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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a hematological disease that includes several
neoplasias among the myeloid lineage. AML is a heterogeneous disease with
variable clinical characteristics, treatment response and overall survival. The
common disease pattern is the massive accumulation of myeloid precursors in bone
marrow and the presence of these precursors in peripheral blood. Adult AML is a
typical disease of patients above 55 years old, with unfavourable prognostic
prediction in general terms (less than 50% of AML patients will survive five years
after diagnosis assessment). Excepting an AML subtype, called acute promyelocitic
leukemia, there is no specific treatment for the disease. Moreover, due to the lack of
diagnostic tools, more than 70% of the patients have an unclear prognosis. Because
of these features, several studies have been conducted to identify prognostic and
genetic markers which could be used to help in the clinical management of the
disease and could provide new insights in the search of more effective and
molecular-based therapies. Within this context, we were intrigued about the genetic
make up of AML and we took advantage of the availability of genomic approaches
to study this disease and to gain a more complete genetic picture of the oncological

development.

First, using a 100 de novo AML series, we carried on a genomic study in order to
identify the genomic copy number variations among the series using arra-CGH
technique. This study helped us to detect that copy number alterations are very
frequent in AML (74% of the cases had at least one genomic aberration). Using this
data, we were able to produce a genomic instability classification with prognostic
value: cases with more unstable genomes showed worse five year overall survival
features than cases with stable genomes. This classification system was independent

from other clinical variables, such as age or conventional cytogenetic classification.

Secondly, we performed an array-SNP analysis in sixteen AML cases from the same
consecutive series in order to look for another genetic mutational event known as
loss of heterozygosity (LOH). We detected that LOH events are very frequent in
AML, although we could not find recurrent LOH regions in our series. However, we

were able to detect a very highly complex genomic event consisting of a LOH region
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flanked by deletions. This complex event was fundamentally found in complex

karyotype cases, and the function or meaning of them is yet to be elucidated.

When we analyzed in detailed the information of the genomic regions that were
altered in our series, we detected that, in general, AML showed a very low
recurrence. Only six aberrant regions with a recurrence rate higher than 5% were
detected. Five of them where minimal deleted regions, with a size below 2Mb, that
where located at 5q31.1, 7p11.2 7q36.1, 17q11.2 and 20q13.12. The remaining
region corresponded to trisomy 8 which was found in 15% of the cases (the most
recurrent genetic aberration in our series). Additionally, when we studied the
presence of minimal aberrant regions according to the prognostic groups and to the
proposed genomic stability groups, we detected five regions, located in
chromosomes 5, 16 (two regions), 17 and 18, that were significantly associated with
the most aggressive leukemias. Even more, the presence of a single deletion affecting
any of these regions was significantly associated with the shorter five year overall
survival in our series. The complete absence of highly recurrent well defined
genomic aberrations indicates that, rather than a genetic disease, AML may be

considered as a genomic disease.

Among these significant deletions, we focussed in the one that was located in
17q11.2. This was the most recurrent deletion in the series, and it included NF1 gene.
NF1 is a tumour suppressor gene related with several children myeloid disorders.
The genomic alteration that was located along this region frequently included the
TP53 gene. Using the combination of the genomic data we obtained (array-CGH and
array-SNP), we explored which of the two candidates, NF1 or TP53, could be the
main target of the chromosome 17 deletions in AML. Deletion and mutation studies
pointed to NF1 as a better candidate. Moreover, NF1 deletion was not exclusively
associated to complex karyotypes, contrary to what happened with TP53. We
conducted a validation study using FISH on an AML tissue microarray which helped
us to conclude that the NF1 deletion is a very common event, present in
approximately 10% of the population. Further protein level analyses demonstrated

that the NF1 deletion was associated to a NF1 cytoplasm protein level reduction.

These findings suggest that NF1 is a very interesting protein in AML, which can be

detected using conventional techniques and may be therefore used in clinical
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practise. The biological role of NF1 deletion in AML, through the activating effect
on the RAS pathway is discussed.
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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad hematolégica que incluye
varias neoplasias a lo largo del linaje mieloide. La LMA es muy heterogénea, con
caracteristicas clinicas, respuesta al tratamiento y supervivencia global muy
variables. El patrén comun de la enfermedad es la acumulacion masiva de
precursores mieloides en la médula 6sea y la presencia de éstos en la sangre
periférica. La LMA adulta es tipica de pacientes por encima de los 55 afios, con una
prediccion de prondstico desfavorable en términos generales (menos del 50% de los
pacientes de LMA adulta sobrevivirin cinco afos después del diagndstico).
Exceptuando un subtipo de LMA, llamado leucemia promielocitica aguda, no hay un
tratamiento especifico para esta enfermedad. Es mds, debido a la falta de
herramientas diagndsticas, mas del 70% de los pacientes tienen un prondstico
incierto. Debido a estos hechos, se han realizado varios estudios para identificar
marcadores genéticos de prondstico que pudieran ayudar en el tratamiento clinico de
la enfermedad. En este contexto, pretendemos dilucidar el comportamiento de la
LMA a nivel genético, para lo cual hemos utilizado las herramientas gendmicas a
nuestro alcance para estudiar esta enfermedad y conseguir una visién genética mas

completa del desarrollo tumoral.

Primero, usando una serie de 100 LMA de novo, realizamos un estudio gendémico
para identificar las variaciones de nimero de copia a lo largo de la serie mediante la
técnica de array-CGH. Este estudio nos permitié detectar que alteraciones de niimero
de copia son frecuentes en LMA (74% de los casos tenia al menos una alteracién).
Utilizando estos datos, fuimos capaces de producir una clasificacion genémica con
valor prondstico: los casos con un genoma mds inestable presentaron una peor
supervivencia global a los cinco afios que casos con genoma mds estable. Este
sistema de clasificacion fue independiente de otras variables clinicas, tales como la

edad o la clasificacién citogenética convencional.

Segundo, realizamos un estudio utilizando array-SNP en dieciséis muestras de LMA
de la misma serie consecutiva, con el objetivo de detectar regiones pérdida de
heterocigosidad (LOH en inglés). Detectamos también que los eventos de LOH eran

muy frecuentes en la leucemia mieloide aguda, aunque no fuimos capaces de detectar
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ninguna recurrencia de LOH en esta serie. Sin embargo, logramos detectar un evento
de dano gendmico altamente complejo que consistia en una region de LOH
flanqueada por deleciones. Este evento fue encontrado fundamentalmente en LMA

de cariotipo complejo, y su funcién o significado estd atin por descubrir.

