRDM <1 <5 <15
pancitopénia dues linies
Bio Minim
CRDM-SA <1 <5 215
pancitopénia dues linies
AREB-1 Citopeénies <5 5-9 Indiferent Indiferent
AREB-2 Citopeénies 5-19 10-19 Indiferent Indiferent
“Sindrome 5g-" Anémia <5 <5 Indiferent Indiferent
SMD
Citopeénies <1 <5 Indiferent Una linia

inclassificable

Abreviatures: AR: anemia refractaria; AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; ARSA: anémia
refractaria amb sideroblastes en anell; CRDM: citopenia refractaria amb displasia multilinia; CRDM-SA:
citopénia refractaria amb displasia multilinia i sideroblastes en anell; MO: medul-la 0ssia; SP: sang
periferica.

La classificacié de la OMS va suposar un gran aveng en el diagnostic i estadiatge de les
SMD. L’any 2006 Germing i cols.’® van publicar una validacié en 1095 pacients de la

classificacio OMS del 2001 en la que demostraven diferent mediana de supervivéncia

16



Introduccié

global (SG) i risc d’evolucié a LMA. La Figura 7 mostra el valor pronostic relatiu per les
diferent categories OMS, tant en termes de SG (Figura 7A) com d’evolucié a LAM
(Figura 7B). Per portar a terme l'analisi, es van agrupar de la segient forma:
AR/ARSA/“Sindrome 5g-” vs. CRDM/CRDM-SA vs. AREB-1 vs. AREB-2. L’analisi
multivariant va mostrar que els parametres predictors de SG i d’evolucié a LMA eren el
cariotip i els subtipus OMS 2001. Aquestes dades mostren el gran valor pronostic de la
displasia multilinia i el recompte de blastes, dos dels parametres més distintius de la

classificacio OMS respecte la classificacid FAB.
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Figura 7. Valor pronostic de les categories OMS 2001 en les SMD. A. Corbes Kaplan-
Meier per supervivencia global. B. Corbes Kaplan-Meier de risc d’evolucié a LMA.
Imatge extreta de Germing i cols., 2006

Abreviatures: AR: anémia refractaria; AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; ARSA: anémia
refractaria amb sideroblastes en anell; CRDM: citopenia refractaria amb displasia multilinia; CRDM-SA:
citopénia refractaria amb displasia multilinia i sideroblastes en anell; LMA: leucémia mieloide aguda.

L’any 2008 es va portar a terme una revisid de la classificacié de la OMS en que es van

introduir els segiients canvis'®:

1) Els pacients amb citopénies refractaries sospitoses de tenir una SMD perd sense
trets morfologics es poden considerar SMD si presenten alteracions citogenetiques

especifiques de SMDE.

EAlteracions no equilibrades: -7/79-, -5/5q-, i(17q) o t(17p), -13/13q-, 11q-, 12p- o t(12p), del(9q) i
idic(X)(g13). La presencia de +8, del(20q) o —Y, com a Unica alteracio, no es pot considerar evidéncia de
SMD (no son especifiques de les SMD). Alteracions equilibrades: 1t(11;16)(q23;p13.3),
t(3;21)(926.2;922.1), t(1;3)(p36.3;921.2), t(2;11)(p21;923); inv(3)(q21q26.2) i t(6;9)(p23;934).
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2) S’introdueix una nova categoria de SMD: citopénia refractaria amb displasia
unilinia (CRDU). S6n pacients que tenen displasia unilinia associada amb AR
(displasia eritroide unilinia), neutropénia refractaria (disgranulopoesi unilinia) o
trombocitopeénia unilinia (dismegacariopoesi unilinia), i que tinguin menys de 2%
blastes en SP i de 5% en el MO.

3) La categoria de CRDM no es divideix en si presenten o no 215% de sideroblastes en
anell. La categoria de CRDM-SA s’incorpora dins la categoria de CRDM.

4) Els pacients que tenen 2-4% de blastes en SP i menys de 5% de blastes en la MO
son diagnosticats d’AREB-1 si presenten signes clinics i de laboratori suggestius de
SMD.

5) Es defineix I’entitat provisional de citopenia refractaria de la infancia. Inclou infants
amb citopénies i menys de 2% de blastes en la SP i menys de 5% en el MO junt amb
evidencia de displasia en una o més linies. Aquells nens amb 2-19% de blastes en la
SPi/o 5-19% en el MO, la subclassificacié de SMD es fa seguint el mateix criteri que
pels adults.

6) Restringeix la definicié de “Sindrome 5g-” als pacients amb un quadre clinic

concret. Es crea una categoria de SMD amb delecié 5q aillada més amplia.

D’aquesta forma, es defineixen sis subtipus diferents de SMD en I'adult. A continuacio,
es detallen les principals caracteristiques de cadascuna de les entitats definides per la

classificacié OMS 2008°.

1) Citopenia refractaria amb displasia unilinia (CRDU)

La CRDU suposa el 10-20% de totes les SMD. Aquesta entitat engloba aquelles SMD
que tenen una citopénia refractaria amb displasia unilinia. També pot incloure
bicitopénies refractaries sempre i quan només hi hagi displasia d’una de les linies.
Normalment, el tipus de citopenia correspon amb la linia displastica afectada, no
obstant, en ocasions, pot haver-hi discordanca®. El recompte de blastes sempre sera
inferior a I’1% en SP i al 5% en la MO. Dins d’aquesta entitat se’n distingeixen tres
subgrups:

a) Anémia refractaria (AR). Els precursors eritroides a la MO varien en nombre i

morfologia (des de disertitropoesi lleu a moderada), com a minim es detecta un
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10% de precursors eritroides displastics, cal contar-ne 200. Es el subtipus més
freqient de CRDU.

b) Neutropénia refractaria (NR). EI 10% o més dels neutrofils a SP i MO sén displastics,

cal contar-ne 200.

c) Trombocitopenia refractaria (TR). Es caracteritza per la preséncia de com a minim

un 10% de megacariocits displastics (avaluacid de com a minim 30 megacariocits).
Els megacariocits poden estar augmentats o disminuits en nombre absolut.
L'AR es considera una SMD de bon pronostic, amb una mediana de SG de 66 mesos. La
taxa d’evolucié a LMA als 5 anys és del voltant del 2%°. Estudis posteriors de validacié
van mostrar que no hi ha diferéncies pronostiques entre I'AR, la NR i la TR (mediana de
SG: 64 mesos i probabilitat d’evolucié a LMA als 5 anys del 8%). Els tres subgrups
definits no son justificables ja que no hi ha diferéncies de pronostic i no

.. . . <. 1
necessariament correspon amb el tipus de citopénia en SP™°.

2) Anémia refractaria amb sideroblastes en anell (ARSA)

L’ARSA suposa el 3-11% de les SMD. Es caracteritza per la preséncia d’anémia i de
displasia en la linia eritroide, concretament, per la preséncia de sideroblastes en anell
en una proporcio igual o superior al 15% en la MO. Les altres linies mieloides no
presenten displasia significant i el percentatge de blastes en MO sempre sera inferior
al 5%.

La mitjana de supervivencia de I’ARSA oscil-la entre els 69 i 108 mesos i només entre
'l i el 2% de pacients evolucionen a LMA'. La validacié de la classificacié ha
corroborat aquests resultats en 219 pacients amb diagnostic de ARSA, en que s’ha
observat mediana de SG de 63 mesos i probabilitat d’evolucié a LMA del 4,2% als 5

anys™.

3) Citopeénia refractaria amb displasia multilinia (CRDM)

La CRDM es caracteritza per la presencia d’'una o més citopénies i canvis displastics en
dos o més linies mieloides (eritroide, granulocitica i/o megacariocitica). Al igual que en
la CRDU, el llindar per la displasia és >10%. La proporcié de blastes és inferior a I'1% en

laSPial 5% enla MO.
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El curs clinic és variable, el pronostic dels pacients amb CRDM esta directament
relacionat amb el grau de citopénia i displasia. La mediana de SG reportada es situa al
voltant dels 30 mesos i la probabilitat d’evolucié a LMA als dos anys és del 10%". La
validacié de la classificacié en 1280 pacients va justificar la inclusié de la CRDM-SA dins
de la categoria de CRDM (mediana de SG: 32 i 36 mesos, respectivament), a més, va
mostrar com la categoria de CRDM tenia una mediana de SG de 36 mesos i probabilitat

d’evolucié a LMA del 16,8% als 5 anys™’.

4) Anémia refractaria amb excés de blastes (AREB)

L’AREB es defineix per la preséencia de 5-19% de blastes en la MO o 2-19% en la SP. La
displasia de les tres linies mieloides és freqlient tot i que el grau de displasia és
variable. Donades les diferéncies en SG i incidencia d’evolucié a LMA, s’han distingit
dos subtipus. La principal diferéncia recau en el percentatge de blastes presents en SP
i/o MO:

a) Anémia refractaria amb excés de blastes tipus 1 (AREB-1), definit per la preséncia

de 5-9% de blastes en la MO i 2-4% en SP.

b) Anemia refractaria amb excés de blastes tipus 2 (AREB-2), definit per la presencia

de 10-19% de blastes en la MO i 5-19% en SP. La preséncia de bastons d’Auer
classifica el cas en aquesta categoria independentment del percentatge total de
blastes.
Donat I'alt percentatge de blastes, la probabilitat d’evolucié a LMA és superior a la
resta de SMD. D’aquesta forma, es calcula que al voltant del 25% de casos d’AREB-1
evolucionen a LMA. Aquest percentatge es veu augmentat en les SMD tipus AREB-2,
amb un major percentatge de blastes, situant-se en el 33% dels casos. Com és
d’esperar, la mediana de SG també és menor, aproximadament 16 mesos per AREB-1 i

9 mesos per AREB-2%.

5) Sindrome mielodisplastica amb delecié 5q aillada
La SMD amb delecié 5q aillada es caracteritza per la presencia de la delecié 5q com a
Unica alteracid citogenética (o acompanyat de perdua del cromosoma Y) i sol cursar

amb anémia amb o sense altres citopénies i/o trombocitosi. El percentatge de blastes
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ha de ser inferior al 5% en la MO i a I’'1% en la SP i sense bastons d’Auer. Correspon a
I’entitat definida per la classificaci6 OMS 2001 com a “Sindrome 5g-".
Morfoldogicament es caracteritza per l'increment del nombre de megacariocits. En
guant a la mida sén normals o més aviat petits, no lobulats o amb nucli hipolobulat. La
displasia en les linies eritroide i granulopoética son infrequients.

Dins d’aquest subtipus de SMD s’ha definit una sindrome clinica que rep el nom de
“Sindrome 5g-". En la classificacio OMS 2008 s’ha restringit I'Gs d’aquest nom per a
definir un subgrup de casos amb els seglients signes: anémia macrocitica, plaquetes
normals o elevades i hipoplasia eritroide en la MO*".

Es una de les SMD amb millor pronostic, s’associa a una mediana de supervivéncia de
66 mesos i la transformacié a LMA es calcula inferior al 20%°%. La validacié en 136
pacients elaborada per Maarssen i cols. (2013) mostra el bon pronostic d’aquesta
entitat establint la mediana de SG en 91 mesos i la probabilitat d’evolucié a LMA en el

13,7%".

6) Sindrome mielodisplastica inclassificable (SMD-I)

La SMD-l és un subtipus de SMD que manca de criteris per a la seva correcta

classificacio en qualsevol de les entitats anteriorment mencionades. Hi ha tres

situacions que porten a la classificacié d’'una SMD com inclassificable:

a) Pacients amb trets propis de CRDU o CRDM pero amb 1% de blastes en SP.

b) Casos amb displasia unilinia pero associats a pancitopénia.

c) Pacients amb citopénies persistents (més de 6 mesos), amb <1% de blastes en SP i
<5% en la MO pero amb displasia evident en menys del 10% de les cél-lules en una
o més linies mieloides i amb alteracions citogenetiques evidents de SMD. Aquest
tipus de pacients han de ser seguits amb cura per la possible evolucié a subtipus
més especific de SMD.

El pronostic d’aquest tipus de SMD s’ha definit en la posterior validacié de la

classificacio per part de Maassen i cols. (2013). En els casos amb displasia unilinia o

multilinia amb 1% de blastes en SP, la mediana de SG era de 35 mesos i la probabilitat

d’evolucié a LMA als 5 anys del 13,9%. En els casos amb displasia unilinia associada a

pancitopénia, mediana de SG de 30 mesos i evolucié a LMA del 17,6% als 5 anys. En
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aquest estudi de validacid suggereixen |'eliminacié de la categoria SMD-I ja que és

possible relocalitzar aquests pacients en la categoria de CRDM™.

En la Taula 5 es resumeixen les principals caracteristiques de les SMD segons la

classificacié OMS 2008°.

Taula 5. Classificacié de les SMD segons la classificacié OMS 2008°

% blastes en

% blastes en

Sideroblastes

Subtipus Citopeénies en anella MO Displasia
SP MO
(%)
CRDU Una o dos <1 <5 <15 Una linia
ARSA Anémia 0 <5 >15 Eritroide
<1
No bastons <5
CRDM Citopénia/es d’Auer No bastons <15 0215 Minim dues linies
<1x10°/L d’Auer
monocits
<5
No bastons 5-9
AREB-1 Citopénia/es d’Auer No bastons Indiferent Indiferent
<1x10%/L d’Auer
monocits
5-19
+/- bastons 10-19
AREB-2 Citopénia/es d’Auer +/- bastons Indiferent Indiferent
<1x10°/L d’Auer
monocits
SMD amb <1 <5 Megacariocits
del(5q) aillada Anémia No bastons No bastons Indiferent amb nucli
d’Auer d’Auer hipolobulat
<10% en més
d’una linia més
SMD-I Citopénies <1 <5

alteracié

citogenetica
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Abreviatures: AR: anémia refractaria; AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; ARSA: anémia
refractaria amb sideroblastes amb anell; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinia; MO:
medul-la 0ssia; SMD-I: sindrome mielodisplastica inclassificable; SP: sang periferica.

2.2.4. Alteracions citogenétiques en les SMD

Al voltant del 50% de les SMD de novo presenten alteracions citogenétiques en el
moment del diagnostic®. Aquest percentatge pot augmentar fins el 85-90% en el cas
de SMD secundaries a substancies mutageéniques”.

A diferéncia de les LMA, les translocacions i inversions sén alteracions rares en les
SMD. Les alteracions més freqiients son les que impliquen guany o perdua de material
cromosomic. D’aquesta forma, és més freqlient observar delecions o monosomies,
seguides de trisomies totals o parcials. Tenint en compte aquesta informacié podriem
assumir que un dels principals mecanismes moleculars implicats en el
desenvolupament d’una SMD pot ser la pérdua o inactivacié d’un gen supressor de
tumors.

En el punt 4.1 es discutiran els diferents estudis que s’han portat a terme per
determinar la incidéncia i impacte pronostic de les alteracions citogenetiques. No
obstant, cal destacar dos estudis, un d’ells portat a terme a I'Estat Espanyol, amb vora
1000 SMD primaries®; i I'altre, portat a terme pel Grup Alemany-Austriac, amb més de
2000 pacients®®. Aquests dos grans estudis han pogut definir la incidéncia de
cadascuna de les alteracions citogenetiques en les SMD. D’aquesta forma, les
alteracions més freqiients son: la delecié d’una part del brag llarg del cromosoma 5
(del(5q) o 5g-, *30%), monosomia total o parcial del cromosoma 7 (-7/del(7q) o 7q-,
=20%), trisomia del cromosoma 8 (=15%), perdua d’una part del brac¢ llarg del
cromosoma 20 (del(20qg) o 20g-, =10%) i pérdua del cromosoma sexual masculi (-Y,
=6%). Cal dir que la incidéncia d’aquesta ultima alteracid és controvertida ja que s’ha
observat que els homes poden perdre el cromosoma Y conseqiiéncia de I'edat”’. A la
Figura 8 es mostra la incidencia d’alteracions citogenéetiques en les SMD en I'estudi de

Haase i cols. (2007)%.
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Figura 8. Incidéncia d’alteracions citogenétiques en les SMD (Adaptacié de Haase i

cols., 2007%)

La preséncia de cariotips complexesh es troba en un percentatge important en les
SMD, aproximadament un 13%. A més, cal destacar que hi ha una serie d’alteracions
no recurrents presents en menys de I'1% de casos, en les quals és molt dificil la
determinacié del seu impacte pronostic. Aquestes alteracions sén, entre d’altres,
der(1;7), +1q, -1/1p-, t(5q), +11, t(11923), -13/13q-, del(16q), del(17p), +21, -21 i —-X*%.

En I'apartat 2.2.3.2 hem tractat la classificacié morfologica de les SMD segons la OMS.
Cadascun dels subtipus de SMD acostuma a portar associades una serie d’alteracions
citogenétiques que es descriuen en la Taula 6. A més, algunes alteracions
citogenetiques es troben associades a alteracions morfologiques especifiques: la
delecid 5q es pot trobar associada a megacariocits mono o hipolobulats, la delecié de
17p amb neutrofils hiposegmentats tipus Pelger-Hiet i neutrofils petits vacuolats, la
delecié 20q amb implicacié de cel-lules eritroides i megacariocits, i alteracions en el

cromosoma 3 (inv(3)(gq21926.2) o t(3;3)(g21;926.2)) amb augments de megacariocits

S’entén com a cariotip complex la preséncia de 3 o més alteracions citogenetiques (pertanyents a una
mateixa clona o a independents).
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anomals. A mida que s’adquireixen formes més evolucionades de les SMD, augmenta

el percentatge d’alteracions citogenétiques.

Taula 6. Associacié d’alteracions citogenétiques amb subtipus de SMD?*

Subtipus de SMD Freqliéncia Alteracions cromosomiques (ordenades per freqiiéncia)
AR =25-30%  -7/del(7q), del(5q), cariotip complex

ARSA =10% +8

CRDM =50% -7/del(7q), cariotip complex, del(5q), +8

AREB-1 =50% del(5q), cariotip complex, -7/del(7q), +8, del(20q)
AREB-2 =55% Cariotip complex, +8, del(5q), -7/del(7q), del(20q)
SMD amb del(5q) aillada 100% del(5q)

Abreviatures: AR: anemia refractaria; AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; ARSA: anémia
refractaria amb sideroblastes amb anell; CRDM: citopenia refractaria amb displasia multilinia; SMD:
sindrome mielodisplastica.

L'impacte pronostic de cadascuna de les alteracions citogenetiques es discuteix en el
punt 2.2.5.
A continuacié es descriu |'alteracid citogenética més freqiient en les SMD i objecte

d’estudi en aquesta tesi.

2.2.4.1. La delecid 5q

La delecié 5q és la perdua d’una part variable del brag¢ llarg del cromosoma 5.
Normalment, es tracta d’'una delecid intersticial, és a dir, que no implica els telomers.
Es una de les alteracions citogenétiques més freqiients, es troba en el 30% dels
pacients amb alteracions citogenétiques clonals. En la meitat d’aquests es troba com a
Unica alteracid pero també es pot trobar associada a una altra alteracié cromosomica
(5%) o formant part d’un cariotip complex (=10%)%°.

La Figura 9 mostra la implicacié de la delecié de 5q en les SMD, alteracié no especifica

de I'entitat de la OMS del 2008° “SMD amb delecié 5q aillada”.
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Sindromes
mielodisplastiques

Sindromes mielodisplastiques amb
alteracions citogenétiques

SMD amb
delecié de 5q

SMD amb
del(5q) aillada

Figura 9. Diagrama que mostra la incidencia i rellevancia diagnostica de la delecié de

5q en les SMD (classificacié OMS del 2008)

La majoria de SMD amb delecié de 5qg presenten delecions llargues, no obstant, alguns
pacients presenten delecions més petites que han permeés la determinacié de regions
comunes delecionades (RCD)?. La Figura 10 mostra les dos RCD definides en la delecié:
- RCD 1: 5g32-33, caracteristica de la “Sindrome 5qg-".
- RCD 2: 5g31, caracteristica de la resta de SMD i de LMA.

[« SMD/LMA RCD 2
(CTTNNA1, EGR1)

Hodd
50332
5033.3

]« “Sindrome 5q- RCD 1
(RPS14, MIR145)

S04

5351 <« NPM1

54352

5035.3

Figura 10. Esquema de les dos RCDs en el cromosoma 5 i els gens clau (Adaptacid

d’Ebert, 2011%°)

Abreviatures: LMA: leucémia mieloide aguda; SMD: sindrome mielodisplastica.
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La RCD que més s’ha estudiat és la més distal, corresponent a la “Sindrome 5g-" i que
conté al voltant de 40 gens*°. Per determinar quin és el gen responsable del fenotip es
va avaluar I'efecte de la disminucié de I'expressié de diferents gens ubicats a 5932-33.
La técnica que es va utilitzar és la d'ARN d’interferéncia, a I'inhibir el gen RPS14 es va
observar el bloqueig de la diferenciacio eritroide. L'expressié de RPS14 en SMD amb
delecié de 59 és del 50% de I'expressié en SMD no del(5q), el que porta a pensar que el
mecanisme d’accié és I'haploinsuficiéncia' **. La disminucié d’expressié de RPS14
produeix augment dels nivells totals de p53, el que condueix a que els gens diana de
p53 implicats en la parada del cicle cel-lular es vegin afectats®.

També s’han identificat dos microRNAs implicats en el fenotip de la “Sindrome 5g-":
miR-145 (localitzat en la RCD1) i miR-146a (localitzat a 5g934). El knockdown d’aquests
dos gens resulta en trombocitosi, neutropénia moderada i displasia megacariocitica en
un model muri®.

Un altre gen important en les neoplasies mieloides és NPM1, aquest gen es troba
delecionat en casos en que la delecié de 5q és llarga i s’associa a un fenotip més
agressiu®”.

No tots els pacients amb delecié de 5g compleixen les caracteristiques definides en la
“Sindrome 5g-”, fet que fa pensar que hi ha altres alteracions que poden contribuir en
el fenotip de les SMD amb deleci6 de 5q, tals com: alteracions citogenetiques

acompanyants, mutacions en gens individuals o alteracions epigenétiques.

2.2.5. indexs pronostics

Les SMD sén un grup heterogeni de malalties clonals que presenten una gran
variabilitat pronostica, tant en termes de SG com d’evolucié a LMA. Per tant, és de
gran importancia intentar predir de forma precisa i individualitzada el pronostic d’un
pacient per poder adaptar-ne el tractament el maxim possible.

L’any 1997 es va publicar I'index pronostic que s’ha estat utilitzant fins a I'actualitat en
la practica clinica diaria de les SMD, l'International Prognostic Scoring System
(1PSS)*>>®. Aquest index es va dur a terme a partir de més de 800 pacients i tenia en

compte tres variables que han demostrat tenir pes pronodstic en supervivéncia i

'Haploinsuficiéncia: estat en el que només es té una copia funcional del gen, la qual no produeix
suficient producte genic per donar lloc a un fenotip normal, per tant, condueix a un fenotip aberrant.

27



Caracteritzacio clinico-biologica de les SMD amb delecié 5q

evolucié a LMA: percentatge de blastes a MO, el cariotip i les citopénies’. A la seva
vegada el cariotip es subdivideix en tres categories en funcié de les alteracions
citogenétiques: pronostic bo, intermedi o dolent. Tenint en compte aquestes tres
variables s’assigna una puntuacié que estratifica els pacients en quatre grups
pronostics diferents (Taula 7), amb diferencies estadisticament significatives en termes

de SG i evolucié a LMA:

- Baix: 0 punts. Mediana de SG: 5,7 anys. Evolucid a LMA del 25% dels pacients: 9,4
mesos.

- Intermedi-1: 0,5-1 punts. Mediana de SG: 3,5 anys. Evolucido a LMA del 25% dels
pacients: 3,3 mesos.

- Intermedi-2: 1,5-2 punts. Mediana de SG: 1,2 anys. Evolucié a LMA del 25% dels
pacients: 1,1 mesos.

- Alt: 2,5-3,5. Mediana de SG: 0,4 anys. Evolucié a LMA del 25% dels pacients: 0,2

mesos.

Taula 7. index prondstic internacional (IPSS)**3®

Variables pronostiques 0 punts 0,5 punts 1 punt 1,5 punts 2 punts
Blastes en MO <5% 5-10% - 11-20% 21-30%
Cariotip* Bo Intermedi Dolent -

Citopénies 0-1 2-3 - -

*Cariotip: Bo: normal, -Y, del(5q), del(20q) (com a unica alteracid); Dolent: complex (>3 alteracions) o
anomalies del cromosoma 7; Intermedi: altres alteracions Uniques o dobles

Abreviatures: MO: medul-la ossia.

No obstant I'IPSS presenta importants limitacions: I'aplicacié de la classificacid FAB
guan la classificacio vigent és la de la OMS, prop del 30% de les SMD no presenten
estudi citogenetic, el cariotip de pronostic intermedi és un calaix de sastre que conté
alteracions citogenetiques heterogénies, aixi com el pes excessiu dels blastes en

relacié amb el cariotip®’. Tenint en compte part d’aquestes limitacions, I’lany 2007, es

JHemoglobina <10g/dL, neutrafils absoluts <1.8x10%/L i plaquetes <100x10°/L>*°.
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va desenvolupar el WHO classification-based prognostic scoring system (WPSS)*2.
Aquest index pronostic es va desenvolupar inicialment amb més de 400 pacients i,
posteriorment, es va validar amb més de 700. Les variables pronostiques que té en
compte soén: la classificacié de la OMS 2001, la dependeéncia transfusional i les
categories de risc citogenetiques proposades per I'IPSS (Taula 8). D’aquesta forma es
defineixen cinc grups de risc: molt baix (0 punts), baix (1 punt), intermedi (2 punts), alt
(3-4 punts), molt alt (5-6 punts). Tot i que s’ha demostrat el seu valor pronostic, no
s’ha generalitzat I'Us de I"'WPSS per la subjectivitat en la valoracié de la displasia

morfologica i en els diferents criteris per iniciar suport transfusional.

Taula 8. index prondstic basat en la classificacié de la OMS 2001 (WPSS)*®

Variable pronostica 0 punts 1 punt 2 punts 3 punts
Categoria de la OMS 2001 AR, ARSA, “Sindrome 59-”  CRDM, CRDM-SA  AREB-1  AREB-2
Cariotip* Bo Intermedi Dolent -
Requeriments transfusionals® No Regular - -

* . . H
Cariotip: Bo: normal, -Y, del(5q), del(20q) com a unica alteracio; Dolent: complex (>3 alteracions) o
anomalies del cromosoma 7; Intermedi: altres alteracions Uniques o dobles

“Requeriments transfusionals: com a minim una transfusié cada 8 setmanes en un periode de 4 mesos

Abreviatures: AR: anemia refractaria; AREB: anémia refractaria amb excés de blastes; ARSA: anémia
refractaria amb sideroblastes en anell; CRDM: citopénia refractaria amb displasia multilinia; CRDM-SA:
citopenia refractaria amb displasia multilinia i sideroblastes en anell.

L'any 2008 es va comencar a gestar una versié nova de I'IPSS amb més de 7000
pacients, a partir de bases de dades de tot el mén. Aquest nou IPSS rep el nom de IPSS-
R i es basa en les variables presents en I'lPSS perd amb noves categories (Taula 9).
Estratifica els pacients en cinc grups de risc: molt baix (0-1,5 punts), baix (>1,5-3

punts), intermedi (>3-4,5 punts), alt (>4,5-6 punts), molt alt (>6 punts).
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Taula 9. index pronostic internacional revisat (IPSS-R)*

Variable Opunts 0,5punts 1punt 1,5punts 2 punts 3 punts 4 punts
Molt

Grup de risc citogenétic Molt bo - Bo - Intermedi Dolent

dolent
Blastes en MO (%) 0-2 - 3-4,9 - 5-10 >10 -
Hb (g/dL) >10 - 8-9,9 <8 - - -
Plaquetes (x10°/L) >100 50-99 <50 - - - -
PMN (x10°/L) >0,8 <0,8 - - - - -

Abreviatures: Hb: hemoglobina; MO: medul-la dssia; PMN: polimorfonuclears

Un dels principals canvis que s’introdueix en el nou IPSS (I'IPSS-R)* és la nova

categoritzacid pronostica de les alteracions citogenetiques. En I'antic IPSS, el pes

pronostic del cariotip havia estat infravalorat. Un estudi amb més de 2000 pacients va

determinar el major pes pronostic de la citogenética, per sobre del nombre de

blastes®’. La nova proposta pronostica citogenética (a partir de quasi 3000 pacients) va

permetre la identificacié de 19 categories citogenétiques diferents®®. La Taula 10

mostra els diferents grups citogenetics amb impacte pronostic (efecte en la SG i

I'evolucid a LMA).
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Taula 10. Subgrups citogenétics pronostics. Adaptacié de Schanz i cols., 2012%

Subgrup pronostic

Bo
Molt bo Intermedi Dolent Molt dolent
(referencia)
Unica:
Normal del(7q) Unica:
Unica: +8 inv(3)/t(3q)/del(3q)
Unica: del(5q) i(17q) 7
Complex (>3
del(11q) del(12p) +19 Doble amb -
alteracions)
-Y del(20q) Altres 7/del(7q)
Doble amb Clons Complex (3
del(5q) independents alteracions)
Altres doble
SG 60,8 48,6 26,0 15,8 5,9
Hazard ratio  0,5(0,3-0,7) 1.0(0,9-1,1) 1,6 (1,4-1,8) 2,6 (2,1-3,2) 4,2 (3,4-5,2)
LMA™ 78,0 21,0 8,2
NA NA
Hazard ratio 2,2 (1,8-2,7) 3,4 (2,5-4,6) 4,9 (3,6-6,7)

.
SG i risc d’evolucié a LMA expressat en mediana de mesos.

Abreviatures: LMA: leucemia mieloide aguda; NA: no assolit; SG: supervivéncia global.

Aquesta nova categoritzacié genetica condueix a un millor coneixement de I'impacte

pronostic de les alteracions citogenetiques, especialment, respecte I'estratificacié de

I'IPSS, en que en la categoria de pronostic intermedi s’incloien una miscel-lania

d’alteracions. A la Figura 11 es mostra com canvien els subgrups citogenetics

pronostics en el nou sistema d’estratificacid citogenetica.
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Grup de risc citogenétic Nou grup de risc
IPSS citogeneétic

Molt bo
Bo (n=63)

(n=1834) Bo

(n=1771)

Molt bo
(n=20)

Bo
(n=64)

Intermedi
(n=621)

Intermedi
(n=525)

Dolent
(n=12)

Intermedi
(n=13)

Dolent Dolent
(n=346) (n=138)

Molt dolent
(n=195)

Figura 11. Canvi dels subgrups pronostics en el nou sistema comparat amb el modul

citogenetic de I'lPSS*®

2.2.6. Tractament

L'objectiu del tractament en les SMD és controlar els signes i simptomes, aixi com les
citopenies i el risc d’evolucié a LMA, reduir el nombre de transfusions i, finalment,
millorar la qualitat de vida i la SG.

La decisid d’iniciar tractament en les SMD es basa en el pronostic individual. D’aquesta
forma es defineixen dues grans categories: pacients de baix risc i pacients d’alt risc

(Taula 11).
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Taula 11. Definicié de pacients de baix i alt risc tenint en compte els diferents index

pronostic (IPSS, IPSS-R i WPSS)™

Baix risc Alt risc

1- IPSS de baix risc, i WPSS i IPSS-R baix i | 1- IPSS de risc intermedi-2 o alt, i/o
molt baix. WPSS i IPSS-R de risc alt o molt alt.

2- IPSS intermedi-1, i WPSS i IPSS-R de | 2- IPSS intermedi-1, i/o WPSS i IPSS-R de
risc intermedi que no presentin risc intermedi que presentin com a
alguna de les seglients minim alguna de les seglents
caracteristiques: caracteristiques:

a. Anomalia citogenetica de risc alt a. Anomalia citogeneética de risc alt
o molt alt segons I'IPSS-R. o molt alt segons I'lPSS-R.

b. Plaguetes <30x10°/L b. Plaguetes <30x10°/L

c. Polimorfonuclears <0,5x10°/L c. Polimorfonuclears <0,5x10°/L

d. Mielofibrosi d. Mielofibrosi

Abreviatures: IPSS: index pronostic internacional; IPSS-R: index prondstic internacional revisat; WPSS:
fndex pronostic basat en la classificacié de la OMS 2001.

Les indicacions de tractament que es detallen en el punt 2.2.6.1i el 2.2.6.2 es basen en
les recomanacions elaborades pel Grup Espanyol de SMD que recull el document
titulat Guias espafiolas de diagndstico y tratamiento de los sindromes mielodispldsicos

y la leucemia mielomonocitica crénica™.

2.2.6.1. Tractament en els pacients de baix risc

Les opcions terapeutiques en els pacients de baix risc varien des de I'observacié, en
casos sense citopénies o citopénies sense necessitat de tractament, fins a
trasplantament al-logénic. Principalment, es poden distingir dos grans grups:

- Tractament de suport, on el principal objectiu és la millora global de simptomes

o signes provocats per la malaltia de forma inespecifica.

- Tractament farmacologic actiu, on el principal objectiu és la millora de les

citopenies i la simptomatologia, especialment, 'anemia.
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El tractament de suport inclou el tractament de I'anémia, neutropénia,

trombocitopeénia i la sobrecarrega de ferro transfusional.

El tractament de I'anémia“ es basa en el suport transfusional amb concentrats
d’hematies. Conseqliencia de les transfusions repetides de concentrats d’hematies es
produeix una sobrecarrega férrica, toxica per a determinats organs. La insuficiéncia
cardiaca ha mostrat ser la principal causa de mort deguda al cimul de ferro cardiac.
Per aquest motiu, en alguns pacients pot estar indicat el tractament amb un agent
quelant del ferro, el farmac de primera eleccié és el deferasirox™. El principal objectiu
és mantenir la sobrecarrega en uns nivells que no causi danys viscerals (cor, fetge,
pancrees, hipofisi,...).

Pel tractament de I'anémia també s’usen agents estimulants de I’eritropoesi que
poden millorar els nivells d’hemoglobina, aixi com disminuir les necessitats
transfusionals.

La neutropenia és freqiient en els pacients amb SMD, amb una incidéncia al voltant del
45%. En aquests casos, es recomana I'Us d’antibiotics de forma profilactica i de factors
estimulants de colonies de granulocits, pero no de forma generalitzada. Els antibiotics
estan indicats en pacients sota tractament mielotoxic i/o infeccions greus.

La incidencia de la trombocitopénia és molt variable. En tal cas, es poden tractar amb
transfusions de concentrats de plaquetes, en que el principal objectiu és evitar o
tractar hemorragies majors o amb risc vital. També es disposa d’analegs de la
trombopoetina que poden augmentar el nombre de plaquetes*’. Tot i aixo, el seu Us

nomeés es recomana sota un assaig clinic.

El tractament farmacologic actiu es basa en farmacs tals com la lenalidomida,

tractament immunosupressor, agents hipometilants,... Donat que part del treball que
es presenta es basa en pacients diagnosticats de SMD tractats amb lenalidomida en
faré una especial mencio.

La lenalidomida és un analeg de la talidomida, amb potent capacitat antiangiogenica i
immunomoduladora, per aquest motiu s’inclou dins del grup de farmacs IMID

(Immunomodulator Drug). Esta aprovat als Estats Units pel tractament dels pacients

kL’Organitzacié Mundial de la Salut defineix anémia com valor d’hemoglobina inferior a 13g/dL en
homes i inferior a 12g/dL en dones.
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amb SMD de baix risc (IPSS baix i intermedi-1) amb delecié 5q (aillada o acompanyada
d’altres alteracions) i anémia depenent de transfusions. Tot i aix0, no esta aprovada a
Europa pel tractament de les SMD. L'Us de la lenalidomida esta justificat per dos

. ;. . ., 42,4
assajos clinics de fase Il en pacients amb delecié 5q**

, tot i que també ha mostrat ser
eficac en pacients sense delecié 5q i amb requeriments transfusionals®. En pacients
amb delecid 5q s’han observat molts bons resultats, en termes de resposta eritroide i
citogenetica. Es va observar una taxa d’independencia transfusional del 67% amb una
durada de 2,2 anys, a més, el 73% dels pacients mostraven resposta citogenética®. La
dosi més utilitzada de lenalidomida és de 10 mg diaris durant 21 dies seguits en cicles
de 28 dies. Aquestes dades es van veure reforcades amb un assaig clinic de fase Ill en
gue es comparaven dosis de 5 mg vs. 10 mg vs. placebo. En el grup de 10 mg es va
observar independencia transfusional en el 56% dels pacients. La resposta al
tractament és, generalment, rapida; per aquest motiu, s’acostuma a interrompre el
tractament en aquells pacients que no han respost als tres cicles* i no s’ha d’allargar
més de 4 cicles. La no aprovacido de la lenalidomida per I’Agéncia Europea del
Medicament va ser perque no es disposava de dades cliniques que demostressin que
el tractament amb lenalidomida no estava relacionat amb una major taxa d’evolucio a
LMA. No obstant, estudis posteriors com el de Kuendgen i cols. de I'any 2012 han
rebatut aquesta idea. L’avaluaci6 de 295 pacients tractats amb lenalidomida
(provinents de dos assajos clinics) i de 125 pacients de risc baix/intermedi-1 amb
delecié 5q, dependéncia transfusional i no tractats amb lenalidomida, va mostrar que
la incidéncia d’evolucioé a LMA als dos anys era del 6,9% i 12,1%, respectivament. El risc
de progressid6 a LMA era similar en les dues cohorts, tot i que el tractament amb
lenalidomida s’associava a una millora en la supervivencia. La toxicitat associada al
tractament és, basicament, hematologica (trombocitopénia i neutropénia) i és més
freqglient en pacients amb delecié 5q.

En determinats casos, les SMD van acompanyades d’alteracions immunes dels limfocits
T, que produeix mielosupressid d’origen autoimmune i contribueix a I’hematopoesi
ineficag. Per aquest motiu, I'Us de gammaglobulina antitimocitica combinada o no amb
ciclosporina A (medicament immunosupressor) han mostrat ser eficacos en el

tractament de les SMD". Les indicacions d’aquest tractament sén molt limitades i es
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reserven a pacients que han fracassat en altres linies previes de tractament. A més, es
tracta d’un tractament complex i que s’associa a una important toxicitat.

Els agents hipometilants, tals com I'azacitidina i la decitabina, sén farmacs que tenen la
capacitat d’inhibir ’ADN metiltransferasa' i aixi revertir el silenciament transcripcional
dels gens supressors de tumors i restaurar el funcionament normal de les cél-lules
hematopoetiques alterades. Els agents hipometilants han mostrat gran eficacia en les
SMD, especialment, en els pacients d’alt risc. No obstant, podria considerar-se’n I'is
de l'azacitidina en pacients de baix risc sense resposta o en cas de fracas a agents
estimulats de I'eritropoesi, i en pacients amb presencia de delecié 5q no responedors a
la lenalidomida. Actualment, I’Agéncia Europea del Medicament, entre d’altres™, n’ha
aprovat I'ts en pacients adults no candidats a rebre transplantament de progenitors
hematopoetics amb SMD de risc intermedi-2 i alt d’acord amb I'IPSS. Per ultim, cal
mencionar el transplantament al-logénic de progenitors hematopoétics que és la Unica
alternativa terapéutica curativa en pacients amb SMD. El transplantament no és una
opcidé de primera linia, tot i que s’ha de considerar individualment en pacients joves

refractaris a altres tractaments.

2.2.6.2. Tractament en els pacients d’alt risc

L’objectiu del tractament en aquest grup de pacients és modificar la historia natural de
la malaltia, allargant la SG i reduint el risc d’evolucié a LMA.

Les indicacions terapéutiques en SMD d’alt risc inclou agents hipometilants,
guimioterapia intensiva de tipus LMA i transplantament al-logénic de progenitors
hematopoetics.

L’azacitidina és el farmac hipometilant d’eleccié en el tractament de les SMD d’alt risc
(enfront a la decitabina) i esta aprovat a Espanya amb aquesta indicacié. L’azacitidina
s’ha de considerar com el tractament de primera linia en les SMD d’alt risc que no es
consideren candidates a tractament intensiu o que, en cas de ser-ho, no disposin de

donant apropiat per a un transplantament al-logénic. En tal cas, la seleccié del

'ADN metiltransferasa: Enzim que catalitza la reaccié de transferencia dels grups metil a I’ADN. La
metilacié de ’ADN condueix a la repressio dels gens supressors tumorals.

"l’azacitidina també estd aprovada per pacients adults no candidats a rebre transplantament de
progenitors hematopoeétics i diagnostic de LMMC amb 10-29% de blastes en MO (sense patologia
mieloproliferativa) o LMA amb 20-30% de blastes i displasia multilinia d’acord amb la classificacié OMS.
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tractament ha de ser individualitzat i basat en factors propis del pacient i de la
malaltia.

La quimioterapia intensiva tipus LMA esta indicada en pacients menors de 65 anys i
gue no disposen de donant, sense comorbiditats greus i amb citogenética de risc
favorable. La taxa de resposta és del 50-60%. Els resultats a llarg termini no sén gaire
esperancadors ja que es calcula un risc de recaiguda molt elevat (70-80%), curta
durada de la remissi6 (8 mesos de mediana) i de la SG (12 mesos de mediana)**™°. El
transplantament autoleg en pacients amb remissido completa després de quimioterapia
no esta indicat.

Com ja s’ha mencionat anteriorment, el transplantament al-logénic de progenitors
hematopoétics és la Unica modalitat amb capacitat curativa en les SMD. Els factors que
influeixen en el seu resultat son: edat, index de comorbiditat, estadi de la malaltia
(subtipus FAB, OMS o proporcié de blastes), el grup de risc citogenétic segons I'IPSS, la
dependencia transfusional, la sobrecarrega ferrica i el temps des del diagnostic al

transplantament®®.

3. Tecniques d’analisi geneétic
3.1. Citogeneética convencional
La CC és la tecnica que permet I'estudi dels cromosomes segons la seva mida i forma.
Al llarg del temps s’han anat desenvolupant diverses técniques que han permés la
produccié de patrons de bandes especifics per a cada parell cromosomic i que permet
la descripcid del cariotip. En funcidé del reactiu que s’utilitza per I'elaboracié de les
bandes cromosomiques es distingeixen diferents tipus de meétodes. D’aquesta forma
es distingeixen dos grans grups de tecniques de bandeig cromosomic:

1- Tecniques que resulten en bandes distribuides al llarg de tot el cromosoma:

bandes G-, Q- i R-.
2- Tecniques que tenyeixen estructures cromosomiques concretes, tals com zones

heterocromatiques, bandes telomeriques o regions organitzadores del nucleol.

Les bandes cromosomiques sén estructures llargues, d’entre 5 i 10 Mb, que poden
incloure centenars de gens. La técnica més estesa per I'estudi del cariograma és la

técnica de bandes G, en que la tinci6 amb el colorant (Giemsa, Wright, Leishman,...)
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produeix un patrd de bandes clares i fosques que permet la identificacio diferencial
dels cromosomes. Les bandes fosques acostumen a ser riques en nucleotids AT i
pobres en gens; en canvi, les bandes clares (colorant negatives) sén riques en
nucleotids CG i contenen gran quantitat de gens.

L’analisi del cariograma permet la definicié del cariotip” que tal com s’ha esmentat en

el punt 2.2.4 és de gran importancia en el diagnostic i pronostic de les SMD.

3.2. Hibridacio in situ fluorescent

La tecnica de FISH va marcar l'inici d’'una nova era, als anys 80 en I'estudi citogenetic,

de regions d’ADN especifiques que no poden ser detectades amb técniques de bandeig

cromosomic.

La técnica de FISH permet detectar i localitzar seqiiencies especifiques d’acids nucleics

(ADN o ARN) sobre preparacions cromosdmiques, extensions cel-lulars i talls de teixit>”

% La técnica de FISH es basa en la hibridacié d’una seqiiéncia d’ADN, que s'anomena

sonda, contra la seva seqliéncia complementaria en la mostra a estudiar; tant en

metafase com en interfase. Les sondes poden estar marcades directament o

indirectament amb fluorocroms. La visualitzacio i analisi final té lloc al microscopi de

fluorescencia.

La tecnica de FISH es basa en I’habilitat de I’ADN de desnaturalitzacid i renaturalitzacio. La

Figura 12 mostra les etapes principals de la técnica de FISH:

a. Es parteix d’ADN corresponent a la sonda (en vermell i a I'esquerra de la figura) i
I’ADN de la mostra a estudiar (en blau i a la dreta de la figura). Les linies negres
indiguen els ponts d’hidrogen que mantenen unides les dos cadenes de I’ADN.

b. Previ a la hibridacid, es porta a terme el marcatge de la sonda, ja sigui indirecte
(marcatge amb nucleodtids modificats que contenen biotina o digoxigenina) o directe
(marcatge amb nucleotids i fluorocrom). El marcatge es porta a terme mitjancant
métodes enzimatics com la nick translation®®, en que un enzim ADN polimerasa amb
activitat exonucleasa trenca la cadena d’ADN i, posteriorment, afegeix nucleotids
marcats amb fluorocrom. Es un métode que es basa en I'accié de dos enzims: una

ADNasa que talla 'ADN cada 500 pb i una ADN polimerasa que incorpora

"Es defineix cariotip com I'Gs de la nomenclatura per descriure els cromosomes (ja siguin normals o
alterats) en una determinada cél-lula, teixit o linia cel-lular.
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nucleotids marcats amb fluorocrom. Un pas important és I'addici6 d’ADN Cot-1
(sequiencies repetitives d’ADN) amb I'objectiu de suprimir la hibridacié de seqiiencies
repetitives.

c. Desnaturalitzacié de ’ADN de la sonda i de la mostra a estudiar, amb calor o agents
quimics.

d. Hibridacié de la sonda amb la mostra a estudiar, per complementarietat de bases,
unes 16-48 hores (un minim de 4 hores) a 372C. El temps variara en funcié de la sonda
utilitzada.

e. Rentats post-hibridacid, per tal d’eliminar I'excés de sonda no unida a 'ADN diana,
mitjangant solucions salines o formamida.

En cas de marcatge indirecte, hi ha un pas addicional per la deteccié de ’hapté® no
fluorescent (biotina o digoxigenina), mitjangant una reaccié enzimatica. Tot i que el
marcatge directe és més rapid, el marcatge indirecte permet amplificar la senyal final.

f. Contratincié de 'ADN amb DAPI Il (4',6-diamidino-2-phenylindole). EI DAPI Il és un
fluorocrom que s’uneix de forma inespecifica a I’ADN (especialment en zones riques
en AT) i permet la identificacid dels nuclis al microscopi de fluorescencia.

g. Visualitzacio al microscopi de fluorescencia. Els microscopis contenen una bombeta
de mercuri que emet llum que excita els fluorocroms presents en la preparacié. Per a
la visualitzacié de les senyals fluorescents s’usen filtres especifics per a cadascun dels

fluorocroms.

°Hapte: Substancia lliure de proteines, gairebé sempre d'un pes molecular baix, que pot reaccionar amb
un anticos.

39



Caracteritzacid clinico-biologica de les SMD amb delecié 5q
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Figura 12. Etapes de la técnica de FISH (Adaptacié de Speicher i Carter, 2005°)

La técnica de FISH s’utilitza de forma rutinaria en I'estudi constitucional i de neoplasies
hematologiques i de tumors solids. A banda de permetre la deteccié d’alteracions
numeriques i estructurals a una major resolucio, també pot ajudar a la identificacié de
cromosomes marcadors. A més, es pot utilitzar per a la confirmacié de guanys i/o

perdues detectats per altres tecniques, com els microarrays gendomics.
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3.2.1. Tipus de sondes

En la Figura 13 es representen graficament els diferents tipus de sondes i, a continuacio,

es detallen les principals caracteristiques:

a. Sonda de locus especific. Sondes especifiques per a regions concretes del genoma.
Permet la identificacié d’alteracions numeriques i estructurals (tals com delecions i
translocacions).

b. Sonda centromeérica. Sonda que s’uneix a seqliencies repetitives que son especifiques
de les regions centromeriques. Permet la deteccié d’alteracions numériques (guanys
o pérdues).

c. Sondes telomeériques. Sondes que reconeixen sequencies repetitives TTAGGG i que
permet la visualitzacid simultania de tots els telomers. Sondes telomeriques
especifiques de cromosoma hibriden en regions subtelomeriques. Aquest tipus de
sondes s’utilitzen per detectar reordenaments implicant regions subtelomeériques que
son frequients en casos de retard mental.

d. Sondes de pintat cromosomic. Conjunt de sondes que permeten la identificacié d’un
cromosoma en concret. Permet la identificacié de cromosomes marcadors, guanys,

pérdues o reordenaments de cromosomes concrets.

a b c d
Sonda de Sonda Sonda Sonda de pintat
locus especific centromerica telomerica cromosomic

Figura 13. Exemples dels diferents tipus de sondes de FISH (Hibridacié in situ

fluorescent) (Adaptacié de McNeil i Ried, 2000°?)
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Actualment, hi ha un gran ventall de sondes comercials. No obstant, en cas de
necessitar una sonda per una regié concreta es pot procedir al disseny de “sondes no

comercials”.

3.2.2. Sondes no comercials

Les sondes no comercials o “casolanes” (en anglés, hand-made) es poden fabricar a
partir de seqiiencies d’ADN complementari®, plasmids®, cosmids®®, clons P1%,
fosmids®®, YACs (de I'anglés yeast artificial chromosome)®” o BACs (de I'anglés,
bacterial artificial chromosome)®’. En funcié de la longitud de ’ADN que es vol clonar
s’utilitzaran uns vectors o altres.

No obstant, els vectors més utilitzats per I'elaboracié de sondes sén els BACs. Els BACs
son F-plasmids que contenen el fragment d’ADN a clonar (al voltant de 300 Kb, es
requereix un minim de 10 Kb) i un gen de resisténcia a un antibiotic. El plasmid és
transfectat a cél-lules Escherichia coli que es cultiven amb medi LB (Luria-Bertoni). Les
cel-lules que han incorporat el plasmid sén les que sobreviuran ja que contenen el gen
de resistencia a I'antibiotic. El pas final és la lisi de les bacteries per aillar les
seqliencies d’ADN clonades. El métode de marcatge més estes en I'actualitat és el de la
Nick Translation®, ja definit anteriorment. Un cop es disposa de la sonda marcada es
procedeix a la comprovacid de la localitzacido del BAC i, aixi, descartar possibles co-
hibridacions amb altres regions del genoma. Aquesta verificacié té lloc portant a terme

la tecnica de FISH sobre extensions de metafases provinents d’individus sans.

3.3. Microarrays d’ADN genomic

Un microarray és una col-leccié de bioelements ordenats ortogonalment en files i
columnes sobre un suport solid. En funcié dels bioelements presents en el microarray
es distingeixen: microarrays d’expressido (ADN complementari), d’ADN gendomic (ADN),
de teixits, de proteines o de cel-lules. Els microarrays d’ADN genomic s’utilitzen per
I'estudi d’alteracions en el numero de copies d’ADN o per l'estudi del genotip
mitjangant canvis en un Unic nucleotid (SNP, single nucleotide polymorphism).

Es distingeixen dos tipus de microarrays d’ADN genomic: microarrays d’hibridacid

genomica comparada (HGC) i microarrays de SNP.
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Els microarrays d’HGC van sorgir com una evoluci6 de la técnica d'HGC,
desenvolupada a principis dels anys 90%. Es basa en la hibridacié competitiva d’ADN
tumoral contra ADN normal, cadascun d’ells marcats amb fluorocroms de diferent
color. La hibridacid es produeix sobre una extensi6 de metafases normals. Una
limitacio important de la técnica és la seva resolucio (5-10 Mb).

La técnica de microarrays d’HGC es va descriure a finals dels anys 907%"*

pero enlloc de
portar a terme la hibridacid sobre un portaobjectes amb metafases es produeix sobre
un suport solid amb milers o milions de sondes, que permet I'estudi complet del
genoma a una major resolucid. Es distingeixen dos tipus de microarrays d’'HGC: de
BACs (BACs, d’entre 200 i 300 Kb) o d’oligonucleotids (seqiiencies de 60-80 pb).

Els microarrays de SNP (técnica que s’ha fet servir en la present tesi) van ser descrits a
I"any 200072 i sén una variant dels microarrays d’oligonucleotids que a més contenen
variants tipus SNP. A diferencia dels microarrays d’HGC, la hibridacid no és

competitiva, la mostra tumoral i control (en cas de tenir-ne) s’hibriden en microarrays

independents i, posteriorment, es comparen els resultats obtinguts (Figura 14).

a Mostra A Mostra B b Mostra A Mostra B
Allel ]l ey, sy Al e ——
Al-lel 2 e IS /\||c| 2 — P ——
mm— Amplificacié Emm Amplificacié
Regid 1 | Regid 2 | Regid 3 Regid 1 | Regid 2 | Regid 3 Regid 1 | Regid 2 | Regid 3 Regid 1 | Regid 2 | Regi6 3

Produccié de la
mostra i marcatge
amb biotina,
estreptavidina i

Cya Cyl ficoeritrina

Produccié de la
mostra i marcatge

Allel 1 e mms m—s - ——" - e Allel]l s e e e e - -
Al-lel 2 —L—— g —l—{——— . — - YN ) ==== =E=E====
== [ W
- =
Regi6 1 | Regi6 2 | Regi6 3 Regi6 1 | Regi6 2 | Regi6 3 Regid 1 | Regid 2 | Regid 3 Regio 1 | Regid 2 | Regié 3

Hibridacié al
microarray

Hibridaci6 al
microarray

Figura 14. Esquema del proces basic dels microarrays d’'HGC (a) i microarrays de SNP

(b) (Adaptacié de Gresham i cols., 2008”%)

Abreviatures: HGC: hibridacié gendmica comparada; SNP: single nucleotide polymorphism
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El microarray de SNP permet detectar canvis en el nombre de copies (guanys i
perdues) perdo a la seva vegada permet detectar la preséncia o abséncia d’un
determinat SNP, el que permet conéixer simultaniament la seqiiéncia de variants
géniques. Com a consequiéncia, podem reconeixer I'origen parental de cada copia i
d’aquesta forma poder detectar possibles disomies uniparentals® adquirides. Una
disomia uniparental adquirida (DUPa) és una pérdua d’heterozigositat® (LOH, de
I’'angles loss of heterozigosity) en que no hi ha canvi en el nombre de copies. En regions
on hi ha DUP es produeix perdua d’una part del cromosoma i posterior reemplagament
amb la copia exacta del cromosoma romanent. El resultat és la retencioé de dos copies
pero amb pérdua de diferencies polimorfiques (es passa d’un estat heterozigot a un

estat homozigot). El mecanisme de formacié de les DUPa es descriu en la Figura 15.

DUP clonal adquirida

DUP somatica Progressié maligna

[ 5 al b1 el 1

d
I ' I ' ' I l ' DUPa segmental
y ! La delecio segmental és
i e i I | — corregida per duplicacié
& utilitzant el cromosoma
romanent com a plantilla

Recombinacié mitotica

\/ 1|

nn 1
| II"'K |nd
11
|1l

b2
' ' La recombinacié mitotica
pot conduir a l'intercanvi

de cromatides

—

— e
_‘.—.EI
et Mo

3 DUPa numeérica

Mala segregacio
cromosomica en la mitosi

R

d

L e
P

Figura 15. Possibles mecanismes de formacid de disomies uniparentals adquirides

(Adaptacié de Makishima i cols., 2011"%)

PDisomia uniparental: condicié en que un individu presenta dos cromosomes que provenen del mateix
progenitor.

Perdua d’heterozigositat: pérdua d’un dels al-lels en un determinat locus, resultat d’un canvi genétic,
com delecié durant la mitosi, conversié génica o mala segregacié cromosomica.
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La deteccid d’aquest tipus d’alteracions és de gran importancia perque diferents tipus
de DUPa tenen lloc en el cancer’. Les conseqiiéncies patogéniques de la DUPa es
descriuen en la Figura 16.

DUP sense conseqiiéncies patogéniques | DUP en regidé que conté un gen supressor

de tumors mutat

No mutacio
CEL-LULA
NORMAL

Mutacid en heterozigosi
CEL:-LULA NORMAL

D> a mm g
uuguu

Mutacié en homozigosi
CEL-LULA TUMORAL

[> Mutacié

Figura 16. Conseqiiéncies patogeniques de la disomia uniparental

Abreviatures: DUP: disomia uniparental.

En la Taula 12 es mostren les avantatges i inconvenients de la teécnica de microarrays

de HGC i de SNP.

Taula 12. Avantatges i inconvenients dels diferents tipus de microarrays gendmics

Microarrays d’"HGC Microarrays de SNP

Plataforma robusta: bona cobertura

Possibilitat de disseny a mida
Avantatges
Hibridacié de dos colors
Deteccié de DUPa
HGC de BACs: disseny casola

HGC BACs: baixa resolucié (180-200Kb) Hibridacio en 2
Inconvenients
i especificitat (co-hibridacio) microarrays

Abreviatures: HGC: hibridacié genomica comparada; SNP: single nucleotide polymorphism; DUPa:
disomia uniparental adquirida; BAC: bacterial artificial chromosome.
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3.4. Tecnica de seqlienciacio directa
A la decada dels 70, Frederick Sanger va desenvolupar el métode de seqiieéncia dideoxi,

376 Aquest

actualment, conegut com a meétode Sanger o de seqiienciacié directa
meétode es basa en la sintesi de cadenes d’ADN de diferents llargades mitjangant
I'addicié de dideoxinucleotids trifosfats (ddNTPs), nucleotids sense el grup hidroxil
(-OH) en l'extrem 3’. Els grups hidroxil sén necessaris per la formacié d’enllacos
fosfodiester que permeten I'elongacié de la cadena d’ADN. D’aquesta forma en
incorporar un ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP o ddTTP) a I'atzar es para el procés de
sintesi d’ADN i es produeixen un conjunt de seqliencies de diferents mides, en que cap
d’elles acaba en el mateix nucleotid. Posteriorment, es procedeix a |'analisi de
seqliencies mitjancant un gel d’electroforesi on els fragments ordenats per mida
permeten saber quina base nucleotidica es troba al final de cada fragment i aixi
determinar la seglieéncia nucleotidica.

Una modificacié de la técnica de Sanger és I'addicié de ddNTPs marcats amb molécules
fluorescents. Cadascun dels ddNTPs es marca amb un fluorocrom que s’excita a
diferents longituds d’ona. Es porta a terme la reaccid de polimeritzacid i s'analitza en
un seqlenciador que és un sistema d'electroforesi capil-lar d'alta resolucié unit a un

sistema de deteccio de fluorescéncia. La Figura 17 mostra un esquema del procés.
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En la Taula 13 es mostra una taula comparativa de les diferents técniques utilitzades

en la present tesi per la deteccid d’alteracions cromosomiques.

Taula 13. Comparacio de tecniques d’analisi genétic

Deteccio
Guanysi Translocacié  Reordenament Mutacions
Teécnica Poliploidia Amplificacio Clonalitat  DUPa
pérdues reciproca no equilibrat puntuals
Cariotip + + + + + + - -
Microarray
- + - + + - - -
d’HGC
Microarray de
- + - + + - + -
SNP
FISH + + + + + + - -
Seqtienciacio* - - - - - + - +

"Métode Sanger o de seqlienciacio directa
Abreviatures: SNP: single nucleotide polymorphism; FISH: hibridacié in situ fluorescent.

4. Caracteristiques genétiques de les SMD
Les SMD han estat ampliament estudiades mitjancant diferents tecniques: CC, FISH,

microarrays d’ADN genomic i, més recentment, estudis de seqlienciacid.