Cuando analizamos en detalle la informacién de las regiones gendmicas alteradas en
nuestra serie, detectamos que, en general, la LMA presentaba una recurrencia muy
baja. Solo se encontraron seis regiones aberrantes con una recurrencia superior al
5%. Cinco de ellas eran regiones minimas delecionadas menores de 2Mb, localizadas
en los las citobandas 5q31.1, 7p11.2 7q36.1, 17q11.2 y 20ql13.12. La restante
correspondia a la trisomia 8 que, con el 15% de recurrencia, constituyé el cambio
genético mas frecuente. Adicionalmente, cuando estudiamos la presencia de regiones
minimas aberrantes relacionadas con grupos de inestabilidad y prondstico,
detectamos cinco regiones de pérdida genémica, localizadas en los cromosomas 5, 16
(dos regiones), 17 y 18, que estaban asociadas significativamente con las leucemias
mads agresivas. La presencia de una delecién afectando una de esas regiones estaba
asociada significativamente con una supervivencia global menor a los cinco afios de
estudio en nuestra serie. La ausencia de aberraciones gendmicas altamente
recurrentes indica que la LMA, mds que una enfermedad genética (genes

especificos), podria ser considerada una enfermedad genomica.

De entre todas estas regiones de interés, nos centramos en aquella situada en
17q11.2. Esta delecién era la més recurrente de nuestra serie e incluia el gen NF1I.
NF1 es una proteina supresora de tumores relacionada con varios sindromes
mieloides infantiles. La alteraciéon gendémica de 17ql1.2 estaba con frecuencia
asociada a una delecién concomitante del gen 7P53. Usando la combinacién de los
datos gendmicos a nuestro alcance (array-CGH y array-SNP), exploramos cudl de los
dos candidatos, NF'I o TP53, podria ser el objetivo principal en las deleciones del
cromosoma 17 en LMA. Los estudios de delecién y mutacién sefialaron a NF/ como
un mejor candidato. De hecho, la delecion de NFI no estaba asociada
exclusivamente a cariotipos complejos, al contrario de lo que sucedia con TPS53.
Realizamos un estudio de utilizando FISH en un tissue microarray de LMA que nos
permitié confirmar la delecién de NF/ como un evento genémico frecuente en LMA,

delecionado en alrededor del 10% de la poblacion. Andlisis posteriores del nivel de
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la proteina demostraron que la delecién de NFI estaba asociada a una reduccién del

nivel de proteina citoplasmdtica de la neurofibromina (la proteina de NF ).

Estos hallazgos sugieren que NF1 es una proteina de alto interés en la LMA, y que su
alteracion puede ser detectada por medio de técnicas convencionales, con lo que
puede ser un marcador de interés en la prictica clinica. Se deduce un posible papel
bioldgico de la delecién de NF1, que desencadena una hiperactivacion de la ruta de

RAS, en la leucemia mieloide aguda.
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1. EL CANCER ES UNA ENFERMEDAD
GENETICA.

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por una divisién y crecimiento
descontrolado de las células neoplésicas. Dichas células poseen la capacidad de
invadir el 6rgano donde se originaron, de viajar por la sangre y el liquido linfatico
hasta otros érganos mas alejados y crecer en ellos. La palabra cincer es un término
muy amplio que abarca varios cientos de tipos de enfermedades (llamados tumores
malignos). Cada uno de ellos posee unas caracteristicas particulares, que en algunos
casos son completamente diferentes al resto de los otros cdnceres, pudiendo
considerarse enfermedades independientes, con sus causas, su evolucién y su

tratamiento especifico.

El céncer es una enfermedad genética de origen celular. Todo apunta a que, sin
embargo, no es una enfermedad monogénicas sino que requiere la acumulacién de
defectos en varios genes esenciales para el desarrollo normal del la vida celular. Una
célula se transforma en neoplésica cuando se acumula dafio genético que afecte a
varios genes. Ese dafio genético puede encontrarse en forma de mutaciones
puntuales, inserciones, pérdidas o ganancias de material genético o translocaciones.
Las células sanas se transforman en células tumorales y progresan por la
acumulacién de estas mutaciones en los genes denominados guardianes
(gatekeepers) y reparadores (caretakers). Los primeros son oncogenes o genes
supresores de tumores implicados en la regulacién del crecimiento celular, la
diferenciacion o la apoptosis. Los genes reparadores son genes que no regulan
directamente el crecimiento del tumor, sino que estdn implicados en el

mantenimiento de la integridad genémica (Vogelstein and Kinzler 2004).

Los oncogenes favorecen la transformacion celular cuando mutan de modo que el
gen se activa constitutivamente o en condiciones en las que el alelo salvaje (o forma
natural del gen) no lo harfa. Esta activacién puede ser el resultado de translocaciones
cromosOmicas, amplificaciones génicas o mutaciones puntuales que afectan residuos
cruciales que regulan la actividad del producto del gen. Generalmente, una sola
mutacion activadora en uno de los alelos es suficiente para que le confiera a la célula

una ventaja en el crecimiento celular.
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Por el contrario, las mutaciones en los genes supresores de tumores reducen la
actividad del producto de ese gen. Esta inactivacién es debida a mutaciones que
afectan a residuos que son cruciales en su actividad, son mutaciones que pueden
generar proteinas truncadas, o incluso deleciones o inserciones de tamafio variable.
La inactivacidon también puede obedecer a un silenciamiento de su expresion debido
a modificaciones epigenéticas. Se ha propuesto que para que esta inactivacidn sea
efectiva ambos alelos deben estar alterados, sin embargo, estudios recientes ha
sugerido que la inactivacion de uno sélo de los alelos puede también conferir esa

ventaja selectiva (haploinsuficiencia) (Santarosa and Ashworth 2004).

Los genes reparadores, que son los que mantienen la integridad celular, son genes
que intervienen de una forma u otra en sistemas de reparacion de errores de ADN
producidos durante la replicacion del ADN o por la exposicion a agentes
mutagénicos. Estos genes controlan la integridad del genoma y mantienen las
alteraciones genéticas al minimo. Cuando se inactivan, la tasa de mutacién aumenta
contribuyendo a la progresiéon tumoral (Friedberg 2003). Para tener un efecto
patogénico, los genes reparadores tienen que mutarse bialélicamente. Las mutaciones
heterocigotas de estos genes, en la linea germinal, se asocian a una predisposicion al
desarrollo de tumores. Durante el desarrollo tumoral estas mutaciones se hacen
bialélicas o se asocian a un silenciamiento del alelo salvaje en las células tumorales.
Lo mismo ocurre en el desarrollo de tumores esporddicos, que se asocia a mutaciones
adquiridas que producen un silenciamiento de estos genes en células somaéticas

(Knudson 2002).

La proliferacion descontrolada de las células tumorales favorece en la mayoria de las
neoplasias el fenémeno de la inestabilidad cromosémica. La inestabilidad
cromosOémica es debida a ganancias y/o pérdidas de cromosomas enteros, o
fragmentos largos de los cromosomas durante la division celular (Kops, et al. 2005),
apareciendo un desequilibrio en el nimero de cromosomas (aneuploidia) y una alta

tasa de pérdida de heterocigosidad (LOH, de loss of heterozygosity en inglés).

Estos cambios en el contenido gendémico facilitarian el desarrollo de un clon tumoral,
por ejemplo, eliminando el alelo funcional de un supresor de tumores. Los

mecanismos por los que aparece la inestabilidad son atin desconocidos, aunque se
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han propuesto como candidatos multiples genes y vias de sefalizacién, como, por

ejemplo, la de los genes que regulan el ciclo celular.

La contribucién de la inestabilidad cromosdmica a la generacion del tumor es otro
aspecto no definido hasta la fecha. Se ha hipotetizado que podria ser simplemente un
fendmeno inespecifico que ocurre espontdneamente durante la progresion del tumor.
No obstante, hay evidencias indirectas que sugieren que podria ser un evento
iniciador que contribuye a la formacién del tumor. Algunos de estos hallazgos son la
existencia de aneuploidia en condiciones pre-neopldasicas, o la mayor frecuencia de
inestabilidad genética en lineas celulares aneuploides y la presencia de mutaciones en
genes que controlan los puntos de control de la mitosis, que sugieren que la

aneuploidia juega un papel activo en la carcinogénesis (Kops, et al. 2005).

Todos estos hallazgos nos permiten definir el cdncer como una enfermedad genética
en la que aparecen defectos genéticos especificos que determinan tanto la
predisposicion individual al desarrollo de tumores, como la génesis, progresién y
desarrollo de metastasis de las neoplasias. La identificacion precisa de estas
alteraciones contribuye a la deteccién temprana, el diagndstico, el prondstico y el

tratamiento de las neoplasias.

2. LAS ENFERMEDADES MIELOIDES.

Las enfermedades de origen mieloide son patologias secundarias a mutaciones que
inducen un bloqueo en la diferenciacién o una ventaja en la proliferacién de los
progenitores hematopoyéticos mieloides, responsables del mantenimiento de la

mielopoyesis.

La hematopoyesis o hemopoyesis es el proceso de formacion, desarrollo y
maduracién de los elementos formes de la sangre a partir de un precursor celular
comun e indiferenciado conocido como célula madre hematopoyética pluripotencial.
Las células madre, que en el adulto se encuentran en la médula dsea, son las
responsables de formar todas las células y derivados celulares que circulan por la
sangre. La hematopoyesis se divide en dos linajes principales, el linaje linfoide, que

engloba los linfocitos T, B y NK, y el linaje mieloide, que origina los eritrocitos, los
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granulocitos, los monocitos y las plaquetas. El desarrollo del linaje mieloide, o

mielopoyesis, estd esquematizado en la figura 1.

/@ Precursor
/ mieloide

C5.4

Trombopoyesis Eritropoyesis Granulopoyesis i . @

Monocitopoyesis

Figura 1. Esquema de la mielopoyesis. La mielopoyesis, o desarrollo de células mieloides maduras,
parte de un precursor mieloide comun. A. Desarrollo de los fragmentos plaquetarios, o trombopoyesis:
parte de una célula mononucleada (megacarioblasto, Al), al estadio polinuclear primitivo
(promegacariocito, A2) y maduro (megacariocito, A3); el megacariocito se escinde en los fragmentos
conocidos como plaquetas (A4). B. Desarrollo de los eritrocitos o eritropoyesis: comienza con el
proeritroblasto (B1), que madura a diferentes etapas de eritroblasto: baséfilico (B2), policromético
(B3) y ortocromadtico (B4); el niicleo se pierde en la forma primitiva llamada reticulocito (B5); éste
cambia a una forma bicéncava madura llamada eritrocito (B6). C. Granulopoyesis y monopoyesis.
Todos los linajes parten de un precursor granulomonopoyético (CFC-GM, C1) comdin: la
granulopoyesis contiene el desarrollo de tres tipos celulares con un mismo origen: neutréfilo,
eosindfilo y baséfilo a partir del CFC-GM que pasa al mieloblasto comun. Los mieloblastos maduran
al estadio de promielocito (baséfilo, C2.1, neutrdfilo, C2.2 y eosinéfilo, C2.3), que pasa al estadio de
mielocito (C3.1, C3.2 y C3.3) y éste al de metamielocito (C4.1, C4.2 y C4.3). La caracteristica forma
polinucleada no aparece hasta el estadio de granulocito maduro (C5.1, C5.2 y C5.3). La
monocitpoyesis es el desarrollo de los monocitos. El CFC-GM (C1) se transforma en un estado mds
diferenciado conocido como monoblasto (C2.4), éste en un promonocito, o forma semimadura (C3.4),
que madurard definitivamente en la forma del monocito (C4.4). De este linaje también forman parte

las formas tisulares, conocidas como macréfagos y células dendriticas mieloides (C5.4).
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2.1. CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES MIELOIDES

En la actualidad, la clasificacion de las patologias de origen mieloide mas extendida
es la desarrollada por la Asociacion Europea de Patologia y la Sociedad de
Hematopatologia para la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, resumida en la
tabla 1) (Harris et al., 2000). Esta clasificacion se basa en criterios morfolégicos,
genéticos, clinicos e inmunofenotipicos. En esta clasificacion se incluyen cuatro
grupos de patologias, los sindromes mieloproliferativos, los sindromes
mielodisplasicos/mieloproliferativos, los sindromes mielodisplasicos y las leucemias

agudas mieloides.

Tabla 1: Clasificacion de enfermedades mieloides segt’m la OMS

Enfermedades Mieloploriferativas

Leucemia mieloide crénica, positiva para el cromosoma Filadelfia, t(9;22)
Leucemia neutrofilica crénica

Leucemia eosinofilica crénica / sindrome de hipereosinofilia
Mielofibrosis idiopdtica crénica

Policitemia vera

Trombocitemia esencial

Sindromes mielodisplasicos / mieloproliferativos
Leucemia mielomonocitica crénica
Leucemia mielomonocitica juvenil

Sindromes mielodisplasicos
Anemia refractaria
Con sideroblastos anillados
Sin sideroblastos anillados
Citopenia refractaria con displasia multilinaje
Anemia refractaria con exceso de blastos
Sindrome 5q-
Sindrome mielodispldsico inclasificable

Leucemia mieloide aguda (LMA)

3. LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

La leucemia aguda es una forma de cincer que se caracteriza por una proliferacion
clonal de progenitores hematopoyéticos inmaduros (llamados mieloblastos) que
pierden su capacidad de diferenciacién y de respuesta a reguladores de proliferacion.
La ocupacién de la médula 6sea por los mieloblastos produce un bloqueo en la
produccién de las células sanguineas, lo que resulta en una deficiencia de glébulos
rojos (anemia), plaquetas (trombocitopenia) y de glébulos blancos (especialmente
neutréfilos, es decir, neutropenia) (Estey and Dohner 2006). La leucemia Mieloide

Aguda (LMA) tiene una incidencia es de 1,5 casos por 100.000 habitantes/afo. Su
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frecuencia aumenta con la edad. Comprende el 80% de las leucemias agudas en
adultos y el 15-20% de las pedidtricas, siendo la leucemia mds frecuente en neonatos.
A nivel de evolucién clinica, la LMA adulta es una enfermedad propia de pacientes
afosos, con una mediana cercana a los 55 afios. Es una enfermedad especialmente
agresiva, con una tasa de supervivencia a los cinco afios que no supera el 40% de los
casos a pesar del tratamiento. Los sistemas de clasificacién actuales se basan
fundamentalmente en criterios morfolégicos, fenotipicos y citogenéticos que
predicen solo parcialmente el curso de la enfermedad, si bien es necesario el
desarrollo de nuevas herramientas que predigan eficazmente el prondstico de la

enfermedad al diagndstico.