4.1. Estudis de citogenética convencional

Com ja s’ha mencionat amb anterioritat, els estudis de CC sén de gran importancia
diagnostica i pronostica. Amb I'objectiu de determinar el paper pronostic de cadascuna
de les alteracions citogenétiques s’han portat a terme varis estudis multicentrics. Les
principals troballes d’aquests estudis es resumeixen en la Taula 14. Es ben conegut i ho
demostren totes les séries que han estudiat I'impacte pronostic de les alteracions
citogenetiques en les SMD, que la delecié de 5 com a Unica alteracié és una alteracio
associada a bon pronostic. No obstant, cal determinar el paper pronostic de les
alteracions citogenetiques que poden acompanyar a la delecid de 5qg. Per aixo,
centrant-se només en aquest subgrup de pacients s’han publicat fins la presentacio

d’aquesta tesi, principalment, quatre estudis®>’*%,
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Taula 14. Estudis citogenétics ens diferents series. Adaptacié de Haase, 2008%

Nombre de % casos Categoritzacid pronostica

Autor, any =

pacients alterats Bo Intermedi Dolent
Knapp i cols.®, 1985 174 38 Normal Complex
Nowell i cols.®#, 1986-1989 144 44 5q-, 20q- +8 -7/79-
Billstrém i cols.®®, 1988 169 44 Normal, 59- +8 -7/7q-
Pierre i cols.*, 1989 247 43 Normal Complex
Morel i coIs.gG, 1993 408 37 Normal, 5q-, -Y, -7/79-, 20g- +8 Complex
Toyama i cols.”’, 1993 401 50 +8 -7/79- Complex
White i cols.®®, 1994 198 38 Normal, 59- 12p-, +21 Complex, +8, 20q-
Greenberg i cols.ss, 1997 816 40 Normal, 5g-, 20g-, -Y La resta Complex, alteracions del 7
Solé i cols.”>, 2005 968 51 Normal, 5g-, 20q-, -Y, 11qg-, 12p-  t(3q), +8, +9, t(11q), 17p- Complex, -7/79-, i(17q)

Normal, +1/+1q, t(1q), 59—,
Haase i cols.”®, 2007 2072 51 O ’ +8, 119, t(11923), Complex (>3), t(5q)
alteracio del 15, t(17q), +19, complex (=3)
20q-, 21, + 21, =X, -Y » complex\=
Bernasconi i cols.sg, 2007 491 60 Normal, 5g-, 20g-, -Y, 11qg-, 12p- -7/79-, la resta Complex, alteracions de 3q
Pozdayakova i coIs.gO, 2008 1029 45 Normal, 5g-, 20g-, -Y +8, la resta Complex, -7/79-
28 Normal, 5g-, 20q-, -Y, 12p-, 11g-, 79-, +8,i(17q), +19, la Complex, inv(3)/t(39)/39-, -7, doble
Schanzicols.”, 2012 2801 45
doble amb 5g- resta, qualsevol doble amb -7/79-
Molt bo: -Y, 11g- Dolent: -7, inv(3)/t(3q)/3g-, doble amb
39 7q_; +8I +191 |(17q)l

Greenbergi cols.™, 2012 7012 2588 Bo: Normal, 5g-, 12p-, 20qg-, doble -7/7q, complex (=3 alteracions)

amb 5¢g-

resta, qualsevol doble

Molt dolent: Complex (>3 alteracions)

.
Si no es descriu el contrari, totes les alteracions es consideren com a canvis Unics.
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4.2, Estudis amb la técnica de FISH

La tecnica de FISH ha mostrat ser de gran utilitat en I'estudi de les SMD, ja que les
principals alteracions d’aquest de grup malalties hematologiques son els guanys i les
perdues. S6n nombrosos els estudis en que s’han aplicat una bateria de sondes per
demostrar la incidéncia d’alteracions citogenétiques en casos en que la CC havia
mostrat un cariotip normal. En la Taula 15 es mostren els principals estudis en que
I'aplicacio de la técnica de FISH ha mostrat ésser d’utilitat en I'estudi de les SMD i la

incidéncia de la delecié 5q.

Taula 15. Séries en que han estudiat la delecié 5g mitjancant la técnica de FISH

Nombre de FISH 5g-/-5

Autor, any Regid analitzada
pacients n (%) casos alterats

Rigolin i cols.”*, 2001 101 5 (5,0) 531
Shen i cols.”, 2001 48 6 (12,5) 5¢31
Romeo i cols.”, 2002 40 2 (5,0) 5033-34 (CSF1R)
Bernasconi i cols.®*, 2003 57 2(3,5) 5931 (EGR1)
Yilmaz i cols.”, 2005 21 3(14,3) 5q31 (EGR1)
4.3. Estudis de microarrays genomics

En la dltima década els estudis de llargues series de SMD amb técniques d’alta
resolucié com sén els microarrays gendmics han augmentat considerablement. No
obstant, hi ha tres grans estudis que han servit per assentar i demostrar la utilitat dels
microarrays en I'estudi de les SMD. A continuacié es comentaran els més destacats.

L’any 2007, Mohamedali i cols.?® van publicar un estudi en que analitzaven 119 SMD de
baix risc amb microarrays genomics d’Affymetrix® (50K, 250K i 500K; microarrays de
SNP), detectant amplificacions, delecions i DUP, 8, 10 i 46%, respectivament; aquest
estudi es va portar a terme sense teixit control normal del mateix pacient. L’any 2009,
Heinrichs i cols.”” van estudiar una série de 51 SMD (33 dels quals tenien cariotip
normal) amb el microarray de 250K d’Affymetrix® (microarray de SNP), un 41% dels
pacients presentaven alteracions, i si es centraven en els que tenien cariotip normal,

un 15%. Aquest estudi, va mostrar un pas endavant ja que I'analisi dels resultats es va
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produir amb teixit control del mateix pacient. Per ultim, la série més amplia estudiada

% amb Iestudi de 250 SMD i criteris d’analisi més

és la corresponent a Tiu i cols.
estrictes. La plataforma usada era la d’Affymetrix® (250K i 6.0; microarrays de SNP).
Per CC, 118 pacients (47%) mostraven un cariotip normal. Junt amb els resultats de
microarrays, el 28% presentaven un cariotip alterat, i el 27% alteracions addicionals a
les detectades per CC.

No obstant, també s’han portat a terme estudis centrats en SMD amb delecié 5g amb
la finalitat de determinar la RCD, aixi com la utilitat i la implicacié pronostica de les
alteracions addicionals detectades per microarrays. Hi ha tres estudis que s’han

centrat en l'estudi d’aquest subgrup de pacients. En la Taula 16 es mostren les

principals caracteristiques i resultats obtinguts.
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Taula 16. Estudis de SMD amb delecié 5q mitjancant microarrays genomics

Autor, any Num. casos Diagnostic Mostra Tipus microarray Resultats*
Evers i cols., 2007”° n=13 MO a partir de Microarray d’'HGC: CC: delecio 5q aillada
9 “Sindrome 5g-“  cel-lules fixades 44A, Agilent® Microarrays:
1 AREB-1 Punt de trencament: inicial: 5914.3
1 AREB-2 final: 5933.2-933.3
1 LMA post-SMD Alteracions addicionals en tots els casos
1 SMD-I Perdues: 1p21.1 (182.6 Kb) -polimorfisme descrit-
Guanys: 19p13.3 (47.1 Kb) -polimorfisme descrit-
20g13.33 (56.9 Kb) -polimorfisme descrit-
22q12.3 (227.6 Kb)
Wang i cols., 2008'%°  n=42** Neutrofils de SP Microarray de SNP: RCD tant en série global com “Sindrome 5g-": 5932 (2.9 Mb)
21 SMD amb 50K, Affymetrix® No alteracions addicionals en “Sindrome 5g-"
21 del(5q) Alteracions addicionals en “SMD 5g-": 10/21 (5 no detectat per CC):

“Sindrome 5g-"

Pérdues: 7p22.p11.2; 7q21.3936.3; 12p12.1p13.1; 12qg21.33922;
13g21.1

Guanys: trisomia 8

LOH:  4921.21 (2.3 Mb), 4g13.1 (1.2 Mb), 4926927 (0.8 Mb),
4913.1gq13.2 (1.3 Mb), 6g13qg14.1 (1.2 Mb), 6914.3g15 (3.1 Mb),
8921.11 (2.3 Mb), 9p21.1 (2.1 Mb)

No presents en la linia germinal: 3qg25.32, 5p14.3p14.2, 6ql2,
10p12.31p12.2




101 h=1155

Jerezicols., 2012
473
625
252
114

246

MO
SMD
SMD/NMP
LAM
AA
NMP

Microarray de SNP:

6.0, Affymetrix®; i
Illumina Human
CytoSNP-12,

Ilumina®

Delecidé 5q en 104 SMD (22%) amb una mediana de delecié de 71.4 Mb
(1,9-131,28 Mb)
RCD:
“Sindrome 5g-": 5932-933.2 (8,5 Mb).

- SMDiLMA: 5q31.2-g31.2 (1,92 Mb)
En casos amb 5g- com a unica alteracié6 per CC, 52% alteracions
addicionals per microarrays: delecié 7q (27/137); LOH a 17p (26/137).
Tots dos associats a LMA o SMD d’alt risc.
No alteracions citogenétiques addicionals en “Sindrome 5qg-” pero si

LOH (1p, 1q, 6q, 10qi 18q).

*Només es mostren les alteracions addicionals recurrents, les observades en dos o més casos

**En 8 casos s’ha validat amb cél-lules T del propi pacient per descartar anomalies de la linia germinal

Abreviatures: AA: anémia aplasica; CC: citogenética convencional; HGC: hibridacié genomica comparada; LMA: leucémia mieloide aguda; LOH: perdua d’heterozigositat, de
I’'anglés loss of heterozigosity; MO: medul-la 0ssia; NMP: neoplasia mieloproliferativa; RCD: regié comuna delecionada; SMD: sindrome mielodisplastica; SP: sang periferica.
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4.4, Estudis mutacionals
Els gens mutats en les SMD es classifiquen segons la funcié de les proteines per les
quals codifiquen, d’aquesta forma es distingeixen cinc grans grups (Taula 17).

Taula 17. Gens mutats en les SMD*%*'%

Gen afecte (freqliéncia) Consegqiiéncia biologica

Magquinaria d’splicing’ SF3B1 (25-30%), U2AF1 (5-10%), Alteracions en I'splicing que resulten
ZRSR2 (5%), SRSF2 (10%), SF3A1 en salt d’exons, retencié d’introns o
(1%), PRPF40B (1%), UA2F2 (1%), exons donant lloc a proteines amb
SF1 (1%) funcio alterada

Regulacié epigenética TET2 (20-25%), DNMT3A (8%), Hipermetilacié de gens implicats en
IDH1/IDH2 (2-3%), ASXL1 (10-15%), cicle cel-lular, poden perdre la seva

EZH2 (5%) funcié i derivar en un augment de la
proliferacio
Factors de transcripcio RUNX1 (15-20%) i ETV6 (2%) Afectacio de la diferenciacio cel-lular

Senyalitzacié quinasa JAK2 (1-2%), NRAS/KRAS (5-10%), Activacio continua de la senyalitzacio
PTPN11 (3%), c-CBL (1-2%) tirosin-quinasa

Dany genomic TP53 (5-10%) No resposta al dany genomic,

inestabilitat genomica

La identificacié de mutacions és un fet comu en les SMD i han demostrat tenir una
clara relacié genotip-fenotip, sobretot en el cas del gen SF3B1 que s’associa a SMD

['%+1% qixi com una important implicacié pronostica. Es

amb sideroblastes en anel
destaca el mal pronostic de les mutacions que afecten als seglients gens: TP53, EZH2,
ETV6, RUNX1 i ASXL1*%° 177,

Centrant-nos en les SMD amb delecié 5q, varis estudis s’han portat a terme. Els

principals gens estudiats aixi com la seva implicacié pronodstica es mostren en la Taula

18.

'Splicing: procés pel qual s’eliminen els introns en el pre-ARN amb la finalitat d’obtenir ARN madur.
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Taula 18. Gens mutats en les SMD amb delecié 5q

Gen Locus Freqliéncia Implicacié pronostica

Mal pronostic. Associat a SMD d’alt
TP53108112 17p13 7-25%  risc, secundaries i LMA. Alta

fregliencia d’evolucié a LMA

DNMT3AM! 2p23.3 22% No definida

SF3B1™! 2933.1 16% No definida

IDH1/2%*31% 2433.3/15q26.1 0-22%  Associada a SMD d’alt risc

NRAS™® 1p13.2 0% No definida
JAK2' 9p24.1 6,4% No definida
MpL"® 1p34 3,8% No definida

Abreviatures: LMA: leucémia mieloide aguda; SMD: sindrome mielodisplastica.
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Hipotesi i objectius

Hipotesi

Les SMD sén un grup heterogeni de malalties clonals. La classificacié actual de la OMS
2008 inclou set subtipus diferents de SMD en I'adult. La meitat de les SMD presenten
alteracions citogenétiques, que sén informatives per establir el diagnostic i pronostic
de la malaltia, essent la CC el gold standard per I'estudi genétic. A excepcioé de la “SMD
associada a la delecid 5q aillada”, cap subtipus reconegut per la OMS s’associa a un
marcador genetic especific. Tot i aix0, és important estudiar I’heterogeneitat de la
delecié 5qg en les SMD.

Les tecniques de CC, FISH, sequenciacié i microarrays genomics permeten detectar
alteracions recurrents en neoplasies, tant hematologiques com solides. Les SMD com a
grup heterogeni han estat profundament estudiades i sdn d’especial interes els casos
sense alteracions citogenetiques. L’aplicacié de tecniques de major sensibilitat com la
FISH i major resolucié, com els microarrays gendomics han permeés la deteccié
d’alteracions criptiques i aixi explorar nous marcadors geneétics. La delecié de 5q és una
alteracié que present de forma aillada es troba associada a bon pronostic, no obstant,
pocs estudis s’han centrat en el subgrup de SMD que presenten aquesta alteracid i les

implicacions que poden tenir les alteracions addicionals i les criptiques.

La hipotesi plantejada es basa en que les alteracions citogenétiques presents en les
SMD sén un factor responsable de la fisiopatologia de la malaltia, aixi com del seu
pronostic. Per aguest motiu, estudis multicéntrics, amb un major nombre de pacients,
en que es recullen dades cliniques de pacients diagnosticats de SMD poden ajudar a la
determinacié dels factors responsables del pronodstic del subgrup de pacients que
aparentment, des del punt de vista citogenetic, son similars. A més, I'estudi de les
SMD amb técniques genetiques de major sensibilitat i resolucié que la CC, aixi com la
FISH, la seqiienciacid o els microarrays genomics, permeten la deteccié d’alteracions
genetiques subjacents i poder identificar possibles marcadors. Aquests tindrien valor
diagnostic i d’estratificacido pronostica com la possible evolucido a LMA o la resposta a
tractament, i podrien ser estudiats per tecniques disponibles en un laboratori de

diagnostic hematologic.
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Objectius

Objectius generals

L'objectiu del treball és caracteritzar les SMD amb delecié 5q, aixi com la implicacié

pronostica de les alteracions acompanyants. D’aquesta manera es vol analitzar la

relacié de les esmentades troballes amb les caracteristiques cliniques, biologiques i

evolutives dels pacients.

Objectius concrets

1. Mitjangant la teécnica de FISH:

58

1.1.

1.2.

Analitzar la incidencia de la deleci6 5q en les SMD que per CC no la
presentaven.
Analitzar I'eficiencia de la deteccio de la delecioé de 5g observada mitjancant

CC.

En pacients que per CC presentaven una delecié 5q, recollir dades clinico-

biologiques amb la finalitat:

2.1.

2.2.
2.3.

Analitzar la incidencia de les alteracions citogenetiques acompanyants a la
delecid 5q.
Analitzar els factors amb impacte pronostic sobre la SG.

Determinar els factors amb impacte pronostic sobre I’evolucié a LMA.

En pacients amb delecio 5q tractats amb lenalidomida:

3.1.
3.2.

3.3.

Caracteritzar el perfil genétic mitjancant microarrays genomics de SNP.
Estudiar la incidéncia de mutacions en els gens: ASXL1, CBL, IDH1, IDH2,
TET2 i TP53.

Avaluar el significat clinic-biologic de les alteracions genétiques (guanys,
pérdues, perdues d’heterozigositat o mutacions) en relaci6 a les
caracteristiques cliniques, resposta al tractament amb lenalidomida i

evolucid clinica.



Resultats

Abans d'actuar, escolta. Abans de reaccionar, pensa. Abans de
gastar, guanya. Abans de criticar, espera. Abans de pregar,
perdona. Abans de fugir, intenta-ho

Ernest Hemingway
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Els resultats es presenten en format de tres articles:

Treball |

Mallo M, Arenillas L, Espinet B, Salido M, Hernandez JM, Lumbreras E, del Rey M,
Arranz E, Ramiro S, Font P, Gonzdalez O, Renedo M, Cervera J, Such E, Sanz GF, Lufio E,
Sanzo C, Gonzalez M, Calasanz MJ, Mayans J, Garcia-Ballesteros C, Amigo V, Collado R,
Oliver |, Carbonell F, Bureo E, Insunza A, Yafez L, Muruzabal MJ, Gomez-Beltran E,
Andreu R, Leén P, Gdmez V, Sanz A, Casasola N, Moreno E, Alegre A, Martin ML, Pedro
C, Serrano S, Florensa L, Solé F. Fluorescence in situ hybridization improves the
detection of 5q31 deletion in myelodysplastic syndromes without cytogenetic evidence

of 5g. Haematologica 2008;93(7):1001-1008. Factor d’impacte (2008): 5,978.

Contribucid al treball:

Realitzacio de la tecnica de FISH en tots els pacients de I'Hospital Central I’Alianga i
I'Hospital del Mar (n=168), recollida dels resultats dels diferents centres del Grupo
Espafiol Cooperativo de Citogenética Hematoldgica aixi com comunicacié directa amb
els investigadors dels diferents grups, analisi i interpretacio de les dades i redaccié de
I'article final. També es va portar a terme la presentacid en diferents grups de treball i

congressos nacionals i internacionals.

Treball 1l

Mallo M, Cervera J, Schanz J, Such E, Garcia-Manero G, Lufio E, Steidl C, Espinet B,
Vallespi T, Germing U, Blum S, Ohyashiki K, Grau J, Pfeilstocker M, Hernandez JM,
Noesslinger T, Giagounidis A, Aul C, Calasanz MJ, Martin ML, Valent P, Collado R,
Haferlach C, Fonatsch C, Libbert M, Stauder R, Hildebrandt B, Krieger O, Pedro C,
Arenillas L, Sanz MA, Valencia A, Florensa L, Sanz GF, Haase D, Solé F. Impact of adjunct
cytogenetic abnormalities for prognostic stratification in patients with myelodysplastic
syndrome and deletion 5q. Leukemia 2011;25(1):110-120. Factor d’impacte (2011):
9,561.
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Resultats

Contribucio al treball:

Reclutament de dades dels diferents centres participants, seleccido de les SMD amb
delecié 5q, depuracid de la base de dades, analisi i interpretacié de les dades i
escriptura de l'article final. També es va portar a terme la presentacié en diferents

grups de treball i congressos nacionals i internacionals.

Treball 111

Mallo M, del Rey M, Ibafiez M, Calasanz MJ, Arenillas L, Larrdyoz MJ, Pedro C, Jerez A,
Maciejewski J, Costa D, Nomdedeu M, Diez-Campelo M, Lumbreras E, Gonzalez-
Martinez T, Marugdn |, Such E, Cervera J, Cigudosa JC, Alvarez A, Florensa L, Hernandez
JM, Solé F. Response to lenalidomide in myelodysplastic syndromes with del(5q):
influence of cytogenetics and mutations. British Journal of Haematology 2013. Veure

Annex 1. Factor d’impacte (2011): 4,941.

Contribucidé al treball:

Reclutament de mostres de pacients, analisi i seleccié de les mostres, realitzacié de les
tecniques de microarrays i FISH, centralitzacié en la recollida de dades cliniques, analisi
de microarrays de SNP, analisi i interpretacié de les dades i redaccié de I'article final.
També es va portar a terme la presentacié en diferents grups de treball i congressos

nacionals i internacionals.
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Resultats

1. Treball I: La hibridacid in situ fluorescent millora la deteccié de la delecid
5931 en sindromes mielodisplastiques (SMD) sense evidéncia citogenética

de 5¢g-

Més del 50% dels pacients amb SMD presenten alteracions citogenétiques al moment
del diagnostic. L'alteracié més freqiient és la delecié 5qg. L'objectiu d’aquest primer
treball és aplicar la tecnica de FISH de 5g31 en pacients amb SMD amb cariotip normal,
abséncia de metafases o cariotip alterat sense evidencia de delecid 5q.
Es van recollir 716 mostres de SMD primaris de diferents centres pertanyents al Grupo
Cooperativo Espaiiol de Citogenética Hematoldgica (GCECGH). Es van dividir en dos
grups:

- Grup A: SMD sense evidencia de delecié 5q per CC (n=637).

- Grup B (control positiu): SMD amb delecié 5q (n=79).
Van ser diagnosticats 659 pacients segons la classificaci6 FAB. Els diagnostics més
freqlients van ser AR, ARSA i AREB pel grup A; AR i AREB pel grup B. Cinc-cents
cinquanta-cinc van ser diagnosticats segons la classificacio OMS 2001. Els diagnostics
més freqlients eren AR, ARSA, AREB-1 i AREB-2 pel grup A; “Sindrome 5q-”, AREB-1 i
CRDM pel grup B. De 57 pacients no es disposava de diagnostic.
La técnica de FISH es va realitzar sobre material fixat provinent de I'estudi citogenétic
(24 hores sense mitogens) amb la sonda de FISH 5g31. Es van analitzar entre 100 i 400
nuclis i el llindar de positivitat es va establir entre el 3 i el 10%, definit per cada centre
participant.
Considerant el grup A de forma global, 38 de 637 pacients (5,96%) van mostrar un
resultat positiu per FISH. Aquest grup a la seva vegada es va dividir en tres grans grups
en funcié del resultat citogenétic:

1- Cariotip normal: 13 de 474 pacients (2,7%) van donar positiu, en termes de

percentatge. El grup que presentava un major rendiment va ser el grup amb menys
de 10 metafases analitzades.

2- Sense metafases: 11 de 54 pacients (20,4%) van mostrar un resultat positiu.

3- Cariotip alterat: 9 d’11 (91,8%) amb el cariotip alterat amb el cromosoma 5 afectat

per CC va mostrar un resultat positiu per FISH. En cas de no presentar el

cromosoma 5 afectat, un 5,1% eren positius (5 de 98 casos). Del grup amb el
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cromosoma 5 implicat, en destaca un cas amb monosomia 5, es tractava d’un

pacient amb resultat concomitant d’AREB i mieloma multiple.
En els casos en que va ser possible es van analitzar metafases per detectar la delecid
de 5q i aixi poder determinar si I'alteracié citogenética estava restringida als nuclis en
interfase. En més de la meitat dels casos, la deleci6 5q també es va observar en
metafase, el que fa pensar que la manca de deteccié per CC es deu més al nombre de
metafases analitzades que a la presencia d’una alteracid criptica. L'aplicacié de la
tecnica de FISH en alguns casos va permetre una millor interpretacié i redefinicié del
cariotip.
Els casos positius presentaven els seglients diagnostics: AR (44,7%) i AREB (26,3%)
segons la classificacio FAB; i “Sindrome 5g-" (42,1%) segons la classificacio OMS.
Aquests resultats coincideixen amb els observats en la serie global.
Catorze casos tenien una orientacié citologica de “Sindrome 5g-". En 9 casos (64,3%),
la técnica de FISH va mostrar la delecié de 5q, essent el grup més afectat el de sense
metafases i el de cariotip normal, cinc i tres casos, respectivament.
En el grup B es va confirmar la delecié 5qg en tots els casos. També es va comparar el
percentatge de cel-lules amb delecid 5q en ambdues técniques (CC vs. FISH). Es va
observar una concordanca pobre (0,284), essent la mitjana de deteccido de:
58,201£26,62% vs. 53,85+22,73%.
Considerant aquests resultats, la técnica FISH de 5q seria d’aplicacidé obligatoria en
casos amb SMD sense metafases, en cas de cariotip alterat amb el cromosoma 5

implicat o en casos de sospita morfologica de “Sindrome 5g-".
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ABSTRACT

Background

More than 50% of patients with myelodysplastic syndromes present cytogenetic aberrations at
diagnosis. Partial or complete deletion of the long arm of chromosome 5 is the most frequent
abnormality. The aim of this study was to apply fluorescence in situ hybridization of 5931 in
patients diagnosed with de novo myelodysplastic syndromes in whom conventional banding
cytogenetics study had shown a normal karyotype, absence of metaphases or an abnormal
karyotype without evidence of del(5q).

Design and Methods

We performed fluorescence in situ hybridization of 5q31 in 716 patients, divided into two
groups: group A patients (n=637) in whom the 5q deletion had not been detected at diagno-
sis by conventional banding cytogenetics and group B patients (n=79), in whom cytogenetic
analysis had revealed the 5q deletion (positive control group).

Results

In group A (n=637), the 5q deletion was detected by fluorescence in situ hybridization in 38
cases (5.96%). The majority of positive cases were diagnosed as having the 5q- syndrome.The
deletion was mainly observed in cases in which the cytogenetics study had shown no
metaphases or an aberrant karyotype with chromosome 5 involved. In group B (n=79), the 5q
deletion had been observed by cytogenetics and was confirmed to be present in all cases by
fluorescence in situ hybridization of 5g31.

Conclusions

Fluorescence in situ hybridization of 5q31 detected the 5q deletion in 6% of cases without
clear evidence of del(5q) by conventional banding cytogenetics. We suggest that fluorescence
in situ hybridization of 5q31 should be performed in cases of a suspected ‘5g- syndrome’
and/or if the cytogenetic study shows no metaphases or an aberrant karyotype with chromo-
some 5 involved (no 5g- chromosome).

Key words: myelodysplastic syndromes, karyotype, fluorescence in situ hybridization
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of
clonal hematopoietic stem cell diseases characterized
by dysplasia and ineffective hematopoiesis in one or
more myeloid cell lines.! In 1982, the French-
American-British (FAB) group developed a morpholog-
ical classification that distinguishes five MDS subtypes
based on the percentage of bone marrow and periph-
eral blood blasts, the percentage of bone marrow
ringed sideroblasts and the level of circulating mono-
cytes.” In 2001, the World Health Organization (WHO)
proposed a new classification which represents an
extension of the FAB proposal with several modifica-
tions taking into account dysplasia, cytopenias, per-
centage of blasts and cytogenetic and molecular find-
ings. The WHO classification identified the following
MDS subtypes: refractory anemia (RA), refractory ane-
mia with ringed sideroblasts (RARS), ‘5q- syndrome’
(MDS 5g-), refractory cytopenia with multilineage
dysplasia (RCMD), RCMD with ringed sideroblasts
(RCMD-RS), refractory anemia with excess of blasts
(RAEB) type 1 (RAEB-1), RAEB type 2 (RAEB-2) and
MDS, unclassifiable (MDS-U). Two FAB subtypes
were reclassified in the WHO classification: chronic
myelomonocytic leukemia (CMML) was considered as
a  myelodysplastic/myeloproliferative disease
(MDS/MPD) and refractory anemia with excess of
blasts in transformation (RAEB-t) as acute myeloid
leukemia (AML). Moreover, the WHO classification
considers MDS associated with an isolated del(5q)
chromosome abnormality as a new entity within
MDS: ‘5g- syndrome’. This entity was defined as
macrocytic anemia, marrow and blood blast cell per-
centage <5%, an isolated del(5q) cytogenetic abnor-
mality and a favorable clinical course. The bone mar-
row is usually hypercellular or normocellular with nor-
mal or increased megakaryocytes, many of which
have hypolobulated nuclei (in most of cases 250%,).
The most common clinical symptoms are usually relat-
ed to anemia that causes transfusion dependency.'

The prognosis and clinical course of MDS vary
among patients. Several scoring systems have, there-
fore, been established in order to predict the prognosis
with regards to survival and evolution to AML. These
scoring systems are mainly based on multiple prognos-
tic parameters such as the percentage of blasts, age,
karyotype, number of cytopenias and transfusion
requirements.”® The International Prognostic Scoring
System (IPSS), introduced in 1997, became the gold
standard for risk assessment in patients with de novo
MDS.* However, subsequent studies revealed some
pitfalls of the system; one of the most important was
the inclusion of the less frequent single chromosome
defects and double defects in the intermediate cytoge-
netic category.”"

Cytogenetic findings have been demonstrated to
play an important role in both the diagnosis and prog-
nosis of MDS and have been given more weight in the
WHO classification, which recognizes the ‘5q- syn-
drome’ as a new subtype of MDS." Conventional
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banding cytogenetics remains an integral component
and standard in the diagnostic work up of patients with
suspected MDS. Although MDS are not associated with
any specific chromosomal abnormality, there are some
frequent alterations: 5q-, -7/7q-, +8, -18/18q-, 20q-, -5, -
Y, -17/17p- (including i(17q))."

Partial or complete deletion of the long arm of chro-
mosome J is the most recurrent cytogenetic abnormal-
ity in MDS patients, being found in 10-15% of all cases
of de novo MDS.*" Abnormalities of chromosome 5
can present as either a sole karyotypic abnormality or
in combination with other chromosomal abnormali-
ties." In clinical practice, the 5q deletion can be detect-
ed by cytogenetics or by fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) with a fluorescently labeled probe that rec-
ognizes the 5q31 locus (EGR1).

Recently, lenalidomide (CC-5013, Revlimid®;
Celgene) was approved by the USA Food and Drug
Administration (FDA) for the treatment of patients
with MDS with an interstitial deletion of the long arm
of chromosome 5. Patients with del(5q) MDS fre-
quently have symptomatic anemia, and the treatment
of this condition has traditionally consisted of red
bood cell transfusions and, for some, iron chelation
therapy.” Clinical trials assessing the efficacy of
lenalidomide in MDS showed that this drug can
reduce transfusion requirements and reverse cytologic
and cytogenetic abnormalities in patients who have
MDS with the 5q31 deletion.”"

The aim of the present study was to apply the FISH
technique in patients diagnosed with MDS in whom
cytogenetic analysis had shown a normal karyotype,
absence of metaphases or an abnormal karyotype
without evidence of del(5q). FISH would allow the
detection of the 5q deletion in those cases in which
cytogenetic analysis had not found the deletion. In
consequence, these patients might be candidates for
treatment with lenalidomide.

Design and Methods

Patients

Seven hundred and sixteen patients diagnosed with
MDS were retrospectively included in the study. All of
them came from centers affiliated to the Spanish
Haematological ~Cytogenetics Working Group
(GCECGH). The patients were divided into two
groups: group A consisted of 637 patients who did not
present the 5q deletion at diagnosis as determined by
cytogenetics, while group B comprised 79 patients in
whom cytogenetic analysis had revealed the 5q dele-
tion, who were, therefore, used as positive controls.
All cases were diagnosed as having primary MDS: 659
patients according to the FAB classification and among
them, 555 could also be classified according to the
WHO criteria. For 57 patients no diagnostic data were
available to classify them according to either the FAB
or WHO criteria. The patients’ diagnoses are listed in
Table 1.

Among the 637 cases in group A, we had cytologic
information for 307 and 14 of them had a morpholog-



ical orientation of ‘5g- syndrome’.

The study was conducted with the approval of the
ethical committee from our institution and in keeping
with the guidelines of the Declaration of Helsinki.

Cytogenetic and FISH analyses

Cytogenetic and FISH studies were performed
according to the standard methods used in our labora-
tory.” Seven hundred and seventeen samples from 716
patients were analyzed by cytogenetics and FISH with
LSI5g31 (EGR1)/D5S23, D5S21 probe (Abbott
Molecular Inc, Des Plaines, IL, USA) at the individual
centers. In two cases, whole chromosome 5 and 6
painting (Metasystems GmbH, Altlussheim, Germany)
was also performed. These studies were carried out on
bone marrow cells from 24-hour cultures. For FISH
studies, between 100 and 400 nuclei were analyzed in
order to detect the 5q deletion and/or monosomy 5. At
least ten metaphases were analyzed for the painting
study.

The cut-off value established to consider a sample as
5q- positive by FISH varied among the centers, from
3% to 10%. The cut-off was defined as the average
plus two or three standard deviations analyzing 10-20
peripheral blood or bone marrow control samples and
200-500 nuclei.

FISH of 5q in MDS

Statistical methods

In order to analyze differences between the propor-
tion of cells with 5q deletion detected by conventional
banding cytogenetics and FISH, a statistical analysis
called one-way intraclass correlation coefficient was applied.
This test assesses rating reliability by comparing the
variability of different ratings of the same subject to the
total variation across all ratings and all subjects; the
result is a value between zero and one: zero is indicative
of no concordance between FISH and cytogenetic
results, while one indicates complete concordance.

Results

Group A: no evidence of 5q- by conventional
banding cytogenetics

When FISH for 5q31 was applied in the 637 cases in
which the cytogenetic study had not revealed 5¢-, the
5q deletion was detected in 38 patients (5.96%). The
results are shown in Table 2, which presents the per-
centage of 5q deletion detected by FISH in different
groups divided according to the results of convention-
al banding cytogenetics: normal karyotype (in 20 or
less metaphases) (2.7 %), no metaphases or not evalu-
able (due to the poor morphology of chromosomes)

Table 1. FAB and WHO diagnoses of myelodysplastic syndromes patients included in the present study.

FAB classification Group A Group B WHO classification Group A Group B
n=637,n (%) n=79,n (%) n=500, n (%) n=55,n (%)
RA 214 (33.6) 32 (40.5) RA 69 (13.8) 1(1.8)
RARS 160 (25.1) 6 (7.6) RARS 82 (16.4) 0
RAEB 145 (22.8) 20 (25.3) ‘bg- syndrome’ 16 (3.2) 25 (45.4)
RAEB-t 18 (2.8) 0 RCMD 95 (19) 7(12.7)
CMML 53 (8.3) 1(1.2) RCMD-RS 46 (9.2) 3(5.4)
MDS-U 10 (1.6) 0 RAEB-1 50 (10.2) 12 (21.8)
Unknown 37(5.8) 20 (25.3) RAEB-2 62 (12.4) 6(10.9)
MDS-U 14 (2.8) 0
MDS/MPD CMML 39 (7.8) 1(1.8)
MDS/MPD,U-RARS associated 6(1.2) 0
with marked thrombocytosis
MDS/MPD no CMML 2(0.4) 0
AML 18 (3.6) 0

RA: refractory anemia; RARS: refractory anemia with ringed sideroblasts; RAEB: refractory anemia with excess of blasts; RAEB-t: refractory anemia with excess of
blasts in transformation; CMML: chronic myelomonocytic leukemia; MDS-U: MDS unclassifiable; RCMD: refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RCMD-RS:
refractory cytopenia with multilineage dysplasia with ringed sideroblasts; MDS/MPD: myelodysplastic/myeloproliferative disease; AML: acute nvyeloid leukemia.

Table 2. Cytogenetic and FISH 5q31 data from cases without evidence of 5g- by conventional banding cytogenetics (group A).

FISH result

Conventional banding cytogenetics result Cases (n=637) 5q31-,n (%) -5,n (%) +5,n (%)
Normal CBC (20 metaphases) 324 9(2.7) 0 1(0.3)
Normal CBC (10-19 metaphases) 107 2(1.9) 0 0
Normal CBC (1-9 metaphases) 43 2 (4.6) 0 0
CBC without metaphases 54 11 (20.4) 0 0
Abnormal CBC with chromosome 5 affected 11 9(81.8) 0 0
Abnormal CBC without chromosome 5 affected 98 5(5.1) 1(1) 0
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(20.4%) and abnormal karyotype (with chromosome 5
affected, 81.8%, or not, 5.1%).

Two cases are worth noting. The first one (#39) is a
patient diagnosed as having RAEB/RAEB-1 and multi-
ple myeloma, who presented a complex karyotype
with no aberration of chromosome 5. FISH analysis
revealed monosomy of chromosome 5 (in 18% of
nuclei), which had not been observed by cytogenetics.
FISH analysis in eight metaphases did not reveal the
monosomy 5. The second case (#40) is a patient, diag-
nosed with RARS/RCMD-RS and multiple myeloma,

who presented a trisomy 5 (49% of nuclei); this aber-
ration had not been seen by cytogenetics (46,XY[20]).
FISH did not reveal trisomy 5 in either of the two
metaphases analyzed (Table 3).

Table 3 shows the diagnostic morphological and
cytogenetic data of cases in which the 5q deletion was
detected by FISH. A high number of these patients had
RA (17/38, 44.7%) or RAEB (10/38, 26.3%), according
to the FAB classification. As regards the WHO classifi-
cation, the majority of the positive cases (16/38,
42.1%) had ‘5g- syndrome’.

Table 3. Morphological and cytogenetic data from myelodysplastic syndromes patients with a 5q alterations detected only by FISH.

Case FAB WHO Karyotype by conventional banding cytogenetics Percentage  Metaphase FISH ~ ‘5g- syndrome’
of aberrant  analysis (altered/  morphology
nuclei total metaphases
% analyzed)
1 RAEB 5¢- syndrome No metaphases 35 NA Unknown
2 RA 5g- syndrome No metaphases 42 NA Unknown
3 RAEB 5g- syndrome No metaphases 95 NA Unknown
4 RAEB-t  AML 46,XX,add(2)(p22),-5,-11,del(12)(q13),add(18)(q23), 99 NA Unknown
add(19)(q13),+2mar[20]
5 RARS RCMD-RS 47 XY, der(5)t(5;17)(q10q10),del(7)(q33),+8,der(12) 90 NA Unknown
(12;13)(p13;q13)[18]/46,XY[2]
6 RA 5g- syndrome N20 30 NA Unknown
7 RAEB RAEB-2 46,XY,1(11;17)(q24;921)[3]/46,XY[12] 90 NA Unknown
8 RA - N20 18 NA Unknown
9 RAEB - N20 60 NA Unknown
10 RA 5g- syndrome N1-9 20 NA Unknown
11 RA 5¢- syndrome N10-19 85 NA Unknown
12 RA 5g- syndrome N20 54 NA Unknown
13 RAEB RAEB-1 46,XX,der(5),1(5;6)(q13;q14),del(6)(q14)[18]/46,XX[2] 90.5 3/5 Unknown
14 RA 5g- syndrome N20 8 1/20 Unknown
15° RAEB-t  AML 45,XY,del(1)(q11),-5,add(7)(q36),der(21)t(1;21)(q22;935) 87 10/10 Unknown
[13]/46,XY[4]/ polyploid(id.add12p)[3]
16 RA - N20 25 1/3 Unknown
17 RA 5g- syndrome N1-9 66 31 Unknown
18 RAEB 46 XX,-7,+G[18]/46,XX[2] 25 2/10 Unknown
19 RA 5g- syndrome 46,XY,del(1)(p34)[4]/46,XY[9] 5 0/20 Yes
20 RA 5g- syndrome Not evaluable 70 NA Yes
21 RA 5g- syndrome Not evaluable 62 NA Yes
22 RA 5g- syndrome Not evaluable 52 NA Yes
23 RAEB RAEB-2 50,XX,+1,+8,+11,add(11)(p13),*mar [15]/46,XX [7] 53.5 NA No
24 RAEB - 49 XY,+2,+3,-7,+12,+mar [12]/46,XY[6] 725 NA No
25 RAEB RAEB-2 No metaphases 445 NA No
26 RA 5g- syndrome N20 50 3/3 Yes
21 RARS 5g- syndrome No metaphases 21 NA Yes
28 RAEB RAEB-2 N20 14 1/1 Yes
29 RA 5g- syndrome N10-19 18 6/7 Yes
30 RA RA No metaphases 7 NA No
31 RA CRDM No metaphases 30 NA Yes
32 CMML MDS/MPD CMML 46,XY,t(3;5)(p21;q14) [11] 50 NA No
33 Unknown - 45X,-Y[21]/42,XY,-5,-7,-8,t(15;?)(p13;?),-16,-17,add(17)(p13), 53.5 10/10 Unknown
+mar[21]/46,XY[8]
34 Unknown 45XY,-5,-17,-21,+2mar[21]/46,XY[9] 68 5/7 Unknown
35 Unknown 47 X,add(Y)(q12),-5,-15,-17,-18,-21,+22,+5mar[22]/46,XY[8] 35 4/10 Unknown
36° Unknown 45,XX,-4,-5,-12,-17,+3mar[4]/46,XX[26] 385 3/10 Unknown
37 Unknown No metaphases 40 NA Unknown
38 Unknown - N20 6 2/11 Unknown
39 RAEB+MM  RAEB-1+MM 46,XX,add(11)(q25),del(16)(q22),+19,-21,del(22)(q11)[15] /47, 18 0/8 Unknown
XX,der(7),add(11)(q25),del(16)(q22),+19,-21,del(22)(q11),
+1[3]/92,XXXX,id,*r,+r[1] /46,XX[6]
40° RARS+MM RCMD-RS+MM N20 49 0/2 Unknown

N20: normal karyotype in 20 metaphases; N10-19: normal karyotype in 10-19 metaphases; N1-9: normal karyotype in 1-9 metaphases; NA: not available; MM: multi-
ple myeloma. “These patients showed, by conventional banding cytogenetics, a monosomy of chromosome S but FISH demonstrated a deletion of 5q.

*Case with monosomy S. “Case with trisomy 5.
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In FISH 5q- positive cases, the available FISH slides
were reassessed in order to analyze the 5¢- chromo-
some in metaphases. In 7 of 13 cases with normal kary-
otype and 5q- detected by FISH, the FISH slides were
reviewed and metaphases with 5q deletion were detect-
ed (the results are shown in Table 3). Among five cases
showing an abnormal karyotype with no involvement
of chromosome 5, two cases were re-evaluated looking
for metaphases. In one of them, two out of ten
metaphases presented 5q-, whereas, in the other case
the 5g- was not detected in any of 20 metaphases. In six
of nine cases with an abnormal karyotype and chromo-
some 5 involved, the reanalyzed metaphases showed
5q-.

Two of these cases are worth particular comment.
The first one (#15) is a patient with RAEB-t/AML who
had monosomy 5 according to cytogenetic analysis but
the FISH study revealed only a deletion of 5q31. The
metaphase analysis showed two chromosomes with a
similar size, one of them with a 531 deletion. Whole
chromosome painting for chromosome 5 was also per-
formed; it revealed one normal chromosome 5 and
another one with a portion of chromosome 5, this
marker chromosome could not be identified. The other
interesting case (#13), at the time of diagnosis of
RAEB/RAEB-1, had, according to cytogenetic analysis, a
translocation involving chromosome 5. The interphase
analysis of FISH 5q revealed a deletion of the 5g31
region. The deletion was also observed when analyzing
the metaphases. Whole chromosome painting of chro-
mosomes 5 and 6 was carried out in order to confirm
the t(5;6). The whole FISH studies enabled the patient’s
cytogenetic profile to be defined as: 46,XX,der(5)t(5;6)
(q13;14),der(6)((5:6)(q33;q 14)[ 18]/ 46,XX[2].

Fourteen cases were referred with a cytologic diag-
nosis of ‘5g- syndrome’ without evidence of 5g- by
cytogenetics; among them, nine (cases #19, 20, 21, 22,
26, 27, 28, 29 and 31) were found to have the 5q dele-
tion by FISH.

Group B: evidence of 5q- by conventional banding
cytogenetics (positive controls)

Seventy-nine samples from patients, whose cytoge-
netic studies had shown 5q deletion were used as pos-
itive controls. In all of them, FISH for 531 was per-
formed and confirmed the 5q deletion. We compared
the proportion of cells with 5g- detected by conven-
tional banding cytogenetics with that detected by
FISH applying a statistical analysis called one-way intra-
class correlation coefficient. We obtained a value of 0.284,
showing a lack of significant concordance in the detec-
tion of 5g- by FISH and cytogenetics. Furthermore, this
statistical test gave an average 5q- detection of about
58.20+26.62% for conventional banding cytogenetics
and 53.85+22.73% for the FISH technique.

We also analyzed the distribution of gender among
patients with deletion of 5q, although we only had
information about sex for 489 patients. Of 38 patients
from group A (5¢g- evidence by cytogenetics), 10
(26.3%) were male, 14 (36.8%) female and in 14
(36.8%) the gender was unknown (Table 3). Regarding
cases with a diagnosis of ‘5g- syndrome’, one was

FISH of 5q in MDS

male (6.25%), seven were female (43.75%) and the
gender was unknown for eight (50%). Among 79
patients with 5g- detected by conventional banding
cytogenetics (group B), 28 (35.4%) were male and 51
(64.6%) female. Of the cases with ‘5q- syndrome’
(n=25), five (20%) were male and 20 (80%) female.

Discussion

To our knowledge, this is the largest reported series
of primary MDS in which 5q deletion was studied by
FISH in cases with no evidence of 5q- in the karyo-
type. In group A, we found 5q31 deletion by FISH in
about 6% of the cases. Deletion 5q was observed more
frequently in cases with an abnormal karyotype with
chromosome 5 involved (81.8%), and in cases with no
mitoses or in those that could not be evaluated
because of the poor morphology of the chromosomes
(20.4%).

Within group A, among the cases with a normal
karyotype (n=474), FISH detected 5g- in 13 cases
(2.7%). Our results are in agreement with those of pre-
vious studies (Table 4) in which the FISH technique
detected the 5q deletion in 0% to 14% of cases.'*” The
percentage of 5q- detection differed depending
whether metaphases or interphase nuclei were stud-
ied. This could be related to a different rate of mitoses
in cells carrying or not the 5q deletion. We tried to pro-
vide support for this hypothesis by analyzing
metaphases from the FISH slides (only seven of 13
cases could be assessed): all of them presented some
metaphases with the 5q deletion. This might indicate
that the finding of the deletion in the FISH analysis,
but not in the conventional banding cytogenetic study,
could be due to the number of cells analyzed rather
than a cryptic deletion. This explanation could be
applied to case #40 in which a trisomy 5 was detected
by FISH while cytogenetics showed a normal karyo-
type in 20 metaphases.

It is interesting to note that in our series a high per-
centage of the cases of 5q- detected by FISH were in
those cases without mitoses or which were not evalu-
able (20.4%). This might be because the 5g- clone
could have a low proliferation and a high apoptotic
rate. Nevertheless, when Washington et al. studied

Table 4. Comparison of FISH findings with those of previous series
of myelodysplastic syndromes with normal cytogenetic results.

Author N.  FISH 5q/-5,n.(%)  Region analyzed
Rigolin et al.*® (2001) 101 5(5) 5q31

Shen et al." (2001) 48 6 (12.5) 5q31
Ketterling et al.** (2002) 31 0 5q31 (EGR1)
Cherry et al.** (2003) 29 0 5q31 (EGR1)
Bernasconi et al.” (2003) 57 2(3.5) 5q31 (EGR1)
Beyer et al.* (2004) 17 0 PAC 144G9 (5q31)
Yilmaz et al.* (2005) 21 3(14.3) 5q31 (EGR1)
Present series (2008) 474 13 (2.7) 5q31 (EGR1)
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apoptosis in ‘5g- syndrome’ and other RA, they found
significantly lower rates of apoptosis in bone marrow
cells isolated from patients with ‘5q- syndrome’ than
in the cells from patients with other RA.* Our hypoth-
esis about the proliferation and the apoptotic rate of
cells with 5q- is speculation based on our findings
comparing cytogenetics and FISH results and further
studies are needed to understand the behavior of cells
that carry the 5q deletion.

It is noteworthy that nine cases with an abnormal
karyotype involving chromosome 5 were found to
have the 5g31 deletion when studied by FISH. Indeed,
in our series we have six cases with a complex kary-
otype that showed monosomy 5. Five (cases #4, 32, 33,
34 and 35) of them had marker chromosomes in the
conventional banding cytogenetic studies and were
identified by FISH as 5g- chromosomes (see Table 3).
The other case (#15) presented a monosomy 5 by con-
ventional banding cytogenetics but no marker chro-
mosomes. The FISH analysis revealed 5q deletion in
interphase nuclei and in metaphases as well. Whole
chromosome 5 painting showed a normal chromo-
some 5 and another chromosome with material from
both chromosome 5 and of unknown origin.

Several studies have shown the usefulness of molec-
ular cytogenetic techniques, such as spectral karyotyp-
ing (SKY) or multicolor FISH (M-FISH) and FISH to
define abnormal karyotypes involving chromosome 5
or presenting with monosomy 5% These studies
demonstrate that FISH analysis can provide additional
information about chromosome 5 abnormalities. It
would, therefore, be recommendable to use FISH tech-
niques to study those cases with monosomy 5 and/or
marker chromosomes in order to identify transloca-
tions with a breakpoint in 5q or possible 5g- chromo-
somes.

Returning to our series, three cases (#5, 13 and 32)
showing a translocation involving chromosome 5 by
cytogenetics were all found to have 5g31 deletion by
FISH. FISH analysis of metaphases was not available
for cases #5 and 32, while for patient #13, the FISH
analysis revealed 90.5% of deleted nuclei and whole
chromosome 5 painting helped to redefine the kary-
otype. These findings suggest that in cases with an
abnormal karyotype involving chromosome 5 (and no
evidence of 5g- by cytogenetics) it should be mandato-
ry to apply FISH of the 5q31 region in order to detect
interstitial deletions.

In our series, 5% of cases with 5¢g- by FISH had an
abnormal karyotype without involvement of chromo-
some 5. Among them, two patients (cases #23 and 24)
showed a complex karyotype without evidence of 5g-
but by conventional banding cytogenetics had marker
chromosomes. These could have been 5g- chromo-
somes, and this hypothesis could have been confirmed
by analyzing metaphases from FISH slides but, unfor-
tunately, this was not possible in either of the cases.

Three cases (#7, 18 and 19) had an abnormal kary-
otype without evidence of 5q-; these findings could
suggest the presence of two clones: one with 5g- and
another one with an abnormal karyotype. A similar
hypothesis could explain the case previously men-
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tioned (#39) which presented with an abnormal
karyotype with two normal chromosomes 5 and
monosomy 5 by FISH. This might have been con-
firmed by analyzing more metaphases. In one case
(#18), with available fixed material, the conventional
banding cytogenetic analysis was performed again
and no 5¢g- chromosome was identified. We could
assume that there were two clones, one with ‘-7, +G'
and another one with 5q-. Two groups have studied
cytogenetics of unrelated clones in MDS. The most
commonly encountered abnormalities in the unrelat-
ed clones in patients with RA were del(5q), +8 and -7.
Aberrations such as +8 and 5q- could be secondary
abnormalities that develop during tumor progres-
sion.”?

In the present study, we also used FISH to analyze
79 cases with a karyotype which had presented 5g-
(group B). FISH confirmed the deletion in all cases.
Regarding the proportion of cells with 5q- detected by
cytogenetics and FISH, a previous study affirmed that
the percentage of cells with 5q deletion detected by
cytogenetics was usually lower than that detected by
FISH. Nevertheless, the authors pointed out that FISH
cannot be a substitute for conventional banding cyto-
genetics.” According to our experience the 5q deletion
can be correctly identified by both techniques, but,
due to the small differences in the mean percentage of
deletion 5q cells detected by cytogenetics and FISH;
we cannot conclude that one technique had a higher
sensitivity than the other.

In patients with 5q- detected by FISH (from group
A), we were not able to compare the proportion of
females and males due to the fact that gender was
unknown for 14 of the patients. With regards to
patients with the diagnosis of ‘5q- syndrome’, we
were able to assume a high predominance of females
although there are eight patients with this diagnosis
for whom we do not know the gender. We were, how-
ever, able to assess the sex ratio within group B
because we had gender information for all these
patients: there were more females (64.6%) than males.
Examining gender distribution in patients with the ‘5g-
syndrome’, we found than 80% of these patients were
female. This is in agreement with the well-known
female predominance of ‘5¢- syndrome’.*

In nine cases, which were referred with the cytolog-
ic diagnosis of ‘5q- syndrome’ without evidence of 5¢-
by cytogenetics, the 5q deletion was detected by FISH.
In these cases, FISH helped to make the definitive
diagnosis, which must be based on the presence of the
cytogenetic anomaly.

Conventional banding cytogenetics and FISH tech-
niques are both able to detect del(5q). FISH is a good
technique to find the 5q deletion and it has a similar
efficacy to cytogenetics. Even so, it has some limita-
tions; it can only detect anomalies that its probes are
designed to detect. FISH should not be used alone at
diagnosis because of the clinical implication of the
karyotype;*®'*** it is a complementary technique to
achieve a more accurate cytogenetic analysis.

In conclusion, taking into account our results in a
large series of cases of primary MDS studied by FISH,



we consider that it is mandatory to apply FISH of 531
to detect 5q deletion in cases with an abnormal kary-
otype involving chromosome 5 and in cases without
metaphases or that are not evaluable. In cases with a
normal karyotype or an abnormal karyotype without
evidence of 5¢-, it would be recommendable to apply
FISH in order to confirm the morphological diagnosis
of ‘5q- syndrome’ and to diagnose MDS patients with
5q deletion. Both groups of patients could be candi-
dates for treatment with lenalidomide.
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Resultats

2. Treball 1I: Impacte de les alteracions citogenétiques acompanyants per a
I'estratificacio pronostica en els pacients amb sindrome mielodisplastica i

delecié 5q

La delecié 5q (amb o sense alteracions addicionals) es troba present en el 10-15% de
les SMD de novo. La preséncia d’alteracions addicionals i/o excés de blastes disminueix
la SG. L'objectiu principal d’aquest segon treball va ser determinar les caracteristiques i
historia natural d’una serie llarga de pacients amb SMD de novo i delecié 5q per
identificar factors pronostics.

Es van recollir 541 pacients amb diagnostic de SMD primari i delecié 5q per CC (en un
minim de 10 metafases). Es va recollir el diagnostic FAB i, en cas de ser possible, també
segons la classificacio OMS 2001. A més, es va incloure edat, sexe, caracteristiques de
la malaltia al moment del diagnostic per poder relacionar-ho amb la SG i I'evolucid a
LMA. També es va fer una classificacido citogenetica basant-se en la deteccid
d’alteracions citogenétiques addicionals (nombre i estatus -alteracid acompanyant
Unica o dins d’un cariotip complex-).

L’analisi estadistic es va portar a terme amb |'objectiu de comparar valors entre
diferents grups, aixi com determinar la mediana de SG i la probabilitat de
transformacié a LMA.

La serie de 541 pacients incloia 183 homes i 358 dones, amb una mediana d’edat de 68
anys. Des del punt de vista citogenetic: 299 (55,3%) presentaven delecio aillada de 5q,
93 (17,2%) delecié de 5g amb una alteracié acompanyant; i 149 (27,5%) delecié de 5q
dins d’un cariotip complex. Les alteracions més freqlients (no formant part d’un
cariotip complex) eren: delecié de 12p, trisomia 21, trisomia 8 i delecié de 20g. Deu
casos presentaven clons no relacionats.

Els punts de trencament de la delecid 5q (analitzats en 383 pacients) més freqlients
eren: q13933, q13g31i gq22qg33.

Comparant les SMD amb dos o més alteracions acompanyants al 5g- (5g- + 22), amb
els que presenten una Unica alteracié acompanyant (5g- + 1) o la delecié aillada (5g-)
es van observar diferéncies significatives de: sexe, plaquetes, recompte absolut de
neutrofils i preséncia de citopenies (0-3), percentatge de blastes a MO i percentatge de

metafases amb del(5q). També es van observar diferéncies de diagnostic entre els dos
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grups: en el grup de 5g- el diagnostic més frequient era: AR i AREB o “Sindrome 5g-”,
seguit d’AREB-1 i AREB-2; en el grup de 5g- + 1, els diagnostics més frequents eren AR i
AREB, o AREB-2 i CRDM; per ultim, en el grup de cariotip complex, I'entitat més
freqlient era AREB, ja fos AREB-1 o AREB-2.

Els estudis d’impacte sobre la SG es van portar a terme en 512 pacients (94,6% de la
serie, dels quals es disposava informacié de seguiment) i la probabilitat actuarial
d’evolucié a LMA als 5 anys en 299 pacients (55,3%). La mediana de seguiment era de
17,2 mesos i la mediana de SG de 36,8 mesos. Seixanta-sis pacients van evolucionar a
LMA i la probabilitat d’evolucié als 5 anys era del 38,8%. En la serie global, la SG i
I’evolucié a LMA estava influida per: edat, sexe, plaquetes, nombre de citopeénies,
percentatge de blastes a MO, diagnostic, estratificacié segons index IPSS, el nombre
d’alteracions addicionals a la delecié 5q i el percentatge de metafases amb del(5q). La
concentraciéo d’hemoglobina i el punt de trencament de la delecié Unicament tenia
efecte sobre la SG. Es va observar com el punt de trencament q22g33 tenia menor
mediana de SG (24 vs. 40,9 mesos) pero la diferencia no era significativa (P=0,228).
Respecte I'efecte de les alteracions addicionals sobre la SG es distingeixen dos grans
grups: 59- (63,4 mesos) i 59- + 1 (46,0 mesos) vs. 5g- + 22 (6,8 mesos) (P<0,001). No
s’obserbaven diferéncies significatives (P=0,131) entre el grup 5g- i el grup 5g- + 1. En
canvi, respecte I'evolucié a LMA als 5 anys s’observen tres grups: 5g- (21,1%) vs. 59- +
1 (57,6%) vs. 5q- + =2 (84,0%) (P<0,001). El bon pronostic de presentar una Unica
alteracié addicional no es manté en termes d’evolucié a LMA i, malauradament, no es
va poder determinar quina alteracid acompanyant Unica conferia pitjor pronostic
donat el baix nombre de casos amb les diferents alteracions, tot i aixo, els casos amb
-7/79- presentaven menor SG encara que no estadisticament significativa. Aquests
grups citogenetics amb impacte pronostic (dos grups per SG i tres per evolucié a LMA)
es mantenen si es restringeix I'analisi als casos amb menys de 5% i menys de 10% de
blastes en MO, el que indica el fort impacte pronostic de les alteracions citogenetiques
en les SMD amb delecio 5q.

L’analisi multivariant va mostrar I'impacte pronostic independent en termes de SG i

d’evolucié a LMA de: la citogenética, plaguetes amb punt de tall de 150x10°/L i
percentatge de blastes a MO. L'edat (<60 vs. 260 anys) i el sexe mostraven impacte

pronostic sobre la SG.
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La “Sindrome 5qg-” es considera una entitat diferent a la resta de SMD: presenten
major recompte absolut de neutrofils, plaguetes i, en conseqliéncia, menys citopenies.
També es va observar que presentaven menys proporcié de metafases amb la delecid
59 (70% vs. 90%).

La mediana de SG era de 65,9 mesos i la probabilitat d’evolucié a LMA als 5 anys era
del 12,1% (n=140). Els factors amb efecte advers sobre la SG eren: génere masculi,
edat superior a 60 anys i plaguetes <150x10°/L. L’analisi multivariant va mostrar que
els factor més important era el recompte de plaquetes seguit de I'edat. Aquests
resultats no es van complir en I'evolucié a LMA.

Per dltim, I'estudi restringit a les SMD de risc baix o intermedi-1 no mostrava
diferencies de SG o evolucid a LMA. L'impacte pronostic dels dos grups citogenetics es
conservava en les SMD de la nostra serie de risc intermedi-1 aixi com |'edat i les
plaguetes. Respecte evolucid a LMA, tenien impacte pronostic les tres categories
citogenetiques i el sexe.

La principal troballa d’aquest estudi és l'impacte pronodstic de les alteracions
addicionals a la delecid 5q, aixi com I'efecte pronostic de les plaquetes i I'edat en la
“Sindrome 5g-". Aquests resultats poden ser de gran ajuda a clarificar les controversies

entorn a l'aprovacio de la lenalidomida per part de I’Agéncia Europea del Medicament.
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Impact of adjunct cytogenetic abnormalities for prognostic stratification in patients
with myelodysplastic syndrome and deletion 5q
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This cooperative study assessed prognostic factors for overall
survival (OS) and risk of transformation to acute myeloid
leukemia (AML) in 541 patients with de novo myelodysplastic
syndrome (MDS) and deletion 5q. Additional chromosomal
abnormalities were strongly related to different patients’
characteristics. In multivariate analysis, the most important
predictors of both OS and AML transformation risk were
number of chromosomal abnormalities (P<0.001 for both
outcomes), platelet count (P<0.001 and P=0.001, respectively)
and proportion of bone marrow blasts (P<0.001 and P=0.016,
respectively). The number of chromosomal abnormalities
defined three risk categories for AML transformation (del(5q),
del(5q) + 1 and del(5q) + >2 abnormalities) and two for OS (one
group: del(5q) and del(5q) + 1; and del(5q) + >2 abnormalities,
as the other one); with a median survival time of 58.0 and 6.8
months, respectively. Platelet count (P=0.001) and age
(P=0.034) predicted OS in patients with ‘5q—syndrome’. This
study demonstrates the importance of additional chromosomal
abnormalities in MDS patients with deletion 5q, challenges the
current ‘5q—syndrome’ definition and constitutes a useful
reference series to properly analyze the results of clinical trials
in these patients.
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of clonal
hematopoietic stem cell diseases characterized by dysplasia
and ineffective hematopoiesis in one or more myeloid cell lines.
MDS is associated with a variable overall survival (OS) and a
relatively high risk of progression to acute myeloid leukemia
(AML). Evolution to AML and the clinical consequences of
cytopenias are main causes of morbidity and mortality in
MDS."
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Although many specific chromosomal abnormalities have been
associated with MDS, partial or complete deletion of the long arm
of chromosome 5 (deletion 5q), with or without additional
karyotypic abnormalities, is present in 10-15% of patients with
de novo MDS, and thus is the most frequently documented
recurrent cytogenetic abnormality in MDS.*® Outcomes among
MDS patients with deletion 5q vary greatly, both in terms of OS
and risk of transformation to AML.>*"'! The presence of additional
chromosomal abnormalities or an excess of blasts shortens OS
and increases the risk of AML transformation.>®'%"" The
‘5q—syndrome’ is the only MDS group considered to represent a
separate cytogenetically defined disease category in the World
Health Organization (WHO) classification. Patients with this
syndrome, mostly women, are characterized by the presence of
isolated deletion 5q, a blast count below 5%, favorable prognosis
and a low rate of AML transformation.>® So far, no other
characteristic besides the proportion of bone marrow (BM) blasts
and the existence of additional chromosomal abnormalities has
been recognized and universally accepted as a predictor of
outcome for patients with MDS and deletion 5q.""'" Further, no
variable has been shown to impact the clinical course of patients
with WHO-defined ‘5q—syndrome’. Lenalidomide therapy has
activity in single-arm clinical trials in patients with International
Prognostic Scoring System (IPSS) low or intermediate-1 risk, red
blood cell transfusion dependency and deletion 5q,'™' leading to
approval by the US Food and Drug Administration for this
indication. In contrast, the European Medicines Agency refused
approval of lenalidomide for these patients, because there were no
historical data against which the safety of lenalidomide could be
compared, especially regarding the expected risk of AML
transformation.'> Thus, the analysis of further prognostic para-
meters for OS and AML transformation in large series of MDS
patients with deletion 5q is of importance.