3.1. SISTEMAS DE CLASIFICACION DE LA LMA.

Existen dos sistemas de clasificacién de la leucemia mieloide aguda. El primero de
ellos fue propuesto por el grupo cooperativo francés-americano-inglés, o FAB ( de
French-American-British cooperative group) en el afio 1976 (Bennett, et al. 1976).
Dicha clasificacién fue revisada por el mismo grupo en 1985 (Bennett, et al. 1985).
Esta clasificacion se basa fundamentalmente en criterios morfoldgicos e

inmunohistoquimicos (tabla 2).

Tabla 2: Clasificacion de la LMA segiin el consorcio FAB y alteraciones genéticas asociadas

Tincion Alteraciones
Subtipo MOFfOlnga (%) Miel st Negro Esterasa genéticas
[CIOPETOXICA | g1 44n | Inespecifica asociadas (%)

MO LMA no diferenciada ) ) . inv(3q26) y t(3;3)

(3%) (1%)

LMA sin maduracion (15-
M1 20%) + + -

LMA con maduracion t(8;21) (40%)
M2 (25-30%) * * - 1(6:9) (1%)

. . .. t(15;17) (98%)
M3 ];ellllgzmg_ | 5;/0)nnelocmca + + ) ((11:17) (1%)
£ ¢ 1(5:17) (1%)

Leucemia 11923 (20%)
M4 mielomonocitica  aguda + + + inv(3q26)

(20%) t(6;9)

Leucemia . .
MA4EO mielomonocitica  aguda + + + zg\(;g} ?)’ «16:16)

con eosinofilia (5-10%) ?
M5 Leucemia monocitica . ) + 11923 (20%)

aguda (2-10%) t(8;16) (2%)
M6 Eritroleucemia (3-5%) + + -

Leucemia megacariocitica " )
M7 aguda (3-12%) - - + t(1;22) (5%)

* Se diagnostican tipicamente por inmunofenotipo
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El segundo sistema de clasificacion de la leucemia mieloide aguda fue desarrollado
dentro de la propuesta de la OMS (Harris et al., 2000; Harris, et al. 1999). Tiene
grandes similitudes con el sistema del grupo FAB, diferencidndose principalmente en
que separa varios grupos de leucemias basdndose principalmente en cambios
citogenéticos, aunque sigue agrupando a una gran cantidad de leucemias (cerca de la
mitad) en un grupo heterogéneo, imposible de clasificar por criterios citogenéticos, a
la que diferenciaba fundamentalmente por criterios morfolégicos (Bacher, et al.
2005). Ademas, la OMS afiade un nuevo grupo, el de LMA con patrones
relacionados con SMD, en el que engloba las leucemias secundarias a la
transformacion de un sindrome mielodisplasico (SMD), y a aquellas LMA donde se

observa displasia en la hematopoyesis residual no leucémica (tabla 3).

Tabla 3: Clasificacion de la LMA segt’m la OMS

Categoria Morfologia Incidencia (%)
LMA con t(8;21) 5-12

LMA con translocaciones recurrentes ixi zgg :511\/5(’1167)) ;0_15
LMA con patrén 11q23 3-5

LMA con displasia multilinaje

LMA con patrones relacionados con SMD LMA post-SMD 10-15
LMA no diferenciada (M0)
LMA inmadura (M1)
LMA madura (M2)

LMA inespecifica Leucemia mielomonocitica aguda (M4) | 40-50

Leucemia monocitica (M5)
Leucemia eritrocitica aguda (M6)
Leucemia megacariocitica aguda (M7)

3.1.1. LMA MINIMAMENTE O NO DIFERENCIADA (MO).

La leucemia mieloblastica aguda sin diferenciacion constituye aproximadamente un
3% de todos los casos de LMA. Morfologicamente, es el grupo mdas dificil de
diferenciar de la variante L2 de la LLA. Los marcadores linfoides son generalmente
negativos excepto para CD7, que se expresa asociado a otros marcadores de
inmadurez celular, tales como CD34, TdT y HLA-DR (Villamor, et al. 1998). CD13
y CD33 se expresan en aproximadamente el 70% de los casos de LMA MO. Es
frecuente encontrar leucemias de este grupo con expresion de otros marcadores
mieloides, pero su positividad es menos util a la hora de establecer el diagndstico. La

leucemia no diferenciada tiene una alta incidencia de cariotipos complejos, teniendo
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alteraciones frecuentemente en los cromosomas 5, 7, 8 y13 (Cuneo, et al. 1996;

Venditti, et al. 1996).
3.1.2. LMA SIN MADURACION (M1).

La leucemia mieloide aguda sin maduracién constituye
2 aproximadamente un 15-20% de todos los casos de LMA. La

~ médula 6sea se infiltra con blastos poco diferenciados, con

.. R - . escasos granulos azurofilicos. Marcadores tipicos de expresion
— son CD13, CD33, CD117 y, en menor medida, CD34 y HLA-DR
(Hoffman, et al. 2005; Lowenberg, et al. 1999).

3.1.3. LMA CON MADURACION (M2).

4

"W La leucemia mieloide aguda con maduracion tiene como

caracteristica principal la evidencia de maduracién al estadio de
promielocito y estadios posteriores. Los bastones de Auer son
| tipicos de esta leucemia (Stass, et al. 1984), y los blastos
contienen granulos azuréfilos prominentes (Hoffman, et al.
2005). Los marcadores de expresion que caracterizan a este grupo son CD13, CD15

(marcador que refleja la maduracién de los blastos), CD19, CD33, CD34 y CD117.
3.1.4. LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (M3).

La leucemia aguda promielocitica se caracteriza por la presencia
de promielocitos leucémicos, de mayor tamafio que sus
homoénimos no malignos, son identificables por un citoplasma

lleno de granulos rosados o purpuras, bastones de Auer y tincién

positiva para negro Sudan y peroxidasa (Cassinat and Chomienne
2001). El fenotipo inmunohistoquimico refleja la maduraciéon de los blastos

leucémicos, que son CD34°, CD14°, CD11b, HLA-DR y CD33",

Existe una variante de leucemia promielocitica, llamada M3v, o variante
microgranular. Esta variante aparece en el 20% de los casos y se caracteriza por

presentar un alto niimero de leucocitos en sangre (excediendo los 100000 por mm?®) y

10
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por tener una granulaciéon minima y falta de bastones de Auer, teniendo semejanzas

con la leucemia monocitica a nivel morfoldgico.
3.1.5. LEUCEMIA MIELOMONOCITICA AGUDA (M4).

= En la leucemia mielomonocitica, las células tienen caracteristicas

diferenciantes de neutréfilos y monocitos. Los pacientes
presentan infiltracién extramedular, més frecuentemente que en
los subtipos anteriores (MO a M2). A nivel de marcadores,
comparten marcadores de precursores monociticos y neutrofilicos

(Hoffman, et al. 2005).

3.1.6. LEUCEMIA MONOCITICA AGUDA (MB).

Existen dos variantes MS5: leucemia monoblastica pobremente
diferenciada (M5a) y leucemia monocitica diferenciada (M5b). A
nivel inmunofenotipico, las leucemias M5 expresan CD64,

CD68, CDI11b y CD14. Los pacientes con la variante M5a son

mds jovenes, presentan un recuento blastico mds alto en sangre
periférica y médula 6sea y tienen una supervivencia global mas adversa que los
pacientes con M5b (Haferlach, et al. 2002). La LMA del subtipo M5 tiene muy mala
respuesta al tratamiento. A pesar de que la tasa de remision completa es similar al
resto de LMA, la supervivencia global es significativamente menor que en subtipos

como la M2(Fung, et al. 1995).
3.1.7. LEUCEMIA ERITROCITICA AGUDA O ERITROLEUCEMIA (M6).

La leucemia eritroide aguda representa un 3-5% de todos los
‘ casos de LMA. Es una enfermedad muy heterogénea, lo que
dificulta en gran medida su diagndstico. Existen varios

marcadores positivos en la M6, como CD36 (puede aparecer

positivo en M5 y M7), o glicoporina A (exclusiva de los
neutréfilos). Existen dos subtipos de eritroleucemia: eritroleucemia con mezcla de
blastos granulociticos (>20% de los mieloblastos) y células eritrobldstica, y leucemia
eritroide pura, con un 80% o més de componentes eritroblasticos (Cigudosa, et al.

2003). Los eritroblastos suelen ser anormales, con nucleos multilobulados y

11
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multiples nucleolos. En el subtipo con fraccién mieloblédstica es frecuente la
observacion de bastones de Auer . Los pacientes con eritroleucemia suelen responder

peor a la terapia, con periodos de remisién muy cortos (Park, et al. 2002).

3.1.8. LEUCEMIA MEGACARIOCITICA AGUDA (M7).

La LMA M7 representa un 3-5% de todas las leucemias. Se

=

caracteriza por la presencia de wunos blastos del linaje

;P 4
2 a0

aspirado seco en la extraccion de médula 6sea. Los sistemas de clasificacion sefialan

megacariocitico. Una caracteristica de esta variante de LMA es la
frecuente fibrosis medular asociada, que dificulta la extraccion de

la médula 6sea, por lo que con relativa frecuencia se obtiene un

la dificultad de clasificar esta enfermedad usando morfologia y citoquimica clasicas,
por lo que se recomienda el uso de criterios inmunofenotipicos, como la expresion de

CD42b o CD61.

A nivel clinico, el subtipo M7 tiene muy mala respuesta a tratamientos
convencionales, presentando periodos muy cortos de remision y muy baja

supervivencia global (Athale, et al. 2001).

3.2. LA CITOGENETICA EN LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

La citogenética al diagnéstico, ademds de permitir la adecuada clasificacién de esta
enfermedad es el factor prondstico mds importante. La identificacion de las
alteraciones citogenéticas permite la estratificacion de estos pacientes en grupos de

riesgo.

La LMA es una enfermedad muy heterogénea, no solo morfolégicamente (como se
ha comprobado en los sistemas de la FAB y la OMS), sino citogenéticamente. Cerca
de un 50% de los casos no presenta alteraciones citogenéticas al diagndstico, y la
recurrencia mas alta de cambio citogenético es la trisomia del cromosoma 8, con un
porcentaje cercano al 10% de los casos totales (tabla 4) (Mrozek, et al. 2004). Estos
datos son muy lejanos de, por ejemplo, la leucemia mieloide crénica, donde casi el
100% de los casos presenta t(9;22), lo que es una muestra de la heterogeneidad de la

enfermedad.
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Tabla 4: Alteraciones mas frecuentes en LMA adulta
Alteracion Citogenética %

Cariotipo Normal 44
+8
-111g-
t(15;17)(q22;q21)
-5/5¢q-
inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22)
t(8;21)(q22;q22)

A N9 9 9o

La citogenética al diagndstico es la herramienta mas importante para predecir el
prondstico del paciente. De hecho, la clasificacién de la OMS utiliza la citogenética
como base para discernir grupos de leucemia. Historicamente, tres grandes estudios
cooperativos han puesto de relieve la importancia de la citogenética para establecer
grupos de riesgo que permitan predecir el prondstico de los pacientes al diagndstico.
Estos estudios son, en orden cronoldgico, el estudio MRC AML 10 (Medical
Research Council) en el afio 1998 (Grimwade, et al. 1998), el estudio cooperativo
SWOG/ECOG (Southwest Oncology Group, Eastern Cooperative Oncology Group)
en el afio 2000 (Slovak, et al. 2000), y finalmente el estudio CALGB 8461 (Cancer
and leukemia group B) en el afio 2002 (Byrd, et al. 2002). En esencia, los tres
estudios intentan determinar el efecto de lesiones citogenéticas al diagndstico en el
prondstico de la enfermedad, produciendo tres grupos de prondstico: favorable,
intermedio y adverso. Adicionalmente, el sistema SWOG/ECOG establecié un grupo
de prondstico desconocido (todas las demds alteraciones no consideradas en el grupo
intermedio). Dentro de cada grupo, se englobaban los diferentes hallazgos

citogenéticos (tabla 5).

A pesar de algunas diferencias, los tres estudios establecian como favorables los
casos con t(8;21), inv(16) y t(15;17) y como adversos los casos complejos (3 o mds
alteraciones cromosomicas en SWOG y en CALGB y 5 o mds en MRC), t(6;9),
del(5q) y alteraciones en el cromosoma 7, fundamentalmente. El grupo de riesgo
intermedio, llamado asi por tener un prondstico indeterminado entre los otros dos,
era el grupo mayoritario. Este grupo englobaba casos con cariotipo normal o casos
con trisomia del cromosoma 8, entre otras alteraciones. Dado que en esencia los tres
estudios establecen grupos de riesgo similares, nos hemos centrado en la utilizada

por la CALGB .
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3.2.1. GRUPO DE RIESGO FAVORABLE.