The major aim of this global cooperation study was to assess
the characteristics and natural history of a large series of 541
patients with de novo MDS and deletion 5q to identify
prognostic factors of outcome.

Materials and methods

Patients and diagnostic criteria
A total of 541 patients with primary MDS and deletion 5q,
included in the Spanish Haematological Cytogenetic Working
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Group/Spanish Registry of MDS (234 patients), German-—
Austrian MDS Study Group (198 patients), MD Anderson
Cancer Center (85 patients), Tokyo Medical University
(12 patients) and other centers participating in the International
Working Group on MDS Cytogenetics (12 patients) databases
were the subject of this analysis. Several patients in this study
had been included in previously published reports,>®'" but
without focusing on deletion 5q. Cases belonging to the Spanish
Haematological Cytogenetic Working Group, Spanish Registry
of MDS and MD Anderson Cancer Center were scrutinized and
double checked before inclusion for avoiding duplication.

The cases were collected between November 1972 and
September 2008. The diagnosis of MDS was made according to
the classification proposal of the French-American—British (FAB)
study group.' Patients with a diagnosis of refractory anemia with
excess blasts in transformation or chronic myelomonocytic
leukemia by FAB criteria were excluded because they are no
longer considered as MDS by the WHO classification system.
Whenever possible, patients were reclassified by WHO 2001
criteria.? Patients with an ambiguous diagnosis of MDS and
those who had previously received chemotherapy or radio-
therapy (therapy-related MDS) were excluded. In all patients
included in this study, deletion 5q had been detected by
conventional cytogenetics. The cytogenetic analysis of BM
specimens was performed at the individual centers following
standard chromosome-banding procedures, being cross-
validated among centers in previously published studies.
Inclusion in the study required the analysis of at least 10
metaphases per case. The criteria defined by the International
System for Human Cytogenetic Nomenclature in 2005 were
used for identification of abnormal clones.'® For example,
a karyotype was considered complex when more than
two independent cytogenetic abnormalities were found. When
two or more clones with two aberrations were noted, the patient
was categorized in the complex aberration group, whereas
patients with two karyotypically independent clones with a
single change in one clone and two anomalies in the second one
were not considered as complex chromosomal abnormalities.
Loss of Y chromosome was considered as one chromosomal
abnormality. In this series, an unrelated clone was defined as a
clone with cytogenetic aberrations that did not derive from the
progenitor clone with the deletion 5q. The unrelated clones
were considered as additional aberrations, accompanying the
deletion 5q, for the definition of its cytogenetic complexity.'”
All the cytogenetic information corresponding to the German-—
Austrian MDS Study Group was initially reviewed by JS and DH;
and the Spanish Haematological Cytogenetic Working Group/
Spanish Registry of MDS cytogenetic information by MM, BE
and FS. The final revision was carried out by FS, deleting those
cases with incomplete cytogenetic information. The final
diagnosis was provided by each institution, all of them with
recognized experience in this pathology.

In keeping with the guidelines of the Declaration of Helsinki
Principles, this retrospective noninterventional study was con-
ducted with the approval of the internal review board from the
participating institutions belonging to each registry/cooperative
group/center or following individual institutional guidelines.

Prognostic factors

Different patient and disease characteristics, recorded at the
time of diagnosis, were examined in the prognostic factor
analysis to establish their possible relationship with OS and AML
transformation. Basic demographic data included age and
sex. Hematological parameters were hemoglobin level, absolute
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neutrophil count (ANC), platelet count, number of cytopenias
and proportion of blast cells in BM, all of them taking cutoff
points and groups defined by the 1997 IPSS into account.'® For
platelet count, an additional cutoff point of 150 x 10° per liter
was analyzed. Initially, we chose to test this value based on the
higher platelet count that characterizes the ‘5q—syndrome’ and
the low number of patients with severe thrombocytopenia in this
subset. After showing its association with prognosis in those
patients, we decided to examine its potential impact in the
overall series as well.

Classification systems included FAB' and WHO 2001°
classifications, and PSS scoring system. The [PSS risk
categories considered were those in the original report (low,
intermediate-1, intermediate-2 and high).'® Cytogenetic findings
recorded and analyzed were the presence of additional
chromosome abnormalities, including the number of additional
abnormalities (karyotype complexity) and the most prevalent
specific additional abnormalities found (chromosome 1,
chromosome 3, -7, 7q—, +8, +11, +13, 12p—, chromo-
some 17, —18/18q—, 20q—, +21, —X/—Y and unrelated clones,
taking into account if they were accompanying deletion 5q as a
single additional chromosome abnormality or in the context of a
complex karyotype), the proportion of metaphases carrying
deletion 5q, and the most frequent break points of the 5g-
deleted region (q13q31, q13q33, q22g33, q12933, q14g34 and
other break points). Initially, the number of additional chromo-
somal abnormalities was grouped into six categories: none
(isolated deletion 5q), one, two, three, four and five or more
additional abnormalities. After showing that the clinical out-
come for patients with two or more additional abnormalities
was almost identical, only three cytogenetic categories were
considered for all subsequent analysis: isolated deletion 5q,
deletion 5q plus one additional abnormality and deletion 5q
plus two or more additional abnormalities.

Statistical analysis

Comparisons of proportions and ranks of variables between
different groups were performed by y’-test, Fisher’s exact test,
Student’s t-test, Mann-Whitney U-test or one-way ANOVA with
post hoc Tukey’s test, as appropriate.

The Kaplan-Meier product limit method was used to estimate
the probability of OS and risk of AML transformation,'®2' OS
was measured from hematological diagnosis to death or last
follow-up. All deaths, whether related or not to MDS, were
considered as the end point of the follow-up interval. Patients
treated with intensive AML-type chemotherapy (11 patients),
hematopoietic stem cell transplantation (3 patients) or with
lenalidomide (3 patients) were considered as censored data at
the time of starting treatment, when the starting date of treatment
was available. AML transformation was measured from diag-
nosis to AML development. Patients dying from any cause
before developing AML were considered as censored data in the
date of death for the calculation of AML transformation curves.
To avoid any potential bias in the estimation of the risk of AML
transformation, only patients from those registries/centers with
information about AML evolution was available in most of
instances were included in the calculation of AML transforma-
tion risk. Statistical comparisons between different actuarial
curves were based on log-rank tests.'?'

Multivariate analysis using the Cox proportional hazards
regression method for temporal events was used to identify the
most significant independent prognostic variables for OS and
AML transformation.”® Characteristics selected for possible
inclusion in the multivariate model were those for which there
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was some indication of a significant association with OS or AML
transformation in the univariate analysis (Table 4), P<0.05.
Only cases with complete data for all variables were included
in the regression procedure. The forward stepwise procedure
was stopped when the P-value for entering an additional
variable was above 0.05. All P-values reported are two sided.
The selected P-value for considering differences statistically
significant in all analyses was <0.05. All analyses were
performed using the statistical package SPSS version 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Characteristics of the patients

The overall series included 183 men (34%) and 358 women
(66%) with a median age of 68 years (range, 33-92 years). The
main characteristics of the patients at the time of diagnosis are
summarized in Table 1. The median value for hemoglobin level,
ANC and platelet count was 9.0g per liter (range, 2.5-14.0),
1.8 x 10° per liter (range, 0.10-38.40) and 181 x 10” per liter
(range, 4-1610), respectively, whereas median BM blast count
was 4.0%. Most of the patients were classified as RA (49.2%) or
RAEB (42.7%) according to the FAB classification; and
‘5q—syndrome’ (39.7%), RAEB-2 (29.0%) or RAEB-1 (21.7%)
by the WHO 2001 criteria.

In total, 299 patients (55.3%) had deletion 5q as the sole
chromosomal abnormality, 93 (17.2%) had one additional
abnormality and 149 (27.5%) had a complex karyotype with
two or more associated abnormalities. The most frequent single
additional anomalies to deletion 5q were del(12p) (n=11),
trisomy 21 (n=10), trisomy 8 (n=9) and del(20q) (n=38). Of
note, there were no patients with deletion 5q and loss of
chromosome Y. However, as expected, majority of patients
were women (ratio 1:2.1). In the context of complex karyotypes,
aberrations most commonly found were those affecting chromo-
some 17 (n=40), —18/18q— (n=36), trisomy 8 (n=35),
del(20q) (n=30), monosomy 7 (n=28) and involvement of
chromosome 3 (n=25).

Ten of the cases included in the series (2.0%) had unrelated
clones (without deletion 5q), with trisomy 8 (four cases) and
del(12p) (two cases), being the most frequent cytogenetic
aberrations.

The most common 5q-deleted regions in 383 cases, in which
this information was available, were q13q33 (49.4%), q13931
(15.9%), ¢22g33 (7.8%) and 20.9% other unspecific break
points. There was a strong correlation between the number of
chromosomal abnormalities found in addition to deletion 5q and
different hematological parameters, other cytogenetic findings,
FAB and WHO subtype, and IPSS classification (Table 2).
Comparing patients with >2 additional abnormalities with
patients belonging to a group encompassing two cytogenetic
categories (del(5q) and del(5q) + 1), we observed that there were
differences in sex distribution (P<0.001), and hemoglobin level
between both groups (P=0.074). Platelet count and ANC showed
differences between both groups (P<<0.001) and a higher incidence
of cytopenias as well (P<0.001). The proportion of blasts in BM
was higher (P<0.001) as well as the higher proportion of cases
with metaphases carrying the deletion 5¢ (P<0.001).

FAB and WHO diagnoses, according to the number of
chromosomal abnormalities found in addition to deletion 5q,
are shown in Figure 1.

Apart from differences in characteristics inherent to the
definition of ‘5q—syndrome’ (for example, absence of additional
chromosomal abnormalities and lower proportion of blasts in
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Table 1 Patient characteristics
Characteristic Number of patients, n (%)
Total number of patients 541
Age 532
<60 years 129 (24.2)
>60 years 403 (75.8)
Sex 541
Male 183 (33.8)
Female 358 (66.2)
Hemoglobin 438
<10g per 100ml 308 (70.3)
>10g per 100ml 130 (29.7)
Absolute neutrophil count 320
<1.8 x 10° per liter 156 (48.8)
>1.8 x 10° per liter 164 (51.2)
Platelet count 439
<100 x 10° per liter 129 (29.4)
>100 x 10° per liter 310 (70.6)
Cytopenias 325
None 48 (14.8)
One 115 (35.4)
Two 105 (32.3)
Three 57 (17.5)
BM blast count 497
<5% 293 (58.8)
5-10% 90 (18.1)
11-20% 115 (23.1)
FAB subtype 508
RA 250 (49.2)
RARS 41 (8.1)
RAEB 217 (42.7)
WHO subtype 373
RA 4(1.1)
RARS 2 (0.5)
RCMD 18 (4.8)
RCMD-RS 11 (2.9
‘5g—syndrome’ 148 (39.7)
RAEB-1 81 (21.7)
RAEB-2 108 (29.0)
MDS-U 1.3
Karyotype complexity 541
Isolated 59— 299 (55.3)
59— + 1 abnormality 93 (17.2)
50— + 2 abnormalities 26 (4.8)
59— + 3 abnormalities 21 (3.9
59— + 4 abnormalities 19 (8.5)
59— + =5 abnormalities 83 (15.3)
Deletion 5q break points 383
q13g31 61 (15.9)
q139g33 189 (49.4)
g22g33 30 (7.8)
12933 13 (3.4)
q14934 10 (2.6)
Others 80 (20.9)
Percentage of del(5q) metaphases 365
<100% 233 (63.8)
100% 132 (36.8)
IPSS risk group 329
Low 89 (27.1)
Intermediate-1 110 (33.4)
Intermediate-2 83 (25.2)
High 47 (14.9)

Abbreviations: BM, bone marrow; FAB, French-American—British;
IPSS, International Prognostic Scoring System; MDS-U, MDS un-
classifiable; RA, refractory anemia; RAEB, RA with excess of blasts;
RARS, RA with ringed sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with
multiineage dysplasia; RCMD-RS, RCMD with ringed sideroblasts;
WHO, World Health Organization.
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Table 2 Patient characteristics according to the karyotype complexity
Isolated del(5q)+1 del(5g)+=2 P-value
del(5q) (1) abnormality (2) abnormalities (3)
Median (Q1-Q3) n (%) Median (Q1-Q3) n (%) Median (Q1-Q3) n (%) (1)vs(2) (1)vs(3) (2)vs(3)
Age 68 (59-76) 292 67 (59-76) 93 68 (59-76) 147 0.772%  0.357% 0.294°2
<60 years 77 (26.4) 24 (25.8) 28 (19.0)
>60 years 215 (73.6) 69 (74.2) 119 (81.0)
Sex 299 93 149 0.440° <0.001°  0.031°
Male 84 (28.1) 30 (32.3) 69 (46.3)
Female 215 (71.9) 63 (67.7) 80 (53.7)
Hemoglobin 8.9 (2.0)° 255 9.3(1.9° 77 8.7 (1.6)° 106 0.327¢ 0.455¢ 0.078¢
<10g per 100ml 176 (69) 47 (61.0) 85 (80.2)
>10g per 100ml 79 (31) 30 (39.0) 21 (19.8)
Absolute neutrophil count 2.2 (1.4-3.0) 167 1.6 (1.1-2.8) 49 1.1 (0.5-2.2) 104 0.111* <0.001*  0.003*
<1.8 x 10? per liter 58 (34.7) 25 (51.0) 73 (70.2)
>1.8 x 10° per liter 109 (65.3) 24 (49.0) 31 (29.8)
Platelet count 243 (145-377) 253 196 (106-295) 79 59 (33-113) 107 0.006% <0.001* <0.0012
<100 x 10° per liter 35 (13.8) 18 (22.8) 76 (71.0)
>100 x 10° per liter 218 (86.2) 61 (77.2) 31 (29.0)
BM blast count 3.0 (1.0-5.0) 275 4.0 (2.0-10.0) 81 9.0 (4.0-13.0) 142 0.009% <0.001* <0.001?
<5% 203 (73.8) 51 (63.0) 39 (27.5)
5-10% 43 (15.6) 9 (11.1) 38 (26.7)
11-20% 29 (10.5) 21 (25.9) 65 (45.8)
Percentage of del(5q) 75 (52.2-100.0) 179  88.7 (64.4-100.00) 76  98.1 (69.8-100.0) 110 0.227° <0.001® 0.051°
metaphases
<100% 129 (72.1) 49 (64.5) 55 (50.0)
100% 50 (27.9) 27 (35.5) 55 (50.0)
Cytopenias 170 50 105 0.074° <0.001° <0.001°
None 38 (22.4) 7 (14.0) 3(2.8)
One 79 (46.5) 21 (42.0) 15 (14.3)
Two 46 (27.0) 15 (30.0) 44 (41.9)
Three 7 (4.1) 3(14.0) 43 (41.0)
IPSS risk group 173 51 105  <0.001°® <0.001® <0.001P
Low 89 (51.4) 0 (0.0) 0 (0.0)
Intermediate-1 65 (37.6) 34 (66.7) 11 (10.5)
Intermediate-2 18 (10.4) 15 (29.4) 50 (47.6)
High 1 (0.6) 2(3.9) 44 (41.9)
FAB subtype 277 85 146 0.023° <0.001° <0.001°
RA 182 (65.7) 42 (49.4) 26 (17.8)
RARS 21 (7.6) 11 (12.9) 9(6.2)
RAEB 74 (26.7) 32 (37.6) 111 (76.0)
WHO subtype 217 42 114 <0.001® <0.001® 0.016°
‘50—syndrome’ 148 (68.2) 0 (0.0) 0 (0.0)
RA 1(0.5) 2 (4.8) 1(0.9)
RARS 0(0.0) 1(2.4) 1 (0.9)
RCMD 3(1.4) 8(19.0) 7 (6.1)
RCMD-RS 1(0.5) 5 (11.9) 5 (4.4)
RAEB-1 35 (16.0) 9 (21.4) 37 (32.4)
RAEB-2 29 (13.4) 17 (40.5) 62 (54.4)
MDS-U 0(0.0) 0 (0.0) 1 (0.9)

Abbreviations: BM, bone marrow; FAB, French-American—British; IPSS, International Prognostic Scoring System; MDS-U, MDS unclassifiable;
RA, refractory anemia; RAEB, RA with excess of blasts; RARS, RA with ringed sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with multilineage

dysplasia; RCMD-RS, RCMD with ringed sideroblasts; WHO, World Health Organization.
Q1, percentile 25; Q3, percentile 75.

#Mann-Whitney U-test.

b2 test.

“This value corresponds to the mean and s.d., in brackets.

90ne-way ANOVA with post-hoc Tukey’s test;

°Fisher’s exact test.
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BM), this subset of patients (n=148) had a higher median ANC
(P=0.001) and median platelet count value (P<0.001) and,
consequently, a lower number of cytopenias (P<0.001) than the
remaining patients. Further, patients with ‘5q—syndrome’
showed a lower median percentage of metaphases carrying
deletion 5q than the rest of the patients (median 70 vs 90%;
P<0.001) (Table 3). No significant differences in break points
were observed between patients with ‘5q—syndrome’ and the
remaining patients (data not shown).

Outcome and prognostic factors in the overall series

Overall survival and AML transformation data were available in
512 (94.6%) and 299 (55.3%) patients, respectively. With a
median follow-up of 17.2 months (range, 1-326) for surviving
patients, 258 patients remained alive and the median OS for the
whole series was 36.8 months. In total, 66 patients evolved to
AML during follow-up, with the actuarial risk of AML evolution
at 5 years of 38.8%. As depicted in Table 4, univariate analysis
showed that both OS and risk of AML transformation were
significantly influenced by age (P<0.001 and P=0.042,
respectively), sex (P<0.001 and P=0.029, respectively), ANC
(P<0.00T and P=0.004, respectively) and platelet count,
number of cytopenias, proportion of BM blasts, FAB and
WHO subtype, IPSS risk group and number of chromosomal
abnormalities found in addition to deletion 5q (P<0.001 for all
variables, both OS and AML evolution), as well as the
percentage of metaphases carrying deletion 5q (P<0.001 and
P=0.003, respectively). In addition, OS was shorter in those
with lower hemoglobin levels (P=0.030). Different deletion
break points showed an impact on outcome in terms of OS
(P=0.008). Although there was one break point (q22933) that
showed less median survival time, this did not differ statistically
from the rest of the break points (P=0.228). Figure 2 shows the
actuarial curves of OS (Figure 2a) and AML transformation
(Figure 2b) in the three cytogenetic groups defined according to
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the number of chromosomal abnormalities found in addition to
deletion 5q: isolated deletion 5q, deletion 5q plus one
additional abnormality and deletion 5q plus two or more
additional abnormalities. As can be appreciated, all the three
aforementioned cytogenetic groups were found to have a
significantly different risks of AML transformation (P<0.001
for all comparisons), but regarding OS only two risk groups
could be clearly identified, patients with deletion 5q alone or
with one additional chromosomal abnormality and patients with
two or more additional abnormalities. Although patients with
deletion 5q plus one additional abnormality had a somewhat
shorter OS than patients with isolated deletion 5q (median OS,
63.4 and 46.0 months, respectively) differences in OS between
these two groups were not statistically significant (P=0.131).
We were not able to determine the potential impact in the
outcome of any of the additional aberrations because of the low
number of cases as a single anomaly accompanying to the
deletion 5¢. In contrast, patients with two or more additional
abnormalities showed a significantly shorter OS than the other
two groups of patients (median OS, 6.8 months; P<0.001).

The same prognostic impact of the three cytogenetic groups,
defined by the number of chromosomal abnormalities found in
addition to deletion 5g, on OS and risk of AML transformation
was evident when the analysis was restricted to patients with
<5% and <10% blasts in BM (Figure 3).

As shown in Table 5, in multivariate analysis the character-
istics showing an independent prognostic impact concerning OS
and AML transformation risk were the number of chromosomal
abnormalities found in addition to deletion 5¢q (P<0.001 for
both outcomes); the platelet count (P<0.001 and P=0.001,
respectively) and the proportion of blasts in BM (P<0.001 and
P=0.016, respectively). Age and sex also added significant
prognostic information for OS (P=0.001 and P=0.020,
respectively). The independent prognostic impact of platelet
count in multivariate analysis was observed studying this
variable both as a dichotomous and continuous one. When this
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Table 3 Comparative of clinical characteristics of patients with ‘5q—syndrome’
‘6g—syndrome’ ‘non-5q—syndrome’ P-value
Median (Q1-Q3) n (%) Median (Q1-Q3) n (%)

Age 70 (59-79) 147 67 (60-75) 385 0.070%
<60 years 39 (26.5) 90 (23.4)
>60 years 108 (73.5) 295 (76.6)

Sex 148 393 0.035°
Male 43 (29.1) 140 (35.6)
Female 105 (70.9) 253 (64.4)

Hemoglobin 9.0 (1.9)¢ 133 8.9 (1.9° 305 0.420°
<10g per 100ml 92 (69.2) 216 (70.8)
>10g per 100 ml 41 (30.8) 89 (29.2)

Absolute neutrophil count 2.2 (1.5-3.3) 86 1.6 (0.9-2.7) 234 <0.0018
<1.8x 10° per liter 26 (30.2) 130 (55.6)
>1.8 x 10° per liter 60 (69.8) 104 (44.4)

Platelet count 295 (174-412) 130 138 (60-262) 309 <0.001?
<100 x 10° per liter 13 (10.0) 116 (37.5)
>100 x 10° per liter 117 (90.0) 193 (62.5)

BM blast count 2.0 (1.0-3.0) 141 6.0 (3.0-11.0) 357 <0.0012
<5% 141 (100.0) 152 (42.6)
5-10% (0.0) 90 (25.2)
11-20% (0.0 115 (32.2)

IPSS score 89 240 <0.001°
Low (78.7) 19 (7.9)
Intermediate-1 (21.39) 91 (37.9)
Intermediate-2 0.0) 83 (34.6)
High (0.0) 47 (19.6)

Percentage of del(6q) metaphases 70.0 (40.0-93.1) 73 90.0 (61.1-100.0) 292 <0.001°
<100% 60 (82.2) 173 (69.2)
100% 13 (17.8) 119 (40.8)

Abbreviations: BM, bone marrow; IPSS, International Prognostic Scoring System.

Q1, percentile 25; Q3, percentile 75.

#Mann-Whitney U-test.

b2 test,

“This value corresponds to the mean and s.d., in brackets.
9Student’s t test.

variable was introduced simultaneously in the regression
procedure in both ways, the dichotomized manner was selected
for entering the model. For this reason and for practical
purposes, all results offered are those obtained with platelet
count as a dichotomized variable.

Outcome and prognostic factors in patients with
‘5q—syndrome’
When the analysis was restricted to 144 patients with the
‘5g—syndrome’ diagnosis and available follow-up data, median
OS was 68.8 months and actuarial risk of AML transformation at
5 years was 17.1%. In univariate analysis, male patients (median
OS, 40.9 vs 80.0 months for women; P=0.020), patients older
than 60 years of age (median OS, 45.0 vs 134.5 months for
patients <60 years of age; P=0.005) and those with a platelet
count lower than 150 x 10° per liter (median OS, 32.2 vs 80.0
months for patients with a platelet count greater than 150 x 10°
per liter; P<0.001) had a significantly shorter OS.

Multivariate analysis showed that the main factors influencing
OS were platelet count (hazards ratio (HR), 3.2; P=0.001) and
age (HR, 2.2; P=0.034). None of the parameters evaluated

demonstrated a significant association with AML transformation
risk neither on univariate nor on multivariate analysis.

Outcome and prognostic factors in patients of low and
intermediate-1 risk

Patients belonging to the low and intermediate-1 IPSS category
are considered as good prognosis, as well as those MDS with
deletion 5q. Comparing the outcomes of both groups of patients
in our series, as expected, low IPSS patients has a median
survival time higher than the intermediate-1 patients, though
these differences were not statistically significant (58.9 vs 45.0
months; P=0.182). The actuarial AML risk at 5 years was also
similar (21.2 vs 25.6%; P=0.437). Focusing on low-risk
patients, all presented isolated 5q deletion and <5% of BM
blasts. The univariate analysis did not detect any prognostic
factor regarding OS and AML, for those variables that there were
enough patients per group. The intermediate-1 group had
patients belonging to the three cytogenetic and BM blast count
predefined categories. The OS univariate analysis showed the
prognosis impact of cytogenetic categories (P=0.020), age
(P=0.003) and platelet count (P=0.002). Regarding AML,
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Table 4 Results of univariate analyses of prognostic factors for OS and AML transformation in the overall series
Overall survival AML transformation
n (%) Medlian Patients alive P-value n (%) Time to 25% Cumulative probability of — P-value
survival (mo) at 5 years (%) probability (mo) AML evolution at 5 years (%)
Age 506 (93.5) <0.001 297 (54.9) 0.042
<60 years 121 (23.9) 80.0 52.4 66 (22.2) 13.5 47.7
>60 years 385 (76.1) 33.0 28.1 231 (77.8) 41.8 36.0
Sex 512 (94.6) <0.001 299 (55.3) 0.029
Male 174 (34.0) 25.0 21.2 108 (36.1) 14.9 52.1
Female 338 (66.0) 44.9 41.9 191 (63.9) 421 32.4
Hemoglobin 429 (79.3) 0.030 290 (53.6) 0.252
<10g per 100 ml 302 (70.4) 35.0 33.7 200 (69.0) 22.9 41.9
>10g per 100ml 127 (29.6) 54.5 427 90 (31.6) 44.2 32.8
Absolute neutrophil count 318 (58.8) <0.001 285 (52.7) 0.004
<1.8x 10° per liter 155 (48.7) 15.0 17.1 136 (47.7) 13.2 47.3
>1.8 x 10° per liter 163 (51.3) 38.7 45.0 149 (52.3) 51.6 28.7
Platelet count 428 (79.1) <0.001 290 (53.6) <0.001
<100 x 10° per liter 127 (29.7) 8.2 8.3 100 (34.5) 6.7 67.6
>100 x 10° per liter 301 (70.3) 47.0 57.1 190 (65.5) 48.6 30.4
Cytopenias 323 (59.7) <0.001 286 (52.9) <0.001
None 47 (14.6) 65.9 53.4 44 (15.4) NR 15.9
One 115 (35.6) 50.9 36.1 100 (35.0) 34.5 44.8
Two 104 (32.2) 19.7 20.5 92 (32.1) 15.0 32.2
Three 57 (17.6) 7.9 5.2 50 (17.5) 67 76.6
BM blast count 479 (88.5) <0.001 296 (54.7) <0.001
<5% 277 (57.8) 50.9 44.3 151 (51.0) 51.1 31.3
5-10% 88 (18.4) 19.7 26.2 63 (21.3) 13.5 421
11-20% 114 (23.8) 11.0 12.5 82 (27.7) 8.4 55.9
IPSS risk group 327 (60.4) <0.001 289 (53.4) <0.001
Low 88 (26.9) 58.9 49.1 78 (27.0) 65.0 21.2
Intermediate-1 109 (33.3) 45.0 34.3 94 (32.5) 52.4 25.6
Intermediate-2 83 (25.4) 13.4 15.2 74 (25.6) 9.1 65.0
High 47 (14.4) 6.5 0.0 43 (14.9) 5.2 100.0
FAB subtype 488 (90.2) <0.001 2889 (53.4) <0.001
RA 232 (47.5) 57.0 47.3 117 (40.5) 51.4 29.8
RARS 41 (8.4) 38.9 36.1 20 (6.9) 10.8 —
RAEB 215 (44.1) 14.9 17.3 152 (52.6) 9.7 481
WHO subtype 362 (66.9) <0.001 255 (47.1) <0.001
‘5g—syndrome’ 140 (38.7) 65.9 51.3 86 (33.7) 65.0 18.2
RA 4(1.1) 31.6 33.3 3(1.2) — 100.0
RARS 2 (0.6) 2.7 0.0 2 (0.8) — 100.0
RCMD 17 (4.7) 31.0 15.9 10 (8.9) — 100.0
RCMD-RS 11 (3.0) 20.8 16.4 6 (2.4) 4.7 100.0
RAEB-1 79 (21.8) 18.0 20.0 62 (24.3) 15.4 30.6
RAEB-2 108 (29.8) 10.4 13.0 85 (33.9) 8.7 63.4
MDS-U 1(0.3) 9.7 0.0 1(0.4) — —
Percentage of del(5q) metaphases 353 (65.2) <0.001 250 (46.2) 0.003
<100% 225 (63.7) 39.6 35.2 170 (68.0) 51.1 34.4
100% 128 (36.3) 16.2 20.1 80 (42.0) 8.4 53.4
Deletion 5q break points 370 (68.4) 0.008 0.386
q13931 60 (16.2) 57.1 47.4 33 (15.9) 52.4 47.4
q13933 181 (48.9) 39.6 38.7 110 (563.2) 26.0 38.7
g22033 30 (8.1) 24.0 28.2 13 (6.3) 18.2 28.2
q12933 13 (3.5) 57.4 46.7 10 (4.8) — 46.7
q14934 10 (2.7) 73.0 33.8 1(0.5) — 33.8
Others 76 (20.6) 19.7 26.9 40 (19.3) 15.4 26.9
Karyotype complexity 512 (94.6) <0.001 299 (55.3) <0.001
Del(5q) 275 (563.7) 63.4 50.6 160 (53.5) 65.0 21.1
Del(5q) + 1 89 (17.4) 46.0 40.4 43 (14.4) 14.9 57.6
Del(5q) + 2 26 (5.1) 13.9 0.0 16 (5.4) 4.7 100.0
Del(5q) + 3 21 (4.1) 8.1 0.0 15 (5.0) 2.6 100.0
Del(5q) + 4 19 3.7) 7.6 0.0 13 (4.9 3.9 100.0
Del(5q) + =5 82 (16.0) 57 2.3 52 (17.4) 42 100.0

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; BM, bone marrow; FAB, French-American—British; IPSS, International Prognostic Scoring System;
MDS-U, MDS unclassifiable; NR: not reached; OS, overall survival; RA, refractory anemia; RAEB, RA with excess of blasts; RARS, RA with ringed
sideroblasts; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RCMD-RS, RCMD with ringed sideroblasts; WHO, World Health
Organization.
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Figure 2 Kaplan—-Meier curves according to the three defined
cytogenetic categories (isolated del(5q), del(5q)+1, del(5qg)+ >2).
(@) Actuarial probability of overall survival. (b) Cumulative probability
of AML transformation.

cytogenetic categories (P=0.008) and sex (P=0.027) revealed
their prognostic impact in the intermediate-1 subset of patients.

Discussion

In this paper we present the results of a larger multicenter
cooperative study that recruited the largest to-date known
series of de novo MDS patients with deletion 5q in the
pre-lenalidomide era. This has allowed us to assess the
clinical characteristics, natural history and prognostic factors,
with special emphasis on cytogenetic findings; being the
risk of transformation to AML one of the highlights of this
study. This was one of the controversial points for the approval
of lenalidomide by the European Medicines Agency. Although
a phase IlI clinical trial comparing lenalidomide vs placebo
has shown some preliminary data about the risk of AML
transformation in patients treated and not treated with
lenalidomide,'? herein, we have studied extensively this
parameter in nontreated patients, taking different prognostic
factors into account.

We confirmed the strong relationship between the number of
additional chromosomal abnormalities (apart from deletion 5q)
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and outcomes, and we are able to show that the patterns of these
additional karyotype abnormalities define two distinct risk
groups concerning the probability of OS and three concerning
the risk of AML transformation. Platelet count and sex were the
only variables independently associated with OS in a specific
subanalysis of patients with WHO-defined ‘5q—syndrome’.

As to cytogenetic abnormalities, we found that the most
frequent single additional abnormalities to deletion 5q were:
del(12p), trisomy 21, trisomy 8 and del(20q), the incidences of
which were within the ranges reported in the literature.?® It
should be noted, however, that the number of aberrations of
chromosome 7 (—7/7q—) occurring as the sole additional
abnormality in this series (n=>5) was not large enough to help
us to clarify its prognostic value, though a slightly nonstatisti-
cally significant decrease in OS was observed in this subset of
patients (data not shown).

Regarding break points observed in our series, our results
agree with previous studies.”?*2°® However, some of the
variability in the reported deletion break points may result from
the difficulties of interpretation in suboptimal chromosomal
preparations and the interpersonal variability as well. For the
whole series, we observed an association between the deleted
regions and its outcomes, in terms of OS. Nevertheless, we did
not find association of the length of the deleted segment with
respect to OS. Of note, no significant differences in break points
were observed between patients with the ‘5q—syndrome’ and
the rest of the series, in contrast with which was previously
reported.?”

Karyotype complexity is a well-known prognostic factor in
MDS.> 810112829 However, in MDS patients with deletion 5q
prognostic value of the number of chromosomal abnormalities
in addition to deletion 5q (for example, complexity of the
karyotype) is still a matter of debate, with previous reports
showing conflicting results. In 2003, Stewart et al.*>° analyzed
outcomes of hematopoietic stem cell transplants in patients with
MDS or AML and deletion 5q as the sole karyotypic abnormality
(n=20) vs deletion 5q in combination with other chromosomal
abnormalities (n=37). Overall, patients with deletion 5q as the
sole karyotypic abnormality had lower rate of relapse and
increased relapse-free survival. In addition to that, the blast
count (<5%) was the only factor significantly associated with
relapse-free survival. In 2004, Giagounidis et al.” reported a
series of 76 MDS patients with deletion 5q in which those with
one additional abnormality to deletion 5q had a significant
worse prognosis. However, the analysis was restricted to a
subset of just 10 patients with a single additional abnormality.
Recently, Holtan et al.>' studying 130 deletion 5q MDS patients
(including 39 with isolated deletion 5q and 16 plus one
additional aberration) found similar survival for these two
groups. Finally, in the largest series reported before the present
one, Haase et al.® did not find statistical differences in OS
between both groups of patients (82 patients with one additional
abnormality out of 168 deletion 5q MDS patients). In this
enlarged series, we also failed to find a significantly different OS
between patients with a sole deletion 5q (n=275) and those
with a single additional abnormality (n=89), despite this latter
group showed a somewhat shorter survival (46.0 vs 63.4
months; P=0.131). Nevertheless, this similarity was not kept
for the risk of AML evolution, an outcome not extensively
evaluated in previous studies, as patients with a single additional
abnormality showed a higher risk of evolution to AML (57.6 vs
21.1% at 5 years; P<0.001). Patients with two or more
additional abnormalities had a dismal prognosis in terms of
OS and risk to AML transformation. The data regarding
transformation to AML will be of importance, specially, in the
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Figure 3 Kaplan-Meier curves according to the three defined cytogenetic categories (isolated del(5q), del(5q) + 1, del(5q) + >2) in patients with
<5 and <10% blasts in bone marrow (BM). (@) Actuarial probability of overall survival for patients with a BM blast count <5%. (b) Cumulative
probability of AML transformation for patients with a BM blast count <5%. (c) Actuarial probability of overall survival for patients with a BM blast
count <10%. (d) Cumulative probability of AML transformation for patients with a BM blast count <10%.

Table 5 Results of multivariate analysis of prognostic factors for OS and AML transformation in the overall series
Variable Overall survival AML transformation

Categories Hazards ratio P-value Categories Hazards ratio P-value

(95% Cl) (95% ClI)
Karyotype del(5q) and del(5q)+1 vs 4.1 (2.9-5.7) <0.001 del(5q) vs del(5g)+1 vs 2.9 (2.0-4.1) <0.001
complexity del(bg)+=2 del(5g)+=>2
Platelet count <150 x 10%1 vs >150 x 109/ 2.0 (1.5-2.8) <0.001 <150 x 10%1 vs 2.2 (1.2-3.9) 0.001
>150 x 10%I

BM blast <5% vs 5-10% vs 11-20% 1.4 (1.2-1.7) <0.001 <5vs >5% 1.4 (1.1-1.9) 0.016
count vs >20%
Age <60 vs =60 years 1.6 (1.2-2.3) 0.001 — —
Sex Female vs male 0.7 (0.5-0.9) 0.020 — —

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; BM, bone marrow; Cl, confidence interval; OS, overall survival.

assessment of clinical trials, a controversial point for the
approval of drugs in hematological malignancies.

Multivariate analysis confirmed the independently adverse
impact of the complexity of the karyotype (for instance, plus >2
additional aberrations) in both OS and risk of AML transforma-
tion. In contrast, differences in outcome between patients with
isolated deletion 5q and those with a single additional
abnormality do not seem to be fully attributable to the extra
aberration per se. In fact, these two groups showed significant
differences in variables such as BM blasts and platelet count
(Table 2), which could account, at least in part, for the different
outcomes.

Nowadays, the IPSS score'® still being the ‘gold standard’ for
MDS stratifications and prognostication. In 2007, Malcovati

Leukemia

et al.** published a new scoring system based on the WHO
classification, called WHO classification-based prognostic
scoring system, which includes the IPSS cytogenetic risk
categories, the WHO classification and transfusion require-
ments.Unfortunately, this latter variable was not available in
most of our patients and, thus we were not able to evaluate the
potential prognostic importance of transfusion requirements and
WHO classification-based prognostic scoring system in MDS
patients with 5q deletion.

Finally, we analyzed the characteristics and outcome of 148
patients fulfilling the ‘5q—syndrome’” WHO (2001) definition
(144 with available follow-up data). WHO (2008) classification®
restricts this diagnosis to MDS patients with an isolated deletion
5q without any additional chromosomal abnormality (with the



exception of a loss of the Y chromosome) and a BM blast count
below 5%. Ironically, none of the patients with deletion 5q MDS
in this series showed a concurrent loss of Y chromosome,
although it was observed in the context of complex karyotypes.
The multivariate analysis of prognostic factors in patients with
WHO 2001-defined ‘5gq—syndrome’ showed that a platelet
count lower or equal to 150 x 10° per liter and advanced age
were adversely related to OS. In contrast, none of the
parameters evaluated showed a significant association with
AML transformation risk. This is the first series that includes a
large number of cases with ‘5q—syndrome’ defined according to
the WHO classification; our findings could help to a better
prognostic characterization of this entity. Although, Patnaik
et al.** in 2010, published a large series fulfilling the current
WHO-2008 definition, they were as not large as our subset of
patients. However, the multivariate analysis give additional
data, showing that the tranfusion need at diagnosis and
dysgranulopoiesis are important prognostic factors, as well as
age. In addition, they contribute with data from molecular
studies that is very useful in this subset of patients. They
performed mutational analysis from JAK2, MPL and IDH1 genes,
which revealed mutations except for the IDHT gene, they are
more associated with high-risk MDS or AML.?>3-3*

In summary, the results of this retrospective collaborative
study, which is the largest available series of patients with
primary MDS and deletion 5q, most of them receiving
supportive care, show the independent prognostic impact of
the number of additional chromosomal abnormalities to
deletion 5q, to question the currently accepted WHO definition
of the ‘5q—syndrome’. In addition, it is the first to show the
prognostic importance of platelet count and age in patients with
‘5q—syndrome’. Further, this series could be very useful for the
design of clinical trials in MDS patients with deletion 5q. This
may be of special relevance in view of the controversies arisen
by the results observed in patients treated with lenalidomide.
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Albert Einstein






Discussio

Les SMD son per definici6 un conjunt de malalties clonals hematologiques
heterogenies ja que inclou varis subgrups, basicament, morfologics. A més de la seva
gran heterogeneitat clinica i citologica, es caracteritzen per la seva diversitat genetica.
Tot i que la delecié 5q és una de les alteracions més freqiients en les SMD, és una
incognita les diferéncies observades en la historia natural de la malaltia aixi com en
guant a resposta al tractament amb lenalidomida. Els tres treballs que componen
aquesta tesi han permeés profunditzar en el coneixement genétic i clinic de la delecié
5q en les SMD. Els treballs publicats fins el moment del seu inici eren escassos i basats
en un baix nombre de pacients i, normalment, els estudis de cc®% FISH o

99100 astaven inclosos en series més amplies que incloien SMD

microarrays genomics
amb altres alteracions citogenétiques i, en el cas de les SMD amb delecié 5q no un
grup homogeni tractat amb lenalidomida.

En el treball | es va estudiar la incidencia de la delecié 5g en les SMD que a priori per
CC no presentaven una delecié del brag llarg del cromosoma 5 classica'*. En el treball
Il es va estudiar 'impacte que tenien les alteracions citogenétiques acompanyants a la
delecié 5q en el pronostic d’aquest subgrup de SMD, que suposen el 10-15% del total

118 En el treball 11

de SMD, i el seu paper enfront a factors clinics i morfologics classics
es va estudiar el paper d’alteracions criptiques, detectades amb técniques d’estudi
citogeneétic d’alta resolucié com sén els microarrays genomics i estudis de seqlienciacio

directa, i el seu impacte en la resposta al tractament amb lenalidomida.

1. Utilitat i impacte de les técniques d’estudi citogenétic en la delecié 5q

Des dels anys 60 en que es va descobrir que el cromosoma Ph estava associat a la
leucémia mieloide cronica, la tecnica de CC ha estat i és la técnica gold standard per a
I'estudi citogenetic en les malalties hematologiques clonals i, per tant, també en les
SMD™. Tot i aixd, amb el temps, altres técniques s’han anat aplicant per a I'estudi de
la preséncia i incidéncia d’alteracions citogenetiques tals com guanys, pérdues o

translocacions.

1.1. Importancia de la técnica de FISH

La tecnica de FISH és una técnica amb major sensibilitat que la CC. En el primer estudi

presentat en aquesta tesi es va demostrar com l'aplicacié d’aquesta técnica per
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I’estudi de la delecié 5q és de gran utilitat™*®, especialment en aquells casos en que
I’estudi de CC no ha mostrat metafases (=20% de deteccid) i, per tant, no es disposa de
cap tipus d’informacié citogenetica. A més, és altament recomanable aplicar-la en
casos en que es té la sospita morfologica de tractar-se d’'una "SMD amb delecié 5q
aillada" segons la classificacié de la OMS 2001"’ 0 2008°. De tots els casos amb cariotip
normal, el =6% ha mostrat delecié 5q mitjangant FISH; aquests resultats estan dins dels

limits presentats en la literatura (0-14%)°%°%2%9>118120

pero la nostra serie és quatre
vegades més llarga que la publicada fins el moment de presentacié d’aquesta tesi, la
gual presentava resultats molts similars als nostres (4,95% de delecié 5q en SMD amb
cariotip normal)™.

A més, I'aplicacié de la tecnica de FISH permet la redefinicid del cariotip en casos amb
el cromosoma 5 implicat (per exemple, una translocacid) o en casos en que la CC havia
mostrat monosomia 5. Es altament probable que la preséncia de cromosomes
marcadors, en casos amb un cariotip complex amb monosomia 5, corresponguin a
material d’aquest cromosoma, tal com s’ha demostrat per tecniques d’SKY (Spectral

121-126 mitjancant FISH'?,

Karyotyping)
A més del seu valor diagnostic, la técnica de FISH té un valor pronostic tal com va
demostrar Rigolin i cols. a I'any 2001. La FISH permet la deteccié de clons interfasics
amb avantatge proliferativa que amb el temps determinen que el pacient evolucioni a
LMA. D’altra banda, presenta una limitacié important i és que només es disposa
d’informacié de la sonda que s’esta estudiant’’. Lestudi en el moment del diagnostic
permet avancgar-se a una possible evolucié de la malaltia. Amb aquesta mateixa idea
s’han publicat treballs que han mostrat que la tecnica de FISH pot ser util en el
seguiment de pacients amb SMD que rebran tractament amb 5-azacitidina o
lenalidomida per veure l'adquisicié d’alteracions cromosomiques. Gohring i cols.
(2011)128 va estudiar una cohort de 302 pacients tractats amb lenalidomida abans del
tractament, als 6, 12 i 18 mesos mitjancant la técnica de CC i FISH. L’estudi en paral-lel
mitjancant les dues tecniques va permetre detectar no remissions citogenétiques,
evolucions clonals i recaigudes. L'estudi mitjancant FISH esta limitat a la sonda que
s’utilitza, en aquest cas, per la regié 5931; gracies a la técnica de FISH es van poder
detectar casos de no remissid citogenetica i de recaiguda degut a la major sensibilitat

de la técnica respecte la CC. No obstant, la CC fa un analisi global del genoma, fet que
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permet detectar I'adquisicio o no d’alteracions addicionals a la delecié 5q (evolucié
clonal).

Amb un objectiu similar, un altre grup (Braulke i cols., 2010) va estudiar, mitjangant
FISH, cél-lules CD34 aillades de SP abans de l'inici de cada cicle de tractament amb 5-
azacitidina. L'estudi va mostrar que la técnica de FISH permet obtenir resultats similars

129

en terme de percentatge d’alteracions que la CC (també en la delecié 5q) . D’altra

. . 11
banda, tal i com mostren altres estudis i el treball | >

, la técnica de FISH no pot
substituir a la CC ja que aquesta és una técnica complementaria de gran utilitat en el

diagnostic i seguiment de les SMD.

1.2. Importancia de la técnica de microarrays genomics
En el Treball 11l (annex 1) es va estudiar I'aplicacié de tecniques de major resolucié com

son els microarrays genomics. Aquests han mostrat ser de gran utilitat en I'estudi de

les SMD, des de dos punts de vista, per la deteccid d’alteracions citogenéetiques
criptiques i pel seu impacte pronostic. La técnica de FISH mitjangant sondes creades a
partir de BACs han permes la confirmacid de les alteracions detectades per
microarrays ja siguin d’HGC* o de SNP, com és el nostre cas.

Els microarrays de SNP permeten la deteccié d’alteracions en el nombre de copies com
els microarrays d’HGC i una de les principals avantatges és la deteccié de pérdues
d’heterozigositat. La deteccid d’aquest tipus d’alteracié ha permes aprofundir en
I’estudi del cancer i la descoberta de possibles gens responsables de la fisiopatologia
del cancer’®. Per aquest motiu, aquesta va ser la plataforma escollida per portar a
terme el treball Ill.

En tots els casos la delecid de 5q, previament detectada per CC o FISH, es va confirmar
mitjancant els microarrays. L'impacte pronostic de les alteracions addicionals
detectades mitjancant microarrays s’ha demostrat en séries amplies de SMD (250
casos) i d’altres malalties mieloides relacionades® i en séries centrades en la delecié
5qg en malalties hematologiques d’origen mieloide'®. La preséncia i nimero de noves
alteracions detectades mitjancant microarrays de SNP han mostrat impacte pronostic
independent sobre la SG i la supervivencia lliure de progressiégg. L’estudi elaborat per
Jerez i cols. (2012)** va recollir dades de microarrays gendmics de SNP en 1155

pacients, 473 dels quals eren SMD, d’aquests, el 22% presentaven delecié 5q. En
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comparacio amb els nostres resultats (annex 1), van detectar alteracions addicionals en
casos amb delecié 5g com a Unica alteracid per CC en un major nombre de casos
(52,3% vs. 26,3%) tot i que la quantitat de casos en aquest subgrup no diferia massa
del nostre (44 vs. 38). Aquestes diferencies poden recaure en les caracteristiques
cliniques de la serie ja que la nostra inclou pacients tractats amb lenalidomida i,
normalment, els pacients candidats a aquest tractament sén de baix risc i amb un curs
clinic no tan agressiu i, per tant, no és de sorprendre que la deteccié d’alteracions

101 també

citogenétiques criptiques inicials sigui menor. El treball de Jerez i cols. (2012)
va establir una categoritzacid citogenética amb impacte pronostic en base als resultats
obtinguts dels microarrays, en funcié de la presencia o no de la regio retinguda en la
“Sindrome 5g-" i la preséncia o no d’'una LOH a 17p. La nostra serie era més limitada i
amb un seguiment més curt, a més, el principal objectiu era la determinacié de
I'impacte pronostic en la resposta al tractament amb lenalidomida.

Tot i que els nostres resultats estan d’acord amb la literatura, quan es tracta de
resultats de microarrays gendmics cal tenir en compte l'algorisme d’analisi que
s’utilitza, ja sigui per determinar alteracions en el nombre de copies com per detectar
DUPs. Les principals diferéncies es mostren en termes de deteccié de DUPs. L’any 2009
Heinrichs i cols. van publicar un treball en que mostraven la importancia de I'analisi en
paral-lel de mostra tumoral i mostra control del propi pacient per tal d’evitar falsos
positius de DUPs”’. Per aquest motiu, sempre que ha estat possible s’han estudiat les
alteracions adquirides, mitjangant els microarrays genomics, en paral-lel amb mostra
control del mateix pacient (limfocits CD3+). No obstant, no sempre es pot portar a
terme, ja sigui per limitacions economiques i/o disponibilitat de la mostra control. Per

B1 van desenvolupar un algorisme d’analisi

aquest motiu Maciejewski i cols. (2009)
(seguint criteris de mida i localitzacié de la regié implicada) en base a la informacié que
disposaven de més de 1000 controls estudiats mitjancant la técnica de microarrays de
SNP. Basant-nos en aquest dos estudis, vam desenvolupar el nostre propi algorisme

d’analisi (Figura 18).
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Microarra . N |
de SNP Y m Teixit tumoral +  No present en la linia germinal
control (250 marcadors en 2 Mb)

Alteracié adquirida

Guanys Probable alteracié de la linia germinal

Teixit tumoral Intersticial < 25 Mb

Intersticial = 25 Mb

Telomeérica (=50 marcadors en 2 Mb)

> 100 Kb
Probable alteracio adquirida

Teixit tumoral +  Guanysi pérdues no presents en la linia germinal

control Alteracié adquirida

Teixit tumoral
Comprovacid % solapament en bases de dades
publiques (DGV) i controls interns (Cleveland Clinic)
Descrit/Solapament 250% No descrit/Solapament <50%

Probable alteracio de la Probable alteracio

linia germinal adquirida

Figura 18. Algorisme d’analisi dels microarrays genomics de SNP usat en el nostre

laboratori

Abreviatures: DUP: disomia uniparental.

Un altre punt controvertit en aquest tipus d’estudi és el teixit control que s’utilitza, la
majoria d’estudis en SMD utilitza limfocits CD3+ aillats de la SP del propi pacient98 o]
mucosa bucal®’. La mucosa bucal té I'avantatge d’obtenir quantitat suficient d’ADN per
portar a terme els estudis, perd pot presentar contaminacié bacteriana o infiltracié de
SP™!. La idoneitat dels limfocits CD3+ recau en el fet que es tracta d’un tipus cel-lular
facil d’obtenir (a partir de SP), tot i que d’un llinatge cel-lular diferent al mieloide. L’any
2011"*? es va publicar un estudi que mostrava la no idoneitat d’aquest tipus de teixit
basant-se en estudis realitzats a partir de microarrays gendmics d'HGC, ja que les
cél-lules T tindrien un mateix origen que les cel-lules mielodisplastiques, aquestes
mostraven les mateixes alteracions que les cél-lules CD34+; tot i que no s'especificava
la puresa de la poblacié de cel-lules CD3+ estudiada. La deteccié d’alteracions en les

cel-lules T pot venir donada per infiltracié per part de cel-lules del llinatge mieloide. Per
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aquest motiu, és molt important assegurar una puresa de limfocits CD3+ superior al
85% (el limit de sensibilitat de la técnica de microarrays és del 20%).

Els punts de trencament i determinacié de la RCD ha estat un tema ampliament
estudiat en la delecié 5q. En el treball Il, mitjancant CC (a partir de 383 formules
citogenetiques) es va determinar que els punts de trencament més freqiients eren:
q13q33, q139g31, altres punts inespecifics, seguit del g22933. No obstant, no es van
observar diferencies en termes de frequéncia en funcié del diagnostic de “Sindrome
59-” o SMD no-“Sindrome 5g-". La resolucié de la técnica de CC és de 10 Mb fet que
impossibilita la correcta i precisa determinacié dels punts de trencament de la delecié.
L’analisi mitjangant tecniques de major resolucié com els microarrays han permes fer
analisis més exhaustius i acurats tant de la regié delecionada com de la regid
conservada. Els punts de trencament sén altament variables (tenint en compte la
limitacié de la serie estudiada, 52 pacients), en destaca que per CC la banda proximal
de trencament és, normalment, q13 i per microarrays es confirma que en delecions
intersticials és q14. També es va poder determinar la RCD de 14,6 Mb (5922.3-g31.1)
on la mediana de material delecionat era de 69,7 Mb. Com s’ha mencionat
anteriorment, en la série de pacients estudiats per CC no es van observar diferencies
en funcié del diagnostic segons la OMS 2001'. D'altra banda, per microarrays
genomics s’observen dos RCD diferenciades en funcié de si es tracta d’'una SMD
“Sindrome 5g-” (5922.3-q33.1) o no-“Sindrome 5g-” (5922.1-g31.1). Aquestes
diferencies coincideixen amb les descrites en la literatura en que la implicacié de les
bandes g32 i g33 es relacionen amb SMD “Sindrome 5qg-" i la banda 5931 amb altres
SMD i LMA®.

Mitjancant estudis de microarrays, en els pacients diagnosticats de “Sindrome 5g-”, els
nostres resultats coincideixen, amb limits més amples, amb un dels primers estudis
publicats per Boultwood i cols. I'any 2002%. Es sorprenent veure com els pacients amb
diagnostic de “Sindrome 5g-", una entitat de curs clinic favorable, la RCD és major que
en la resta de SMD que presenten deleciéd de 5q, la RCD implica major pérdua de
material genétic. Douet-Guilbert i cols. (2012) i Jerez i cols. (2012), aposten per parar

atencio en els gens retinguts en el cromosoma 5%

. Per aquest motiu, Jerez i cols.
(2012) van estudiar les SMD i malalties mieloides relacionades en base a la preséncia o

abséencia de la regié retinguda en la “Sindrome 5qg-”, i la seva relacié amb el subtipus
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pronostic (index IPSS). Van determinar que els pacients que perdien la regid retinguda
en la “Sindrome 5g-” tenien pitjor pronostic'®*.

En la nostra serie de pacients estudiats per CC es va observar com els pacients amb el
punt de trencament 22933 (30 casos), que implica menor perdua de material genetic,
sorprenentment, la mediana de SG era menor a la de la resta de la série (24,0 mesos

vs. 40,9 mesos), tot i que aquestes diferéncies no eren estadisticament significatives.

2. Factors pronostics en les SMD amb delecié 5q
2.1. Les alteracions citogenétiques acompanyants determinen el pronostic per
davant del percentatge de blastes en MO

El treball 11'® es centra en les alteracions addicionals a la delecié 5q detectades per CC.
El cariotip va mostrar que les alteracions acompanyants per ordre de freqiiéncia (com
a Unica alteracio) eren la delecié 12p, trisomia 21, trisomia 8 i delecié 20g. En formar
part d’un cariotip complex, les alteracions més freqiients eren alteracions afectant al
cromosoma 17, -18/18q-, trisomia 8, delecié 20q, monosomia 7 6 alteracions afectant
al cromosoma 3. Mitjangant la tecnica de microarrays coincidint amb els estudis de CC,
I'alteracié addicional detectada més freqlient va ser la delecié de 12p. Aquesta troballa
també coincideix amb d’altres estudis centrats en SMD amb delecié 5q tractats’* o
no'® amb lenalidomida, aixi com el nimero d’alteracions en el nombre de cbpiesloo.

La delecio 5q és una alteracio citogenética associada a bon pronostic, no obstant, pot
anar acompanyada d’altres alteracions citogenetiques que podrien canviar aquest bon
pronostic. El principal resultat del nostre estudi en pacients amb SMD i delecié 5qg va
ser la determinacié de que la presencia d’una alteracio citogenetica addicional no tenia
un impacte significatiu en la SG del pacient. En |la Taula 19 es mostren les principals
séries presentades fins el moment de presentacid de la tesi. Fins el moment de
realitzacio del treball dues series s’havien centrat en I'estudi de SMD amb delecid 5q
amb 76 i 1307 pacients, eren series limitades en nombre de pacients i no s’havien
centrat especialment en l'impacte de les alteracions citogenétiques acompanyants.
Fins al moment, el principal predictor de resposta descrit era el percentatge de blastes
en MO**’®. La serie presentada per Holtan i cols. (2008) introduia com a factor
predictiu el cariotip, el percentatge de metafases portadores de la delecid 5qg (3 grups:

<50 %, 50-99 % i 100 %) i el recompte de limfocits. Posterior a la publicacié del nostre
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treball, Germing i cols. (2012) van presentar I’analisi de 381 pacients amb delecié 5q de
risc baix o intermedi-1%%. La principal avantatge d’aquesta nova série és I'analisi de
I'impacte pronostic de la dependencia transfusional, variable no recollida en el nostre

analisi. La comparacio amb els resultats publicats és dificil donada les diferencies en la

inclusié de pacients aixi com les variables recollides i analitzades.

Taula 19. Comparacié de diferents séries centrades en

pronostiques en les SMD amb delecié 5q amb el nostre treball

I'estudi

de variables

116

Giagounidis i Holtan i cols.ﬁ,i Mallo i cols.”, Germing i cols.r
cols.”?, 2004 2008 2011 2012
n=76 n=130 n=541 n=381
Seguiment 67,0 15,8 (1,0-147,0) 17,2 (1,0-326,0) 49,8 (1,0-350,0)
SG general 146,0 9,5 36,8 75,0
Cariotip Cariotip complex
Blastes en MO Cariotip Dependéncia
Percentatge de Plaquetes1 transfusional

Factors predictors
Blastes en MO
(analisi multivariant)

metafases amb
5g-
Recompte de

limfocits

Blastes en MO
Edat (260 anys)

Sexe

Plaquetes2
Anemia

Edat (265 anys)

59- 145,0 (n=66)
SG 50-+1 45,0 (n=10)
5¢g- + 22 -

63,4 (n=275)
46,0 (n=89)
6,8 (n=148)

75,0 (n=311)
71,0 (n=54)
33,0 (n=16)

! Punt de tall tant a 150x10°/L com a 100x10°/L. > Punt de tall a 100x10°/L.
*Seguiment i SG expressat en mediana de mesos.

Abreviatures: MO: medul-la 0ssia; SG: supervivéncia global.

En I'estudi de Germing i cols. (2012)%° no es va fer énfasi en la influéncia de la
presencia d’una Unica alteracio addicional a la delecié 5g en termes de mediana de SG,
perd en l'analisi multivariant es mostra com el cariotip amb una Unica alteracié
addicional a la delecié 5g no implica major risc. En canvi, el cariotip amb 2 6 més
alteracions acompanyants és una de les principals variables amb valor pronostic
independent, tot i aix0, el nimero de pacients d'aquest grup és limitat, donat que els

pacients inclosos en aquesta serie son de risc baix o intermedi-1.
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El bon pronostic del subgrup de pacients amb una Unica alteracié addicional s’ha vist
reforcat amb la nova categoritzacio citogenética en la revisié de I'index pronostic IPSS,
I'IPSS-R*°. En aquest nou index revisat s’ha inclos la delecié 5q i la delecié 5q amb una
alteracié acompanyant (excepte amb delecié 79 o monosomia 7) dins de la mateixa
categoria pronostica citogeneética, dins del grup de bon pronostic. Aquesta inclusié es
va fer en base a un estudi previ en que s’havien analitzat més de 2900 pacients amb
SMD?, alguns d’ells inclosos en el treball Il ja que es tracta d’un treball multicéntric.

En les diferents séries presentades en la Taula 19, un dels factors pronostics comuns és
el percentatge de blastes en MO, tot i aixd, Germing i cols.2° no el mostren com un
factor pronostic en la SG (analisi multivariant). Aquest fet pot venir donat pel baix
nombre de pacients amb percentatge de blastes superior al 5% (12% vs. 38% en la
nostra série), en canvi, si que en destaca la dependéencia transfusional. El percentatge
de blastes en MO té un gran paper pronostic, sobretot en termes d’evoluciéo a LMA
(se’n discutira més endavant), pero fins fa poc s’havia sobreestimat el seu impacte per
sobre del cariotip. Schanz i cols. (2011) van mostrar com els casos amb cariotip
complex amb el cromosoma 5 6 7 implicat tenien pitjor pronostic que els pacients amb
un percentatge de blastes elevat (21-30%)*’. El poder pronostic del cariotip també es
manté en les SMD amb delecid 5q ja sigui amb un recompte de blastes a MO inferior al
5% o al 10%. En el nostre estudi es va observar com el bon pronostic de la categoria
5g- + 1 es mantenia en els dos subgrups de pacients, fet que porta a pensar que es
podria establir el 10% com a punt de tall pels SMD de risc intermedi si més no en les
SMD amb delecio 5q aillada o amb una alteracié acompanyant.