El grupo de riesgo favorable forma aproximadamente el 14% de todas las LMA de
novo. Son leucemias caracterizadas por tener buena respuesta a tratamiento y un
prondstico general muy favorable (con una supervivencia global a los cinco afios del
55%). Estas leucemias se caracterizan por tener una translocacion equilibrada. En
este grupo favorable se incluyen la LMA promielocitica con la t(15;17)(q22;q21) y
dos de las LMA con translocaciones que afectan a genes del core binding factor

(CBF).
3.2.1.1. LMA con t(15;17)(q22;q21): leucemia promielocitica aguda (LPA).

Este grupo corresponde a la M3 de la FAB. Aparece habitualmente en la edad adulta
(la mas baja de todos los subtipos), Clinicamente, puede aparecer asociada a
fenémenos de coagulopatia intravascular diseminada (CID) (Puccetti and Ruthardt

2004).

A nivel citogenético, esta enfermedad estd caracterizada por la presencia de una
translocacion equilibrada t(15;17)(q22;q21) (figura 2) que produce una proteina de
fusion PML-RARa. RARa, receptor del 4cido retinoico, resulta modificado en esta
translocacion, lo que conlleva a una falta de respuesta celular al 4cido retinoico,
necesario para la diferenciacién de los promielocitos (Grignani, et al. 1998; Melnick
and Licht 1999) (figura 3). De hecho, la presencia de la translocacién es el criterio
diagnéstico mds importante (esta translocacion es detectable tanto por técnicas

moleculares como por citogenética).

Figura 2. t(15;17)(q22;21). La translocacion

t(15;17)(q22;q21) produce dos cromosomas
‘ . “ derivativos, der(15), de mayor tamafio que un
15 sano, y der(17) mas pequeflo que el 17

normal. En la imagen se aprecian los

1 5 1 7 cromosomas sanos (izquierda en 15y 17)

frente a los cromosomas derivativos (derecha)
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La buena respuesta al tratamiento de esta entidad se debe fundamentalmente a que se
utiliza un tratamiento especifico diferente al resto de las LMAs, que consiste en la
incorporacién al tratamiento dosis suprafisiolégicas de 4cido retinoico ) (Puccetti and
Ruthardt 2004), lo que permite una induccién de la diferenciacién bloqueada en

presencia de la translocacion (figura 3).

ATRA A DORTY
FARMACOROGTCAY

Figura 3. Esquema de la translocaciéon t(15;17)(q22;q21). La translocacion t(15;17) da lugar a la
proteina de fusion PML/RAR y, en un nimero significativo de pacientes, al transcrito reciproco
RARo/ PML. La proteina de fusién interacciona con moléculas correpresoras que no se liberan a
concentraciones fisiolégicas de AR lo que resulta en una inhibicién de la transcripcién. Sin embargo,
en presencia de concentraciones farmacoldgicas de AR, como las obtenidas al administrar ATRA, se
liberan las moléculas correpresoras, re-estableciéndose la transcripcion.

3.2.1.2. LMA con t(8;21)(q22;q22).

Las leucemias con t(8;21)(q22;q22) (figura 4) han sido clasificadas tradicionalmente
como LMA del grupo M2 segiin la FAB (constituyendo el 40% de este grupo)
(Bennett, et al. 1985). Sin embargo, la OMS decidi6é (debido a las diferencias de
prondstico y la facilidad de ser diagnosticada con técnicas citogenéticas y
moleculares) situarla en un grupo aparte como leucemia con alteracién conocida
(Harris, et al. 1999). A nivel bioldgico, la translocacién t(8;21)(q22;q22) implica los
genes AMLI y ETO (Miyoshi, et al. 1991). La proteina de fusién obtenida, llamada
AMLI1-ETO, si bien es capaz de unirse a la proteina CBFp, al que normalmente se
une AMLI1 para formar el core binding factor (CBF) (figura 6). El CBF es el
responsable de la activaciéon de mudltiples genes necesarios para la mielopoyesis
normal. En presencia de la proteina de fusién el CBF, pierde su capacidad para
reclutar coactivadores, y a través de ETO recluta correpresores actuando la proteina
de fusién como un factor de transcripcién que reprime genes esenciales para la
diferenciacion hematopoyética, habitualmente regulados por la forma natural de

AMLI (Licht 2001).
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Figura 4. t(8;21)(q22;q22). Se puede observar en la

imagen los dos cromosomas normales (izquierda) y

. . . ‘ los derivados (derecha) de la translocacion. La

fusion AMLI-ETO permanece en el der(21).

3.2.1.3- LMA con inv(16)(p13;q22): leucemia mielomonocitica con eosinofilia.

Las LMA con inv(16)(p13;q22) (figura 5), a pesar de formar un grupo independiente
en la clasificaciéon de la OMS (Harris, et al. 1999), han sido tradicionalmente
diagnosticadas dentro del subtipo M4 de la clasificacion FAB debido a que
presentaba caracteres claramente mielomonociticos tipicos de la enfermedad M4. Sin
embargo, debido a su principal caracteristica, la eosinofilia, se las cataloga como

LMA M4EO (M4 con eosinofilia) (Bennett, et al. 1985).

. ’ Figura 5. inv(16)(p13;q22). Se observa un cromosoma 16 normal
. . (izquierda) y la inversién, que produce un cromosoma casi metacéntrico
1 6 (derecha).

La inv(16)(p13;q22) produce un gen de fusion CBFB-MYHII que es un represor de
la senal transcripcional activadora de AMLI1. . Esta proteina de fusién produce un
secuestro del cofactor CBFp en el citoplasma, impidiendo su paso al nicleo, lo que
impide la formacién del CBF, necesario para activar genes esenciales en la

diferenciacion mieloide (figura 6)
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TRANSCRIPCION DEBIL ACTIVACTON DE LA TRANSCRIPCION

GENES DIANA :
[L-3, GM-CSF, MPO,

'-"-‘ll.-..-l. |;-
M_CSFR, TCRp, By, m#&
il [1}

GENES DIAMA

Figura 6. Diagrama de accion de las translocaciones que actiian sobre el complejo CBF. A. El
complejo transcripcional CBF, formado por el heterodimero AML1/CBFp se une al ADN a través de
secuencias especificas localizadas en las regiones reguladoras de los genes cuya activacién depende
de este complejo transcripcional. La unién de estos factores al ADN es facilitada y mantenida por
proteinas como MLL. Una vez unido el CBF, para producir una mayor activacién de la transcripcion,
recluta proteinas co-activadoras como CBP/p300 que, ademds de asociarse a una actividad histona
acetilasa (HA), interaccionan con la maquinaria transcripcional (RNA pol II). B. La fusién
AMLI/ETO inhibe la transcripcién a través del reclutamiento de moléculas co-represoras como N-
CoR y mSin3A, capaces de reclutar HDACs (Histonas deacetilasas). La fusién CBFB/MYHI11 se une
a AML1 generdndose dimeros e incluso oligémeros que atrapan el complejo transcripcional CBF en
el citoplasma. Algunas moléculas hibridas son sin embargo capaces de llegar a unirse al ADN, pero su
capacidad para activar la transcripcién esta inhibida por la presencia de un dominio represor presente

s6lo en la proteina de fusion.

3.2.2. GRUPO DE RIESGO INTERMEDIO.

El grupo de riesgo intermedio es el mds abundante en LMA. Representa
aproximadamente el 75% de todas las leucemias, y se caracteriza una supervivencia
global a los 5 afos 24% de los pacientes. Sin embargo este grupo es muy
heterogéneo que incluye tanto pacientes con supervivencias similares a las del grupo
favorable, como casos con mala respuesta al tratamiento y supervivencias muy
reducidas. Sin embargo no se han identificado alteraciones citogenéticas que los

separen.
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3.2.2.1. LMA con cariotipo normal (CN).

Las leucemias con cariotipo normal son las més numerosas de todas las leucemias de
novo, y representan aproximadamente el 45% de todas ellas. Debido a que existe una
gran cantidad de LMA sin patrones citogenéticos apreciables, se investigado otras
aproximaciones a nivel molecular (detalle que se discute mds adelante), tales como
mutaciones génicas o modificaciones epigenéticas, para explicar las diferencias en la
evolucién y en la respuesta al tratamiento observadas en este grupo. Asi mismo, una
teoria con predicamento en los citogenetistas es que estas LMA con CN presentan
alteraciones cripticas, por debajo del nivel de resolucién del cariotipo, con lo que

técnicas con mayor poder resolutivo podrian identificar nuevas anomalias.
3.2.2.2 LMA con trisomia 8.

La trisomia del cromosoma 8 es la alteracién cromosémica mds frecuente en
leucemia mieloide aguda. Esta aneuploidia no es exclusiva de las LMA, sino que
también se observa en los sindromes mielodisplasicos (Paulsson, et al. 2001). Es por
tanto probable que su aparicion tanto en estadios preleucémicos como en LMAs
dificulte su asociacién con un determinado prondstico. Asi, dependiendo del grupo
cooperativo elegido, la trisomia del cromosoma 8, por si sola, confiere un prondstico
pobre (Byrd, et al. 2002; Jaff, et al. 2007) o no confiere prondstico adicional al de un

cariotipo normal (Grimwade, et al. 1998; Slovak, et al. 2000).

Figura 7. Trisomia del cromosoma 8. La trisomia del cromosoma 8 es
la aberracién mas frecuente en la leucemia mieloide aguda.

3.2.3. GRUPO DE RIESGO ADVERSO

3.2.3.1- LMA con reordenamientos que implican el gen MLL.

MLL (mixed lineage leukemia, o leucemia de linaje mixto) es un gen que se ha
demostrado implicado en el desarrollo de leucemias, tanto de tipo linfoide como

mieloide. El gen MLL situado en la citobanda 11g23, es el homdlogo al gen tritorax
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de la especie Drosophila melanogaster, actuando directamente en el mantenimiento
de la expresion de los genes homeobox (HOX) (Popovic and Zeleznik-Le 2005). A
nivel patoldgico, los genes con los que MLL se transloca son muy numerosos,
habiéndose detectado mds de 50 diferentes translocaciones. Las proteinas de fusién
generadas las cuales afectan la regulacion de los genes HOX, llevando a una
desregulacion del clon leucémico (Daser and Rabbitts 2004). El nombre del gen MLL
viene dado debido a que sus translocaciones pueden producir tanto leucemia
mieloide aguda (adulta e infantil) como linfoide aguda (infantil) (Slany 2005). En la
LMA adulta, la translocacion mas frecuente de MLL es la t(9;11)(p22qg23),
involucrando el gen AF9 (Li, et al. 2005).

3.2.3.2 LMA con Cariotipo Complejo.

Con el nombre de LMA con cariotipo complejo se recoge un heterogéneo grupo de
leucemias cuyo tnico denominador comun es la presencia de un niimero minimo de
alteraciones en el cariotipo. Este nimero es diferente segin el grupo cooperativo de
referencia, aunque nosotros elegimos fundamentalmente los preceptos CALGB de
tres alteraciones minimas (Byrd, et al. 2002). Las leucemias de cariotipo complejo
son las leucemias con peor prondstico clinico de toda la enfermedad, representando
aproximadamente un 10% de todas las leucemias mieloides agudas de novo (Alvarez
and Cigudosa 2005). Ademads, la edad de los pacientes es singularmente mds alta en
este grupo que en el resto de las LMA. Existen algunas alteraciones cromosdmicas
observadas recurrentemente en este grupo de leucemias, como del(5q), del(7q) o

del(17p).

3.2.4. EFECTO DE ALTERACIONES ADICIONALES EN LMA CON
ALTERACIONES PRONOSTICAS.

El efecto de las alteraciones adicionales en la leucemia mieloide aguda estd por
dilucidar. Los ensayos cldsicos sefialan claramente que leucemias con algunas
alteraciones especificas que marcan un prondstico (PML-RARA, MLL, etc.) no ven
modificada esa expectativa por la aparicién de una o varias alteraciones adicionales a
la prondstica. Por ejemplo, un cariotipo con inv(16)(p13;q22) y un ndmero de
alteraciones adicionales que le hacen ser un cariotipo complejo seria incluido a priori

en el grupo favorable por presentar un marcador de riesgo favorable (Byrd, et al.
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2002). Sin embargo existen excepciones a esta regla porque, segin estudios de la
SWOG, la supervivencia de las LMA con +8 como tinica aberracién es superior al de
las LMA con +8 y otras alteraciones. Este comportamiento no incluye LMA +8 con
t(15;17)(g22;921), donde el prondstico es favorable(Wolman, et al. 2002). En
definitiva, el efecto de alteraciones adicionales es cuestionable y no se sabe

realmente si tienen una influencia clara.
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Tabla S: Prondstico asignado por los tres principales estudios colaboratives en AML adulta

Aberracion MRC SWOG/ECOG CALGB
t(8;21)(q22;q22) Favorable Favorable Favorable
inv(16)(p13q22) Favorable Favorable Favorable
t(16;16)(p13q22) Favorable Favorable Favorable
t(15;17)(q22;q21) Favorable Favorable *

del(9q) Intermedio Adverso Intermedio
Cariotipo normal Intermedio Intermedio Intermedio
Y * Intermedio Intermedio
-5 Adverso Adverso *

del(5q) Adverso Adverso Intermedio
-7 Adverso Adverso Adverso
del(7q) * Desconocido Intermedio
t(9;11)(p22;q923) Intermedio Adverso Intermedio
+11 * Desconocido Intermedio
del(11q) * Adverso Intermedio
+13 * Desconocido Intermedio
del(20q) * Adverso Intermedio
abn(12p) * Intermedio Intermedio
+21 Intermedio Desconocido Intermedio
+8 Intermedio Intermedio Intermedio/Adverso
+8 mds 1 abn Intermedio Intermedio Intermedio/Adverso
t(6;9)(p23;q34) * Adverso Adverso
t(6;11)(q27;923) Intermedio Adverso Adverso
t(11;19)(q23;p13,1) Intermedio Adverso Adverso
t(9;22)(q34;11) * Adverso *
inv(3)/t(3;3) Adverso Adverso Adverso
Complejo (3+ abn) ok Adverso Adverso
Complejo (5+ abn) Adverso Adverso Adverso

* No incluido en el estudio.