Com s’ha mencionat anteriorment la comparativa amb la série de Germing i cols.?® és
dificil donades les diferents caracteristiques cliniques dels pacients inclosos. En la
nostra série es va fer un sub-analisi (n=107) restringit als pacients amb IPSS baix i
intermedi-1 (criteris d’inclusié de la serie de Germing i cols.). Els resultats observats
estaven en la mateixa linia que els observats en la SG de la serie total, I'impacte
pronostic dels subgrups citogenetics, I'edat i les plaquetes es mantenien. Si es
comparen les dades de Germing i cols. (n=381) amb les nostres, s’observa una menor
mediana de SG en el nostre grup (75 mesos vs. 50,9 mesos), aquestes diferéncies
poden recaure en el fet que la serie alemana era més amplia i presentava un major

nombre de pacients amb delecié 5q com a Unic canvi.
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2.2. L’evolucié a LMA en les SMD amb delecié 5q

L’evolucié a LMA en les SMD amb delecié 5q ha estat un tema de debat, especialment,
per I'aprovacié de la lenalidomida. La Food and Drug Admnistration va aprovar-ne
Estats Units en pacients amb SMD i deleci6 5q de risc baix/intermedi-1 amb
dependencia transfusional, en canvi, per part de I’Agéncia Europea del Medicament es
va rebutjar la seva aprovacié a Europa perqué no es disposaven de dades sobre
I'impacte en la SG i I'evolucié a LMA.

En el treball Il es van aportar dades que han ajudat a un millor coneixement de la
historia natural de les SMD amb delecidé 5q i, en concret, de I'’evolucié a LMA. Aquest
analisi es va portar a terme en 299 pacients, que no havien rebut tractament, i es va
determinar que la probabilitat actuarial d’evolucid a LMA als cinc anys era del 38,8%.
En les SMD de baix risc i intermedi-1 (amb delecié 5q) era de 21,2% i 25,6%
respectivament. L'altra gran série que ha estudiat I’evolucié a LMA en profunditat i en
un llarg nombre de pacients és la de Germing i cols.*’. La Taula 20 mostra la

comparativa entre les dues séries.

Taula 20. Evolucié a LMA, comparacié de la nostra serie amb la de Germing i cols.

Mallo i cols.™®, 2011 Germing i cols.®’, 2012
n=299 n=381
LMA 38,8 % 14,7%
Cariotip
Factors predictors (analisi ) Blastes en MO
Plaguetes
multivariant) 5 Dependencia transfusional
Blastes en MO
5¢- 21,1% (n=160) 15,2% (n=311)
LMA 59-+1 57,6% (n=43) 9,1% (n=54)
50- + 22 84,0% (n=96) 22,2% (n=16)

L punt de tall tant a 150x10°/L com a 100x10°%/L. 2 Blastes en MO, 3 grups: <5, 5-10 i >10%.

"Probabilitat actuarial d’evolucié a LMA als 5 anys.

Abreviatures: LMA: leucémia mieloide aguda; MO: medul-la Ossia.

La probabilitat d’evolucié als 5 anys difereix entre les dues séries, en la série de
Germing i cols. (2012) és bastant inferior (14,7%), aix0 pot ser degut al fet que

s’estudien pacients de risc baix i intermedi-1%°. En centrar-nos amb el subanalisi en
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pacients de risc baix/intermedi-1, aquesta diferéncia s'escurca (14,7% vs. 23,5%). Un
altre dels fets diferenciadors son els factors predictius, en el nostre treball es va
descriure com el cariotip tenia impacte pronostic pero diferenciant tres grups
citogenetics (59-, 5g- + 1 i 5g9- + 22); en termes d’evolucié a LMA, la preséncia d’una
alteracié addicional a la delecid 5q si que confereix pitjor pronostic. La segona variable
amb impacte era el baix recompte de plaquetes i, la Gltima variable, era el percentatge
de blastes a MO. No obstant, en el treball de Germing i cols. (2012), aquesta ultima és

la variable amb més pes pronostic seguit de la dependéncia transfusional®.

3. Determinadors clinics i moleculars en la resposta al tractament amb
lenalidomida

3.1. Impacte pronostic de les alteracions detectades per microarrays de SNP i
mutacions

En el Treball Il (annex 1) es va portar a terme I'analisi mitjangant microarrays de SNP i
I’estudi molecular de sis gens: CBL, TET2, ASXL1, IDH1, IDH2 i TP53. Malauradament, la
preséncia o no d’alteracions citogenétiques addicionals detectades per microarrays de
SNP no ha semblat ser un tret diferenciador entre els pacients que responen i els que
no responen al tractament amb lenalidomida. Respecte I'analisi mutacional, en els
estudis presentats fins el moment en series de SMD amb delecié 5q s’havia mostrat
que la mutacié en els gens IDHI i IDH2 es relacionava amb SMD avancats™', fet que
concorda amb el que observem a la nostra serie en que hi havia un Unic cas amb
mutacié d’/DH2, amb un IPSS intermedi-1 i alteracions addicionals a la delecié 5q. En la
literatura no hi ha estudis moleculars centrats en les SMD amb delecié 5q i la seva
distribucié en funcié del cariotip, encara que una comunicacié personal del grup
d’Ebert i col-laboradors (Figura 19) mostra mutacions en diferents gens en funcié de la
preséncia o abséncia d’alteracions acompanyants a la delecié 5q. Es de destacar com
els pacients amb delecié 5q aillada presenten més mutacions en gens associats a bon
pronostic o pronostic incert com sén SF3B1 i TET2, respectivament. En canvi, els
pacients amb cariotip complex (i deleci6 5q) presenten menor freqiiencia de
mutacions en el gen SF3B1 (18,18% vs. 3,33%) i major en el gen TP53 (4,54% vs.
46,67%)™*.
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Figura 19. Distribucido de mutacions en funcié de la presencia o abséencia d’alteracions

acompanyants a la deleci6 5q***

En la nostra série (limitada a I'estudi mutacional en un minim de 43 pacients), les

mutacions més frequents afectaven als gens TET2 i TP53, d’acord amb el comunicat

111

per Bejar i Ebert™". Tot i aix0, el gen amb més impacte descrit fins el moment tant en

112,134

termes d’impacte pronostic com impacte en la resposta al tractament amb

lenalidomida®®®

és TP53. En la nostra série es va observar mutat aquest gen en 5 de 45
casos i va mostrar certa tendéncia a predir no resposta hematologica, a més cap cas
mutat va assolir remissié citogenética completa. Aquestes dades coincideixen amb el

descrit per Jadersten i cols. (2011)'*

, que van determinar com la presencia de
mutacions a TP53 estava relacionada amb I'evolucié a LMA en pacients tractats amb
lenalidomida'®. En el nostre cas, aquest parametre no es va poder establir
correctament degut al baix nombre de casos que evolucionaven a LMA (un Unic cas
amb mutacio de TP53 va evolucionar) i el curt seguiment de la serie.

TP53 és un gen supressor de tumors que juga un paper important en el control del

cicle cel-lular i I'apoptosi. Estudis en SMD han mostrat la relacié d’aquest gen amb la

delecid 5q i el tractament amb lenalidomida, tal i com es mostra en la Figura 20.
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Figura 20. Paper del gen TP53 i la seva proteina (p53) en les SMD amb delecié 5q
(Resum adaptat de Komrokii i cols.,*>i Wei i cols.,*®).

A. SMD amb delecié 5q: L'alliberament nuclear de proteines ribosomals lliures
conseqliencia de biogenesi ribosomal alterada (haploinsuficiencia de RPS14) condueix
a promoure la degradacié de la proteina MDM?2, estabilitzant p53, que condueix a una
afectacié de l'apoptosi. B. SMD amb delecié 5q tractat amb lenalidomida. La
lenalidomida inhibeix la proteina PP2Aca. La hiperfosforilacié dels residus inhibitoris
de serina/treonina de la proteina MDM2 suprimeix la seva ubiquitinacio i accelera la
degradacio proteasomal de p53. C. SMD amb delecié 5q resistent al tractament amb
lenalidomida. En pacients resistents s'observa sobreexpressié de PP2Aca i/o
mutacions dels gen TP53. En conseqliencia, es produeix acumulacié de la proteina p53

gue condueix a un no control del cicle cel-lular.

Els estudis portats a terme per Jadersten i cols. (2011)'%° i Wei i cols. (2012)**® mostren
una relacié entre la resposta al tractament i I’estatus del gen TP53, ja sigui a nivell de
gen (les mutacions condueixen a una sobreexpressid de la proteina) com a nivell
proteic en que conseqliencia d’alteracions en altres gens es produeix acumulacié de
p53. Mutacions del gen TP53 ha mostrat tenir un fort impacte pronostic advers en les

SMD en general (9 mesos [TP53 mutat] vs. 66 mesos [TP53 no mutat]) i en les SMD
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amb delecié 5q (23 mesos [TP53 mutat] vs. 66 mesos [TP53 no mutat])**?

. Per aquest
motiu, seria altament recomanable realitzar I'estudi mutacional del gen TP53,
especialment en pacients candidats a rebre tractament amb lenalidomida®® i/o estudis
d’immunohistoquimica de p53*° i, d’aquesta forma disposar de dades pronostiques en

termes de SG i de resposta al tractament.

3.2. Impacte pronostic de les caracteristiques clinico biologiques

A banda d’estudis moleculars, que no sempre es poden portar a terme en tots els
laboratoris de diagnostic hematologic, el tercer treball va determinar dos predictors
per la no resposta al tractament amb lenalidomida, les alteracions citogenétiques
acompanyants a la delecié 5q i el recompte de plaguetes basal (punt de tall de
280x10°/L per resposta hematologica i de 240x10°/L per I'adquisicié d'independéncia
transfusional).

La preséncia d’una alteracid citogenética addicional (detectada per CC) es relaciona
amb la no adquisicié d’'independéncia transfusional i la no resposta hematologica en
els pacients tractats amb lenalidomida. A diferéncia del seu bon pronostic en termes
de SG™, I'alteracio citogenética addicional té efectes pronostics en el tractament, en
concordanca amb |'observat en assajos clinics que havien mostrat com la preséncia
d’alteracions addicionals estava relacionada amb una menor taxa de resposta
hematologica i citogenética™>.

Les plaquetes era I'altre factor pronostic, ja descrit previament en assajos clinics. El
recompte elevat de plaquetes s’ha associat a I'adquisicié de resposta hematologica i

independéncia transfusional*>**%%°,

3.3. L’evolucié a leucémia mieloide aguda en el pacients amb SMD i delecié 5q
tractats amb lenalidomida

Dades basades en assajos clinics en pacients tractats amb lenalidomida mostren com el

risc d’evolucié a LMA és similar entre els pacients 5g- i els 5g- + 1 perd que augmenta

en tractar-se de cariotips complexes®®’. Aquest resultat es contradiu amb el descrit

posteriorment en series de SMD i delecié 5q no tractades, tant per la nostra serie'*®

(Treball 1) com per la de Germing i cols.2’. Com s’ha mencionat anteriorment, el punt

critic per I'aprovacio de la lenalidomida a Europa va ser el seu impacte en la progressio
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a LMA. No obstant, estudis posteriors han mostrat com el tractament amb
lenalidomida no augmenta la probabilitat d’evolucié a LMA®, i les dades no difereixen
massa de les presentades en la nostra série''® i en la de Germing i cols.?’. Pero cal tenir
en consideracié que les nostres dades es basen en probabilitat d’evoluciéo a LMA als 5
anys, mentre que en assajos clinics de pacients tractats amb lenalidomida sén dades
als 2 anys.

La resposta o resisténcia al tractament també juga un paper important en la progressié
de la malaltia, els pacients no responedors presenten major risc d’evolucié clonal i de

1351 . y . . g
33138 En el Treball Il en fem una aproximacio tot i que la série és

progressié a LMA
limitada en nombre de pacients. En I'analisi de riscos competititius en que es compara
la probabilitat de transformacié a LMA enfront a la probabilitat de mort sense
transformacid, es va observar com els pacients que no adquireixen independencia

transfusional, la probabilitat d'evolucio a LMA és major (50% vs. 8%, P=0,003).

4. “Sindrome 5¢g-": relaciéo amb la supervivéncia global, I'evolucié a leucémia
mieloide aguda i la resposta al tractament amb lenalidomida

Els tres treballs presentats en la tesi utilitzen la classificacié de la OMS 20017 per les
SMD. Donat que els diagnostics dels pacients inclosos en cadascun dels treballs es van
portar a terme quan I'esmentada classificacié estava vigent es fara referéncia a la
“Sindrome 5qg-" per parlar de I'entitat establerta per la OMS 2001.

Aquest subgrup diagnostic ha estat sempre considerat de bon pronostic, en el Treball I
es recollia un total de 140 pacients amb el diagnostic de “Sindrome 5g-” en que la
mediana de SG era de 65,9 mesos, aquestes dades coincideixen amb la serie
presentada per Patnaik i cols. 'any 2010 en que determinaven una mediana de SG de
66 mesos’®. En aquest treball s’hi van estudiar 88 pacients amb el diagnostic de “SMD
amb delecié 5q aillada” segons la OMS 2008, equiparable a la “Sindrome 5g-" definida
per la OMS 2001. L'analisi multivariant va determinar que els factors pronostics
adversos eren el recompte de plaquetes igual o inferior a 150x10°/L i 'edat superior a
60 anys. L'estudi de Patnaik i cols. va establir com a factors adversos: I'edat superior a
70 anys, la preséncia de disgranulopoesi i les necessitats transfusionals’’; aquests dos
ultims parametres corresponents a variables no recollides i analitzades en la nostra

serie.
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Disset pacients van evolucionar a LMA, el que suposa un 12,1% dels pacients dels quals
es disposava informacio (n=140). La probabilitat actuarial d’evoluciéo a LMA en aquest
subgrup de pacients és inferior respecte a les SMD no-“Sindrome 5g-": 18,2% vs.
49,2%. Malauradament no es van poder determinar factors pronostics en I'evolucié a
LMA donada la baixa incidéncia de casos. Patnaik i cols. tampoc en descriu, només 5
pacients (5,7%) havien evolucionat a LMA”®,

També s’ha mostrat que els pacients amb diagnostic de “Sindrome 5g-" (n=30),
s’associa a la resposta al tractament amb lenalidomida, fet que corrobora el bon
pronostic d’aquest subgrup de pacients. Com s’ha mencionat, la presencia
d’alteracions citogenetiques addicionals esta estretament relacionada amb la
progressio de la malaltia. Per definicié, la “Sindrome 5g-” no presenta alteracions
addicionals per CC (excepte la pérdua del cromosoma Y°). No obstant, I'estudi
mitjancant microarrays va poder determinar que la preséncia d’alteracions criptiques
addicionals era inferior a la cohort de SMD no-“Sindrome 5g-" (31,0% [n=30] vs. 47,8%
[n=22]), tot i aixd cal series més llargues per determinar I'impacte pronostic de les

alteracions criptiques detectades per microarrays en aquest subgrup de pacients.

*La classificacié OMS del 2008 inclou I'excepcié de la pérdua del cromosoma Y per la definicié d’aquesta
entitat tot i no estar basat en estudis previs publicats.
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No hi ha fets, només interpretacions

Friedrich Nietzsche






Conclusions

1. L’estudi de FISH al moment del diagnostic en pacients amb SMD mostra que:

1.1.

1.2.

La incidéncia de la delecié 5g en SMD que per CC no mostraven I'esmentada
delecid és del 5,96%. Tenint en compte aquests resultats, en aquells casos
gue no es detecta 5g- per CC, caldria aplicar la técnica de FISH per 5931 al
moment del diagnostic en: casos amb SMD sense divisions, en casos amb
cariotip alterat i cromosoma 5 implicat i en sospita citologica de “Sindrome
5g9-”.

La detecciod per FISH de la delecié 5q en el subgrup de pacients amb cariotip

amb 5q- per CC va ser del 100%.

2. Enles SMD amb delecié 5q:

1.1.

1.2.

1.3.

Les alteracions citogenetiques més frequients son, per ordre de frequéncia:
delecié 12p, trisomia 21, trisomia 8 i delecié 20g (com a Unica alteracio), i
alteracions afectant al cromosoma 17, -18/18q-, trisomia 8, delecié 20q,
monosomia 7 ¢ alteracions afectant al cromosoma 3 (dins d’un cariotip
complex). La deteccid d’una alteracié acompanyant al 5g- (5g- + 1) és menys
freqlient (17,4%) que la incidencia de cariotips complexes (5qg- + 2 2), 28,9%.
Les alteracions citogenétiques acompanyants tenen un valor pronostic per
davant del percentatge de blastes en MO. La preséncia d'una Unica alteracid
addicional no implica pitjor SG. En pacients amb delecid 5g o una Unica
alteraci6 acompanyant (59- + 1) el pitjor pronostic ve marcat per un
recompte de blastes a MO superior al 10%.

La presencia d'una alteracié citogenetica addicional suposa major
probabilitat d'evoluci6 a LMA. Els altres predictors pronostics son: el

recompte de plagquetes i el percentatge de blastes en MO.

3. L'estudi genétic mitjangant microarrays de SNP i analisi mutacional en pacients

amb SMD i delecid 5q tractats amb lenalidomida:

3.1.

Els microarrays genomics de SNP van detectar alteracions addicionals no

préviament detectades per CC en un 23,1% dels casos:
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3.2

3.3.

- Tres d’aquestes regions eren recurrents: 12p13.2-p13.1 (delecid),
15926.1 (dos delecions i una DUP), i 3925.3-g26.1 (una delecid i una
DUP).

- Un 26,3% dels casos amb 5g- com a Unica alteracio per CC presentaven
alteracions per microarrays.

- La RCD de les “Sindrome 5g-" és de mida més gran que la resta de SMDs
amb delecid 5q, tot i que el valor de la mediana és similar.

El gens mutats per ordre de freqiiencia sén: TET2 (8 casos, 18,2%), TP53 (5

casos, 11,1%), CBL (un cas) i IDH2 (un cas). Un 15,9% dels pacients
presentaven el polimorfisme rs11554137 del gen IDH1, associat a mal
pronostic en la LMA.

Respecte els factors pronostics en el tractament amb lenalidomida:

- Les alteracions citogenetiques addicionals detectades per microarrays
genomics de SNP no permeten diferenciar entre responedors i no
responedors al tractament amb lenalidomida.

- La preséncia de mutacions en el gen TP53 té tendéencia a predir fallada
en la resposta hematolodgica, tot i no estar relacionat amb la
independéncia transfusional.

- La preséncia d'una Unica alteracié citogenetica addicional detectada per
CCi plaquetes baixes es relaciona amb la no adquisicié d’independéncia

transfusional i la fallada en la resposta hematologica.
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Annexes

1. Annex 1: Treball Ill: Resposta a la lenalidomida en les sindromes
mielodisplastiqgues amb delecié 5q: influencia de la citogenética i les

mutacions

Al voltant del 25% de SMD amb delecié 59 no responen al tractament amb
lenalidomida. Actualment, no hi ha biomarcadors aplicables a la rutina clinica.
L'objectiu d'aquest estudi era caracteritzar molecularment els pacients amb SMD i
delecié 5q que han rebut tractament amb lenalidomida, a través de microarrays
genomics de SNP i seqlienciacid, per tal d'identificar possibles marcadors responsables
de la resposta al tractament amb lenalidomida.

Es van estudiar 52 pacients amb diagnostic de SMD i delecié 5q (per CC o FISH) abans
de rebre tractament amb lenalidomida. Trenta-vuit pacients presentaven la delecié 5q
aillada, 6 acompanyats d'una alteracio citogenetica, 4 dins d'un cariotip complex; i en 4
pacients la delecid s'havia detectat mitjangant la tecnica de FISH.

La mostra d'estudi va ser ADN extret de MO total en 49 casos i SP total en 3 casos. En
30 pacients es va usar ADN de teixit control (limfocits CD3 aillats de SP) del mateix
pacient per |'analisi de microarrays.

Microarrays genomics de SNP

Es van aplicar els microarrays de SNP (250K i 6.0) d'Affymetrix®. La perdua de 5q es va
observar en tots els casos amb punts de trencament diferents als observats per CC.
Totes les delecions excepte una eren intersticials. En la série global, la RCD era de 14,6
Mb (5g22.3-g31.1), la mediana del segment delecionat era de 69.7 Mb.

En total es van observar 48 alteracions (32 pérdues, 11 guanys i 5 pérdues
d'heterozigositat). Es van observar tres regions recurrents alterades: delecié 12p
(12p13.2-p13.1) amb una RCD d'1,2 Mb; 15¢26.1, dos casos delecionats i un amb
pérdua d'heterozigositat, inclou el gen CHD2"; i 3q25.3926.1, un cas amb delecid i un
altre amb pérdua d'heterozigositat, inclou el gen THPO". Les pérdues es van confirmar

mitjancant la tecnica de FISH amb sondes comercials o de BACs.

‘La delecié de CHD2 s’ha descrit en linies cel-lulars de limfoma de Hodgkin i s'ha postulat com a possible
gen supressor de tumors™*.

“THPO (trombopoetina): la proteina codificada per aquest gen és un factor de creixement necessari per
la proliferacié i maduracié megacariocitica, aixi com la trombopoesi.
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Centrant-nos en els 38 casos amb delecié 5q com a Unica alteracié, en el 26,3% dels
casos, els microarrays van detectar alteracions addicionals, cap d'elles recurrent.

Estudi mutacional mitjancant seqlienciacio

L'analisi es va portar a terme en un minim de 43 casos a partir d’ADN genomic
previament amplificat. Es van analitzar els seglients gens: CBL (un cas mutat), TET2 (8
casos mutats), ASXL1 (cap cas mutat), IDH1 (set casos presentaven el polimorfisme
rs11554137") , IDH2 (un cas mutat) i TP53 (5 casos mutats). Dos casos presentaven
dues mutacions, TP53-IDH2 i TP53-TET2.

Resposta al tractament amb lenalidomida

La resposta al tractament es va avaluar als 4 mesos, sempre i quan haguessin rebut
com a minim 2 cicles. Es van determinar dos grups respecte la resposta hematologica
(n=48, 92,3%): responedors (resposta completa o parcial, n=37) i no responedors
(malaltia estable, no resposta o progressié, n=11). La independéncia transfusional es
va determinar en 37 pacients, 29 d'ells la van assolir. La mediana de temps en assolir-la
va ser d’1,8 mesos amb 30,4 mesos de mediana de duracié. La resposta citogeneética
es va poder determinar en 39 pacients, 12 van assolir remissié citogenética completa.
Set casos (de 50) van evolucionar a LMA (4 eren responedors i 3 no responedors), cap
adquiria remissio citogenetica completa.

Les alteracions addicionals a la delecié 5g detectades per CC es relacionen amb la no
adquisicio d'independeéncia transfusional i no resposta hematologica, no obstant no es
relaciona amb evolucié a LMA. Les alteracions addicionals detectades pels microarrays
de SNP no es van relacionar amb resposta a tractament.

Les mutacions en el gen TP53 mostren certa tendencia a predir la no resposta
hematologica (P=0,061). No obstant, no esta relacionat amb I'adquisicié
d'independéncia transfusional ni amb la complexitat citogenetica. Cap cas mutat va
assolir resposta citogenética completa.

Les plaquetes van mostrar ser factor diferenciador de responedors i no responedors i
es va establir el punt de tall de 280x10%/L. Tot i el baix nombre de casos semblava estar
relacionat amb I'evolucié a LMA.

El diagnostic morfologic de “Sindrome 5g-" és més freqlient en el grup de responedors,

mentre que el diagnostic de CRDM en el de no responedors (6 d'11 casos). Els pacients

YEl polimorfisme rs11554137 s'ha associat a mal prondstic en la LMA™.
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amb “Sindrome 5g-” (n=30) presentaven alteracions addicionals en el 31% dels casos.
La RCD era 5g22.3-q33.1 (31,7 Mb) vs. 5q922.1-g31.1 (24,4 Mb) en el grup no-
“Sindrome 5qg-”. El diagnostic morfologic no es va relacionar amb la resposta al
tractament, assoliment d'independéncia transfusional ni diferéncies en la taxa de
mutacions.

L'analisi multivariant va mostrar que el principal factor predictor de no resposta era el
recompte de plaquetes baixes, seguit de les alteracions addicionals a la delecié 5q
detectades mitjancant CC. Ambdues variables es poden obtenir a partir de tecniques
diagnostiques de rutina i s'haurien de considerar en el moment de l|'eleccié del

tractament amb lenalidomida.
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Summary

Lenalidomide is an effective drug in low-risk myelodysplastic syndromes
(MDS) with isolated del(5q), although not all patients respond. Studies
have suggested a role for TP53 mutations and karyotype complexity in
disease progression and outcome. In order to assess the impact of complex
karyotypes on treatment response and disease progression in 52 lenalido-
mide-treated patients with del(5q) MDS, conventional G-banding cytoge-
netics (CC), single nucleotide polymorphism array (SNP-A), and genomic
sequencing methods were used. SNP-A analysis (with control sample, lym-
phocytes CD3+, in 30 cases) revealed 5q losses in all cases. Other recurrent
abnormalities were infrequent and were not associated with lenalidomide
responsiveness. Low karyotype complexity (by CC) and a high baseline
platelet count (>280 x 10°/1) were associated with the achievement of
haematological response (P = 0-020, P = 0-013 respectively). Unmutated
TP53 status showed a tendency for haematological response (P = 0-061).
Complete cytogenetic response was not observed in any of the mutated
TP53 cases. By multivariate analysis, the most important predictor for
lenalidomide treatment failure was a platelet count <280 x 10°/1 (Odds
Ratio = 6-17, P = 0-040). This study reveals the importance of a low base-
line platelet count, karyotypic complexity and TP53 mutational status for
response to lenalidomide treatment. It supports the molecular study of
TP53 in MDS patients treated with lenalidomide.

Keywords: myelodysplastic syndrome, deletion 5q, lenalidomide, TP53,
single nucleotide polymorphism array.
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The myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of heter-
ogeneous haematological malignancies characterized by inef-
fective haematopoiesis in one or more bone marrow cell
lineages. As a result, patients exhibit severe cytopenia(s) with
inevitable progression to acute myeloid leukaemia (AML)
(Corey et al, 2007). Half of all primary MDS patients present
with karyotypic aberrations at diagnosis. Deletion 5q [del
(59)] occurs in 15-30% of karyotypically abnormal MDS
(Sole et al, 2005; Haase et al, 2007; Haase, 2008) cases and,
when occurring as either a sole anomaly or in addition to 1
or more cytogenetic aberrations, is generally associated with
prolonged survival and/or good survival prognosis (Mallo
et al, 2011).

Lenalidomide is a thalidomide analogue that shows immu-
nomodulatory, anti-inflammatory, and antiangiogenic prop-
erties (Bartlett et al, 2005). Approximately 25% of del(5q)
MDS patients fail to respond to lenalidomide (List et al,
2006) and the importance of del(5q) is still largely unknown.

Currently, no routine biomarkers predicting lenalidomide
responsiveness have been identified. However, several studies
have been conducted to evaluate possible markers of lenalid-
omide resistance. Gene expression profiling studies have
identified a molecular response signature in non-del(5q)
MDS patients responding to lenalidomide, consisting of
decreased expression of genes involved in erythroid differen-
tiation (Ebert et al, 2008a). Increased expression of MIR143,
MIR145 (Venner et al, 2012) and MIR146 in del(5q) MDS
were observed during lenalidomide treatment. Other apopto-
sis and immunological pathways were regulated during treat-
ment (Oliva et al, 2012). In studies of del(5q) MDS patient
sera, the proteins platelet factor 4 and m/z 8559 have been
identified as predictors of lenalidomide-responsiveness (Chen
et al, 2010). Higher transfusion burden and presence of addi-
tional chromosomal abnormalities (> 1) have been associ-
ated with increased relative risk of AML transformation
in del(5q) MDS (Sekeres et al, 2011). Studies in small
patient cohorts have demonstrated that telomere shortening
(Gohring et al, 2012) and TP53 mutations were predictive of
leukaemic evolution in low-risk del(5q) MDS (Jadersten
et al, 2009, 2011). Furthermore, TP53 mutations were associ-
ated with reduced probability of complete cytogenetic

response in del(5q) patients receiving lenalidomide (Jadersten
et al, 2011).

Unlike older genomic techniques that allowed for detection
of chromosomal defects, such as copy number alterations
(CNAs), single nucleotide polymorphism array (SNP-A) is a
high-resolution technique that enables the detection of copy
number neutral loss of heterozygosity (CNN-LOH). Addition-
ally, sequencing techniques allow for mutational screening of
specific genes that have been implicated in myeloid malignan-
cies. These techniques have important applicability in the
study of MDS (Mohamedali et al, 2007; Maciejewski et al,
2009; Bejar et al, 2011).

Besides TP53 mutation, no other genetic predictors of
response to lenalidomide have been studied in del(5q) MDS
patients to date. Herein, we utilized conventional G-banding
cytogenetics (CC), SNP-A and gene sequencing to molecu-
larly characterize 52 patients with del(5q) MDS that received
lenalidomide treatment. We hypothesized that the applica-
tion of these techniques may enable better identification of
specific cryptic aberrations that may define lenalidomide-
responsive del(5q) MDS patients.

Materials and methods

Patient cohort

A total of 52 patients with primary MDS carrying the 5q
deletion by CC or fluorescence in situ hybridization (FISH)
were included. Patients were retrospectively and prospec-
tively recruited prior to initiation of lenalidomide treatment.
Patients were diagnosed between January 2002 and Septem-
ber 2010 at centres from the Spanish MDS Group (n = 46)
and the Cleveland Clinic (USA; n =6). MDS diagnoses
were made according to the French-American-British (FAB)
(Bennett et al, 1982) and 2001 World Health Organization
(WHO) classifications (Brunning et al, 2001). The study
design was approved by the institutional review boards
before its initiation. Informed consent was obtained from all
patients enrolled in the study in accordance with the Decla-
ration of Helsinki. Patient characteristics are shown in
Table 1.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology



Genetic Study in MDS Patients Treated with Lenalidomide

Table I. Clinical data for the global series, lenalidomide responders and non-responders patients.

Characteristic Global series (n = 52) Responders (n = 37) Non-responders (n = 11) P value
Age, median, Q1-Q3 (years) 755 (60-0-80-0) 75-0 (62-5-80-0) 60-0 (47-0-80-0) 0-424
Sex, male/female 13/39 9/28 3/8 1-000
FAB subtype
RA 43 30 11 0-442
RARS 2 2 0
RAEB 7 0
WHO subtype (2001)
RA and ‘5q- Syndrome’ 35 27 5 0-144
RCMD/RCMD-RS/RAEB-1 17 10 6
Haemoglobin, median, Q1-Q3 (g/1) 93 (79-103) 95 (81-102) 91 (80-108) 0-659
Absolute neutrophil count, median, Q1-Q3 (x10°/1) 1:9 (1-3-2:6) 2:0 (1-4-2:6) 1-1 (0-9-29) 0-167
Platelet count, median, Q1-Q3 (x10%/1) 295-5 (181-8-361-8) 314-0 (205-5-438-5) 240-0 (120-0-274-0) 0-023
Bone marrow blast count, median, Q1-Q3 (%) 20 (1-0-4-0) 2 (1-4) 2 (0-4) 0-693
IPSS risk group
Low/Int-1 48 33 11 1-000
Int-2/High 1 1 0
Duration of MDS before treatment, 55 (1-8-19-1) 57 (1-8-19-9) 5-0 (1-5-10-7) 0-540
median, Q1-Q3 (months)
Number of aberrations by CC
Normal/NM/5q- 42 33 6 0-020
5q- + >1 10 4 5
Aberrant metaphases, median, Q1-Q3 (%) 786 (42:1-93-0) 74-7 (45-3-91.7) 80-0 (42-1-88-0) 0-953
Number of aberrations by SNP-A
5q- 32 25 5 0-288
5¢-+ >1 20 12 6
TET?2 status
Mutated 8 6 1 1-000
Unmutated 36 26 7
TP53 status
Mutated 5 2 3 0-061
Unmutated 40 30 6
5q deletion size, median, Q1-Q3 (Mb) 69-7 (62-3-73-7) 69-8 (63-6-76-0) 70-6 (58-9-71-0) 0-854

FAB, French-American-British; RA, refractory anaemia; RARS, RA with ring sideroblasts; RAEB, RA with excess of blasts; RCMD, refractory
cytopenia with multilineage dysplasia; RCMD-RS, RCMD with ring sideroblasts; IPSS, International Prognostic Scoring System, NM, no metapha-
ses, SNP-A, single nucleotide polymorphism array; Q1, percentile 25; Q3, percentile 75. P values in bold indicate significant differences (P<0.05).

Conventional G-banding cytogenetics and FISH 5q study

Conventional G-banding cytogenetics studies were per-
formed from bone marrow at the individual centres fol-
lowing standard procedures. Karyotypes were described
according to the International System for Human Cytoge-
netic Nomenclature (Shaffer et al, 2009). FISH studies of
the 5q region were performed using the LSI5q31 (EGR1)/
D5S23, D5S21 probe (Abbott Molecular Inc., Des Plaines,
IL, USA) to detect the deletion in cases with a normal
karyotype or with unsuccessful CC study.

DNA preparation

Whole bone marrow (n = 49) or peripheral blood (n = 3) sam-
ples were collected and processed at the individual centres
(some of the samples were obtained from Parc de Salut MAR
Biobank, MARBiobanc). In addition, DNA was also extracted
from isolated peripheral blood CD3+ T cells from 30 patients
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[magnetic-activated cell sorting (MACS), Miltenyi Biotec
GmbH, Germany] at the individual centres.

The purity and concentration of genomic DNA was evalu-
ated using the ND-1000 Spectrophotometer (Thermofisher
Scientific, Wilmington, DE, USA). The integrity was checked
by a 2% agarose gel. Only DNA that fulfilled quality controls
required by Affymetrix® (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
was submitted for array procedure.

Single nucleotide polymorphism array (SNP-A)

DNA samples from all cases were hybridized with Human
SNP-A from Affymetrix®: 47 with Genome-Wide Human
SNP Array 6.0 and 5 with GeneChip Human Mapping 250K
Nsp Array. Assays were performed according to the protocols
supplied by Affymetrix®. After washing and staining in a
Fluidics Station, arrays were scanned. All SNP-A data are
available at the Gene Expression Omnibus (GEO) database
under accession number GSE35656.
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SNP-A data analysis

Data were analysed using GeneChip Genotyping Console
Software Version 4.0, Chromosome Analysis Suite Version
1.0.1 (Affymetrix®) and CNAG software version 3.3.0.1
(Beta), using annotations of genome version NCBIv30
(hgl8). In addition to software-reported CNAs of 100 Kb
that carried a minimum of 10 aberrant probes, a visual anal-
ysis was performed.

Paired sample analysis with T cell-derived DNA (n = 30)
was used to rule out germ-line lesions. For non-paired analy-
sis, segments with >50% of overlap with reported CNAs
from an internal control series (n = 1003) provided by
Cleveland Clinic and/or in the Database of Genomic Variants
(http://projects.tcag.ca/variation/) were excluded.

For CNN-LOH, we applied the following threshold: > 50
altered probe sets (SNPs) at least 2 Mb in size (Heinrichs
et al, 2009) for paired sample analysis. Size- and location-
based exclusion criteria (interstitial >25 Mb (Maciejewski
et al, 2009) and telomeric >50 probes in >2 Mb) was
applied for non-paired analysis.

Genomic sequencing for mutational analyses

The genomic DNA was amplified using the REPLI-g Midi
Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA). All samples were
diluted with tris-borate- EDTA (TBE) buffer to a final con-
centration of 25 pg/ml.

The mutational status of MDS-relevant genes CBL, TET2,
ASXLI, IDH family and TP53 genes (Bejar et al, 2011) were
analysed. For CBL (exons 8 and 9; 43 cases), TET2 (exons 4,
5,6,7,8,9,10 and 11; 44 cases), ASXLI (exon 12; 43 cases),
IDH]I (exon 4; 44 cases), IDH2 (exon 4; 43 cases) and TP53
[exons 5, 6, 7 and 8; with some minor modifications (Krypuy
et al, 2007); 45 cases], direct genomic sequencing was per-
formed as previously described (Delhommeau et al, 2009;
Makishima et al, 2009; Carbuccia et al, 2010; Paschka et al,
2010). Bidirectional sequencing was performed by standard
techniques using an ABIPRISM 310 DNA Analyser (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence traces were
analysed using Applied Biosystems software and reviewed
manually. Abnormal sequencing results were confirmed by at
least two repeated analyses.

FISH analyses for validation of SNP-A results

Array results were verified by FISH with fixed Carnoy cells.
For cases with 12p loss, a LSI ETV6/RUNXI1 Dual Color
Translocation Probe Set (Abbott Molecular Inc.) was used
following the manufacturer’s protocol. For the remaining
alterations, FISH studies that used labelled bacterial artificial
chromosomes (BAC) selected from the 32K library (http://
bacpac.chori.org/) were carried out. DNA isolation, labelling
and FISH technique were performed by standard procedures
(Villa et al, 2007).

The following BAC clones were selected: RP11-11704
(2p23.3), RP11-642H5 (2q12.2), RP11-121J02 (2q36.3), RP11-
392C05 (3g26.1), RP11-565K22 (4p16.2), RP11-435P12 (4pl6.1),
RP11-12L14 (3q27.1), RP11-263F18 (12q13.13), RP11-682L10
(12q13.11), RP11-403N24 (12q24.31), RP11-598D17 (13q22.3),
RP11-642H22 (14ql11.2), RP11-354K23 (16q22.3), CTD-2542L18
(16q24.1), RP11-38L17 (22q12.1). In one case (Patient 19), whole
chromosome 12 painting (Metasystems GmbH, Altlussheim,
Germany) was performed. We also assessed the copy number
status of TP53 gene by FISH with LSI TP53/CEP17 FISH Probe
Kit (Abbott Molecular Inc.) in all cases.

A minimum of 200 nuclei was analysed. Metaphases were
assessed in case of discrepancy with the karyotype. Images
were captured using the Cytovision software (Applied Imag-
ing Corp., Santa Clara, CA, USA).

Response criteria to lenalidomide and evolution to AML

All patients received at least two cycles of lenalidomide and
response was evaluated after four cycles of therapy. Clinical
response was assessed according to the International Working
Group response criteria for MDS (Cheson et al, 2006).

Haematological response was defined as the improvement
of haemoglobin, granulocytes and/or platelet count. In case of
total recovery, a complete haematological response was consid-
ered. Additionally, the transfusion independence (TI) and the
duration were also assessed. TI duration was defined as the
time from TI to the acquisition of transfusion requirements,
last follow-up or death. Cytogenetic response was evaluated by
CC or FISH. A complete cytogenetic response was defined as
disappearance of a cytogenetic abnormality. Reduction of
>50% of 5q- cells was considered as partial response. The
remaining cases were considered as either patients with disease
progression (acquisition of additional abnormalities) or as
non-responders.

All statistical analyses were made considering two groups
based on the haematological response: responders (complete
or partial remission) and non-responders (stable disease, fail-
ure or progression), and the TT achievement. Response infor-
mation was available for 48 patients (92-3%). Thirty-seven
(77-1%) patients responded to the treatment and eleven
(22-9%) were refractory to lenalidomide. Twenty-nine patients
(of 37 with available information) achieved TI, the median
time to TI was 1-8 months while the median duration time
was 30-4 months. Twelve patients (30-8%) achieved complete
cytogenetic response. Transformation to AML data was avail-
able in 50 cases. Seven patients evolved (14%): four were
responders and three were non-responders. None of these
patients achieved complete cytogenetic response (Table SI).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using spss version 17.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Main endpoints were haematological
response as well as TI. Secondary endpoints studied were:
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acquisition of complete cytogenetic response and overall
survival (OS). OS was defined as time from diagnosis to the
last available follow-up or death.

For comparison of categorical variables, we applied
Chi-square or Fisher’s exact test, if necessary. For continu-
ous variables we used Mann-Whitney U-test. ROC curve
was used to determine the best cut-off point for platelet
count. The logistic regression model had as candidate vari-
ables those significant and others reported in previous stud-
ies [TP53 gene mutational status and International
Prognostic Scoring System (IPSS) status: low vs. int-1]
(Fenaux et al, 2011; Jadersten et al, 2011), giving odds ratio
(OR) and 95% confidence intervals (95% CI). The Kaplan—
Meier product limit method was applied to estimate OS.
Statistical comparisons between different actuarial curves
were based on log-rank tests.

R software package (version 2.15.2) was used to perform
competing risk analysis for AML evolution, in the prescence
of death before transformation, considering time between
initiation of treatment to AML evolution or last follow-up
respectively. Data is expressed as cumulative incidence and
95% CI. All P values reported are two-sided and P
value < 0-05 was considered statistically significant.

Results

Conventional cytogenetics

In 52 patients analysed by CC, 38 showed an isolated dele-
tion of chromosome 5q, six patients had a deletion of 5q
plus one additional chromosomal aberration, and four
patients had a complex karyotype (>3 alterations). Two
cases were normal (18% and 30% of 5q- cells by FISH) and
two cases had an unsuccessful CC study (9% and 15% of
5q- cells by FISH).

SNP-A analyses

All patients showed losses in chromosome 5q, although the
deleted regions were variable. SNP-A revealed precise break-
points that were different from those observed by CC. Conven-
tional techniques indicated that the more proximal band
involved in the deletion was 5q13, whereas SNP-A showed that
most of the deletions started at 5q14. All but one of the 5q
deletions were interstitials. The commonly deleted region
(CDR) for del(5q) extended from q22.3 to q31.1 (120 438
462-134 989 521; 14-6 Mb) and the median deletion size was
69-7 Mb. The increased resolution of the SNP-A technique
identified significantly more cryptic lesions contributing to
complex karyotypes compared with CC (P < 0-001; Table II).
SNP-A identified additional lesions in 26-3% of patients with
del(5q) as the sole chromosomal abnormality, none of them
recurrent.

Figure 1 shows a Circos diagram (Krzywinski et al, 2009)
with the distribution of chromosomal lesions detected by
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Table II. Number of cytogenetic aberrations detected by conven-
tional G-banding cytogenetics and single nucleotide polymorphism
array (SNP-A). Only cases in which the 5q deletion were detected by
both techniques were included.

Conventional cytogenetics

5q-as a 5¢-+1 5q-+ >2
sole lesion lesion lesions

SNP-A 5q- as asole 28 2 0 P < 0-001
lesion
5q- +1 7 2 0
lesion
5q-+ >2 3 2 4
lesions

SNP-A. In addition to deletion of 5q, a total of 48 other chro-
mosomal changes were observed. Chromosomal losses were
more frequent (n = 32) than gains (n = 11); the presence of
CNN-LOH was less frequent (n = 5). Considering the whole
cohort, three cryptic recurrent lesions (in a minimum of two
patients) were detected by the SNP-A analysis. Patients 12, 24
and 36 had a deletion on 12p13.2-p13.1, with a CDR 1-2 Mb
long (11 602 288-12 779 705; Figure S1A). Patients 20 and 38
shared a deletion on 15g26.1. One additional patient had a
CNN-LOH affecting this region (Patient 45; Figure S1B). We
also found one recurrent altered region (3q25.3q26.1) either as
a deletion (Patient 19) or as a CNN-LOH (Patient 14) encom-
passing the THPO gene. In both patients, the bone marrow
study revealed an increase of megakaryocytes as well as platelet
clusters.

As a complementary technique, SNP-A added to the
karyotype definition in Patients 47 and 50. In some cases,
discrepancies were observed between CC and SNP-A result
(Patients 7, 32). In two other cases, additional alterations,
such as the presence of translocations, were not detected by
SNP-A (Patients 24 and 36).

Verification by FISH technique

FISH technique (with commercial or BACs probes) confirmed
results detected by SNP-A (Table SII and Figure S1C). FISH
study for TP53 gene in 35 available cases revealed no deletions.

Gene mutational screening

The mutational screening identified one mutation in CBL,
one in IDH2, eight in TET2 and five in TP53 (Fig 1). Two
cases presented two mutated genes (Patient 9 -TP53 and
IDH2- and Patient 23 -TP53 and TET2-) whereas 11 cases
presented one mutated gene. Additionally, a SNP called
rs11554137 was observed in the IDHI gene in seven cases;
this SNP has been implicated in adverse prognosis in AML
(Wagner et al, 2010). Furthermore, one of the rs11554137
SNP cases also had TET2 mutation (Fig 1 and Table SII).
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Fig 1. Circos diagram displaying genetic aberrations found by SNP-A and sequencing. Blue bars indicate gains; red bars, losses; and green bars
represent copy number neutral losses of heterozygosity (CNN-LOH). Black dots depict point mutations on CBL (11q23.3), IDH2 (15q26.1), TP53
(17p13.1) and TET2 (4q24). Orange dots indicate the rs11554137 SNP on IDHI gene (2q33.3). Green background indicates haematological

responders and red background represents non-responders.

Relationship between the presence of mutations and
outcome

TP53 mutations showed a trend to predict lack of haemato-
logical response (P = 0-061) but it was not related with the
TI achievement. Additionally, complete cytogenetic response
was not observed in any of the TP53 mutated cases. TP53
mutational status did not correlate with karyotype complex-
ity by either CC or SNP-A. Three out of five mutated cases
had del(5q) identified as a single anomaly by CC.

TET2 gene mutations were not associated with the
achievement of either haematological, complete cytogenetic
responses or TI. TET2 mutations also did not show differ-
ences in terms of OS.

Correlations between genetic lesions, disease
characteristics and lenalidomide treatment response

Tables I and III show clinical data according to haematologi-
cal response and TI achievement respectively. The number of
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Table III. Clinical data according to transfusion independence achievement.

Genetic Study in MDS Patients Treated with Lenalidomide

Characteristic TI — responders (n = 29) TI — non-responders (n = 8) P value
Age, median, Q1-Q3 (years) 78-0 (72-5-80-0) 615 (47:0-79-0) 0-088
Sex, male/female 5/24 3/5 0-332
FAB subtype
RA 25 8 1-000
RARS 1 0
RAEB 3 0
WHO subtype (2001)
RA and ‘5q- Syndrome’ 26 7 0-235
RCMD/RCMD-RS/RAEB-1 0 1
Haemoglobin, median, Q1-Q3 (g/1) 87 (81-99) 87 (76-102) 0-796
Absolute neutrophil count, median, Q1-Q3 (x10°/1) 2:2 (1-5-29) 24 (1-1-3-3) 0-970
Platelet count, median, Q1-Q3 (x10%/1) 322 (239-5-379-5) 177-5 (73-5-241-5) 0-018
Bone marrow blast count, median, Q1-Q3 (%) 2:0 (1-0-4-0) 2-0 (1-0-4-0) 0-969
IPSS risk group
Low/Int-1 26 7 0-235
Int-2/High 0 1
Duration of MDS before treatment, median, Q1-Q3 (months) 10-7 (2:5-21:3) 1-95 (1-3-5:5) 0-101
Number of aberrations by CC
Normal/NM/5q- 26 4 0-027
5q-+ >1 3 4
Aberrant metaphases, median, Q1-Q3 (%) 69-4 (40-0-84-1) 85-7 (42-8-100-0) 0-185
Number of aberrations by SNP-A
5q- 20 3 0215
5q-+ >1 9
TET?2 status
Mutated 6 0 0-553
Unmutated 19 5
TP53 status
Mutated 2 1 0-501
Unmutated 22 5
5q deletion size, median, Q1-Q3 (Mb) 694 (61-0-73-3) 70-7 (69-5-78:5) 0-090

FAB, French-American-British; RA, refractory anaemia; RARS, RA with ring sideroblasts; RAEB, RA with excess of blasts; RCMD, refractory
cytopenia with multilineage dysplasia; RCMD, RCMD with ring sideroblasts; IPSS, International Prognostic Scoring System, NM, no metaphases,

SNP-A, single nucleotide polymorphism array; Q1, percentile 25; Q3, percentile 75. P values in bold indicate significant differences (P<0.05).

lesions detected by CC (0-1 vs. >2) showed a significant
correlation with both the TI (P = 0-027) and the haemato-
logical response (P = 0-020) to lenalidomide treatment.
However, additional aberrations detected by SNP-A did not
seem to be related to treatment response or TI. Regarding
the size of the 5q deletion, responding patients had a CDR
of 31-7 Mb (5q22.3—q33.1, median: 69-8 Mb) while the CDR
in non-responders was 31-1 Mb (5q21.2-q31.1, median:
70-6 Mb).

Patients with an initial diagnosis of MDS associated with
isolated del(5q) chromosome (‘5q- Syndrome’) were more
often shown to be responders. In contrast, six out of 11 non-
responders had a diagnosis of refractory cytopenia with mul-
tilineage dysplasia. Despite this, the WHO morphological risk
stratification groups did not associate with haematological
response, TI or cryptic aberrations, but a trend to association
with CC lesions was observed (P = 0-070). Median platelet
count showed significant differences for haematological
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response (P =0-023) and TI achievement (P = 0-018).
Considering this observation, a cut-off point of 280 x 10°
platelets/l was established for the distinction between haema-
tological responders and non-responders (P = 0-013); and
240 x 10° platelets/l for those who achieved TI and those
who not (P = 0-013).

Multivariate analysis for haematological response and TI
independence (Table IV) showed that platelet count was a sig-
nificant predictor for treatment failure (OR = 6-2, P = 0-040)
and no TI achievement (OR = 8-4, P = 0-032). A trend was
identified showing association of complex karyotype (del
(5q) + >1 vs. isolated deletion 5q) with prediction of treat-
ment failure (OR = 4-4, P = 0-088) and no TI achievement
(OR = 7.5, P = 0-056).

For the whole series, competing risk analysis showed that
the cumulative incidence of transformation to AML was 20%
(95% CI: 4-36%) compared to 39% (16-62%) for patients
who died before transformation (Fig 2). Focusing on the
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Table IV. Final model of logistic regression of risk to treatment fail-
ure and no TI achievement.

Outcome Variables OR (95% CI) P value
Haematological =~ Karyotypic complexity — 4-4 (0-8-23-7)  0-088
response (> 2 aberrations
vs. 0-1)
Platelet count 6:2 (1-1-35-0)  0-040
(<280 x 10°/1 vs.
>280 x 10°/1)
Transfusion Karyotypic complexity ~ 7-5 (0-9-58-7)  0-056
independence (> 2 aberrations

vs. 0-1)

Platelet count
(<240 x 10°/1 vs.
>240 x 10°/1)

84 (1-.2-59-0)  0-032

OR, odds ratio; CI, confidence interval.
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Fig 2. Cumulative incidence for AML transformation compared to
death without transformation for the whole series.

20-month time point, cumulative incidence of AML transfor-
mation was 5% (0-12%) vs. 14% (4-24%) for death without
transformation. At 30 months the cumulative incidence was
11% for AML evolution (1-21%) vs. 21% (8-34%) for death
with no transformation.

Competing risk analysis considering haematological
response showed that there were no differences for AML evo-
lution: 21% (0-42%) vs. 20% (0-47%) for responders and
non-responders respectively. In contrast, there were differences
for patients who died without transformation: 24% (3-45%)
vs. 60% (13-100%), P = 0-041. Furthermore, there were
differences in patients who evolved to AML: 8% (0-24%) vs.
50% (10-90%), P = 0-003; for patients who achieved TI com-
pared to those who did not. There was no difference for
patients that died without AML transformation: 20% (1-39%)
vs. 25 (0—57%; Table SIII).

Genetic and clinical characteristics of MDS associated
with isolated del(5q) chromosome abnormality
(‘5g- Syndrome’)

Additional abnormalities were detected in 31% of MDS
patients with isolated del(5q) chromosome abnormality (‘5q-
Syndrome’) according to the WHO classification (Brunning
et al, 2001) whereas 47-8% of ‘non 5q- Syndrome’ MDS
patients had cryptic aberrations. The size of the 59 CDR in
‘5q- Syndrome’ patients was different from the 5q CDR in
non ‘5q- Syndrome’ patients 5q22.3—q33.1 (120 438 462—
152 183 713: 31-7 Mb; median: 69-8 Mb) vs. 5q22.1-q31.1
(110 637 598-134 989 521: 244 Mb; median: 69-6 Mb)
respectively. However, there was no significant difference in
median CDR deletion size.

The presence of MDS with isolated del(5q) chromosome
abnormality (‘5q- Syndrome’) was not related to response to
treatment, TI or the achievement of complete cytogenetic
response. Moreover, the mutation rate was not significantly
different compared with other MDS patients.

Discussion

To the best of our knowledge, this study represents the larg-
est genome wide analysis on specimens from patients with
myelodysplastic syndrome (MDS) and chromosome 5q dele-
tion (del(5q)), to discern the relationship between haemato-
logical response to lenalidomide and the relationship to
clinical, cytogenetic, and molecular genetic abnormalities.
Several studies regarding the application of genomic arrays
to MDS have been published (Mohamedali et al, 2007; Hein-
richs et al, 2009; Tiu et al, 2011). Del(5q) is generally a good
prognostic marker in MDS (Mallo et al, 2011). However, few
genomic studies have been published focusing on the subset
of MDS patients with del(5q) (Evers et al, 2007; Wang et al,
2008; Jerez et al, 2012) and none of the published papers
were included patients treated with lenalidomide. The appli-
cation of higher resolution techniques led to the detection of
aberrations not previously detected by CC in 23-1% of cases.
The number of cases with CNAs was in agreement with a
previous study (Wang et al, 2008). However, CNN-LOH rate
differs in these studies because we were able to rule out
germ-line aberrations with the inclusion of paired-sample
analysis, which is of great importance for the proper study of
CNN-LOH. The most common genetic change associated
with del(5q) was deletion of 12p in our study. This result is
also in accordance with some previous data (Wang et al,
2008; Gohring et al, 2012). We previously reported addi-
tional abnormalities in MDS patients with del(5q). The 12p
deletion is not a rare abnormality, being present in 5-5% of
our multicentre study series (Mallo et al, 2011).

One of the novel findings of this study was the presence
of a recurrent deletion (15q26.1) affecting the CHD2 gene
that was not present in the germ-line and has not been pre-
viously reported in MDS to the best of our knowledge. It has
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been described in Hodgkin lymphoma cell lines and postu-
lated to be a tumour suppressor gene (Feys et al, 2007). Two
cases presented a deletion or a CNN-LOH in 3q26.1, where
the THPO gene is located. These two cases showed increased
platelets in the bone marrow aspirate, which could be related
to a molecular lesion affecting the THPO gene.

Paired sample analysis (bone marrow and normal DNA)
is the best genetic analysis approach for the SNP-A. Only a
few studies have applied this strategy in large MDS cohorts
(Heinrichs et al, 2009). In our study, we conducted paired
analysis in 30 patients, an important approach especially for
the study of CNN-LOH. Thus, it is important to rule out
germ-line lesions, as well as to avoid false positive or nega-
tive results. In the absence of normal DNA comparisons,
there are recommended analysis algorithms available (Macie-
jewski et al, 2009). SNP-A revealed the presence of additional
alterations in 31% of MDS patients with isolated del(5q)
chromosome abnormality (‘5q- Syndrome’) (Brunning et al,
2001), which is in contrast to 47-8% in the remaining MDS
cases. SNP-A results supported less karyotypic complexity in
patients with ‘5q- Syndrome’ (Brunning et al, 2001). The
CDR defined in the ‘5q- Syndrome’ subset encompassed,
with wider limits, the CDR previously defined by Boultwood
et al (2002). This CDR includes two of the three genes
described to be mediators in this syndrome: RPSI14 (5q31)
(Ebert et al, 2008a) and MIRI45 (5q32) (Starczynowski et al,
2010). Although the CDR had different length, its median
value in both subsets of patients was similar. Interestingly,
the CDR in the ‘5q- Syndrome’ CDR is larger than that of
the non ‘5q- Syndrome’, as well as in patients with isolated
del(5q) (by CC), which have a larger CDR (data not shown).
These findings agree with the study reported by Douet-Guil-
bert et al (2012), which hypothesized that investigation of
the genes retained outside of the 5 CDR may elucidate the
oncogenic mechanisms of this MDS subset. Considering the
whole cohort, our CDR is wider (5q22.3—q31.1) than the one
reported by Douet-Guilbert et al (2012) (5¢31.1-q31.3).

Although inclusion of defects by SNP-A did not allow for
better separation of responders and non-responders, applica-
tion of high resolution techniques enabled a deeper analysis
of del(5q) MDS and identified new study pathways, such as
CHD?2 or THPO genes. Treatment response failure predictive
value of aberrations relies on del(5q) + >1 aberrations pre-
viously detected by CC and a low platelet count, the latter
confirmed in the multivariate analysis. Platelet count has
been described as a prognostic factor in general MDS
(Greenberg et al, 1997, 2012) as well as in MDS with 5q
deletion (Mallo et al, 2011; Jonasova et al, 2012). Several
clinical trials, either in MDS del(5q) or MDS non-del(5q),
have reported the influence of platelet count in response to
lenalidomide treatment (Sekeres et al, 2008; Fenaux et al,
2011; Le Bras et al, 2011).

In the whole series, the cumulative incidence of AML
transformation was 20% vs. 39%, for patients who died with-
out transformation. Determination of AML transformation is
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difficult in small series but we assessed it because it is a
matter of debate for approval of lenalidomide in Europe.
Cumulative incidence of AML transformation was similar for
haematological responders and non-responders [21% (0-42%)
vs. 20% (0-47%)]. Interestingly, patients who did not
achieve TI presented a higher cumulative incidence of evolu-
tion to AML. Lenalidomide does not increase the rate of
evolution to AML as has been shown with larger series
(Kuendgen et al, 2012).

Studies have shown that mutations in MDS are quite het-
erogeneous (Bejar ef al, 2011; Damm et al, 2012). Focusing
on del(5q) patients, some studies published analyses of
IDH]1, IDH2, JAK2 and TP53 genes (Fidler et al, 2004; Parda-
nani et al, 2010; Patnaik et al, 2010, 2011; Jadersten et al,
2011). Patients with low-risk MDS with isolated del(5q) did
not present with IDH mutations (Patnaik et al, 2011); how-
ever, these mutations did appear in advanced MDS, suggest-
ing a relationship to AML evolution (Pardanani et al, 2010).
In our series, only one case (Patient 9) presented with an
IDH2 mutation. This patient was 38-years old, had an IPSS
Intermediate-1 score and additional chromosomal aberra-
tions beyond the del(5q), and failed lenalidomide treatment.

Some studies have focused on genes located in the long
arm of chromosome 5q and its gene dosage effect. The main
gene of focus has been RPSI14, whose loss causes a defect in
ribosomal protein function (Ebert ef al, 2008b). Disruption
of ribosome integrity leads to MDM2 gene degradation
resulting in TP53 transactivation. The precise mechanism of
action of lenalidomide remains unclear, although it has been
shown to stabilize MDM?2 and accelerate TP53 degradation
(Wei et al, 2012). TP53 gene mutations can be detected in
approximately 10% of MDS patients (Bejar et al, 2011;
Kulasekararaj et al, 2011) and are usually associated with
high-risk MDS, complex cytogenetics and poor prognosis
(Kulasekararaj et al, 2011; Sebaa et al, 2012). They are also
significantly associated with deletion of 5q in therapy-related
MDS and AML (Christiansen et al, 2001). The incidence of
TP53 mutations in del(5q) primary MDS is slightly heteroge-
neous, between 7% and 19% (Fidler et al, 2004; Jadersten
et al, 2011; Kulasekararaj et al, 2011) and has been described
as a bad prognostic marker in this population (Jadersten
et al, 2009, 2011; Kulasekararaj et al, 2011). We detected
TP53 point mutations in 5 out of 45 cases (two of whom
were responders and three non-responders). This lower
detection rate (compared to Jadersten et al, 2011) could be
explained by the lower sensitivity of the technology used by
our group (1-2% vs. 20%). Our results agree with Jddersten
et al (2011), who reported the influence of TP53 mutations
in lenalidomide treatment failure, as well as its association
with the absence of complete cytogenetic response (Bejar
et al, 2011). However, the TP53 gene status was not related
to thrombocytopenia.

Larger cohorts with non-responders are needed to better
elucidate the role of TP53 gene mutations. Nevertheless, we
did not observe an impact on outcome in terms of OS, as
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previously described (Jddersten et al, 2011; Kulasekararaj
et al, 2011); it does not seem to be restricted to either poor-
risk WHO subtypes or complex cytogenetics. TP53 mutations
have been reported as a strong predictor of disease progres-
sion (Jadersten et al, 2011; Kulasekararaj et al, 2011). How-
ever, in our cohort, six out of 38 (15-8%) patients that were
wild type for TP53 progressed, which suggests that there are
still additional unidentified genetic abnormalities involved in
AML transformation.

We conclude that SNP-A is a highly sensitive technique
that gives a detailed genomic approach to MDS with del(5q).
This analysis detected the involvement of three recurrent
regions: 12p, 15q and 3q in this population. It is an explor-
atory analysis and we are aware that our series is limited by
its size and could reduce the statistical power of our results.
Lenalidomide-responsive and non-responsive patients did
not show significant genomic differences, beyond the trend
to an association of TP53 with absence of haematological or
complete cytogenetics response. The presence of a complex
karyotype consisting of del(5q) plus other chromosomal
aberrations and a low platelet baseline count were identified
as predictors for lenalidomide treatment failure in MDS with
del(5q). These data, which can be obtained from routine
diagnostic techniques, should be carefully considered in
treatment choice options.
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