** El estudio MRC establece como complejo un caso con al menos 5 aberraciones.
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3.3. LA GENETICA MOLECULAR EN LA LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA.

Debido a las limitaciones presentadas por la citogenética convencional, se han
realizado diversos estudios buscando mds marcadores genéticos que permitan una
prediccion de la enfermedad en aquellos casos sin prondstico definido debido a
presentar un cariotipo normal. Actualmente, la mutacién de la kinasa FL73 en las
leucemias mieloides, especificamente la duplicacién en tindem interna de FLT3
(FLT3-ITD), es considerada un marcador de prondstico adverso en leucemias con
cariotipo normal (Yanada, et al. 2005). Existen publicaciones que indican que la
longitud de la duplicacién es también un marcador prondstico(Stirewalt, et al. 2006),
pero hay una gran controversia en este aspecto puesto que otros grupos han
observado lo contrario (Ponziani, et al. 2006). Aparte de esta mutacién mayoritaria,
existe otra mutacion en FLT3, la mutacién en el codon D835, cuyo efecto también
parece adverso (Frohling, et al. 2002; Whitman, et al. 2007). Otras mutaciones
genéticas estdn siendo estudiadas actualmente en el marco de la clinica. Se han
asociado a buen prondstico en el contexto de un cariotipo normal las mutaciones en
NPM1I (nucleofosmina), en ausencia de mutaciones de FLT3 (Dohner, et al. 2005;
Schnittger, et al. 2005) o las mutaciones del gen CEBPA (Frohling, et al. 2004).
Otras aproximaciones han sido a través de la cuantificacion de la expresion de genes
como BAALC, cuya sobreexpresion esta asociada a un peor prondstico (Baldus, et al.
2006).

Por otra parte, la genética molecular se estd estableciendo como herramientas de
preferencia y referencia en la deteccidon y cuantificacidén de transcritos de genes de
fusién, tales como PML-RARA, AMLI-ETO o CBFB-MYHII, de una manera
independiente y mds sensible que la citogenética convencional, pudiéndose utilizar
esta tecnologia no solo en el diagnéstico sino también en el seguimiento de la

enfermedad minima residual (EMR) (Mrozek, et al. 2001)

3.4. LA GENOMICA EN LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

La tecnologia de micromatrices (comtinmente denominada como microarrays), que
se basa fundamentalmente en la hibridacién competitiva de dos grupos de acidos

nucleicos marcados diferencialmente sobre una matriz de puntos que representan
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varias secuencia conocidas, ha sido utilizada para abordar diversas cuestiones. A
comienzo del desarrollo del presente proyecto de tesis, existian tres aproximaciones
basadas en herramientas gendmicas: el andlisis de expresion de ARNm (utilizando el
array de ADN complementario), el anélisis del cambio de nimero de copia en ADN
(usando la herramienta inicial, la CGH, y su evolucién, el microarray de CGH), y el
andlisis de regiones de pérdida de heterocigosidad (utilizando el microarray de SNP).

Todas ellas han sido aplicadas con diverso éxito en la leucemia mieloide aguda.

El andlisis de expresion a nivel de ARNm, realizado usando arrays de ADN
complementario, cominmente llamados arrays de expresiéon, se ha utilizado
ampliamente en el estudio de la leucemia mieloide aguda (Golub, et al. 1999).
Inicialmente estas plataformas permitieron establecer patrones de expresion
especificos para subgrupos de LMA con determinadas alteraciones genéticas
(Haferlach, et al. 2005b; Valk, et al. 2004). Sin embargo, la identificacion de firmas
de expresion dentro de subgrupos de LMA sin un marcador citogenético comin ha
resultado mas dificil. Uno de los mas amplios y rigurosos estudios realizados en esta
linea permitié segregar dos poblaciones de LMA de cariotipo normal con diferente
riesgo potencial basdndose en su huella de expresiéon (Bullinger, et al. 2004). Esa
informacién sobre las LMA de cariotipo normal fue completada por otros estudios,
como por ejemplo el descubrimiento de un subgrupo de LMA CN con patrones de
expresion similares a los de leucemias con translocaciones recurrentes de buen
pronéstico (Vey, et al. 2004). Otros estudios incluyeron, por ejemplo, el grupo de
cariotipos complejos (Schoch, et al. 2005), leucemia promielocitica aguda
(Haferlach, et al. 2005a) o leucemias con trisomia del cromosoma 8 (Schoch, et al.
2006), observandose patrones de expresion diferenciales en funcién del marcador
genético previamente identificado. Asi pues estos trabajos no mejoran en la prictica
clinica la estratificacion prondstica establecida en funcién de la citogenética al

diagnéstico.

El andlisis de cambio de nimero de copia es un procedimiento cuya base es la CGH
(del inglés comparative genomic hybridization, o hibridacién genémica comparada),
una hibridacién comparativa que se utiliza para medir cambios de niimero de copia
de una muestra frente a un control, utilizando como molde de la hibridacién una

metafase sana (Kallioniemi, et al. 1992). Utilizando esta técnica, se realizaron varios
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estudios en sindromes mielodispldsicos y LMA, incluyendo informacién de casos
individuales. Las alteraciones mds frecuentes observadas en LMA son las deleciones
de 5q y 7q, seguidas de otras como 17p (Casas, et al. 2004; Castuma, et al. 2000;
Kim, et al. 2001). Las amplificaciones no son comunes, si bien esporddicamente se
han descrito amplificaciones de MYC, MLL (Casas, et al. 2004; Kim, et al. 2001) o
AMLI (Andersen, et al. 2005; Kirschnerova, et al. 2006). Tras el estudio utilizando
CGH convencional, se produjo un nuevo sistema: el array-CGH, basado en la misma
técnica comparativa, pero utilizando como molde un array donde estaban imprimidas
las secuencias gendémicas en cuestion. Esto suponia una mejora técnica en cuanto al
andlisis (se utilizaba un escdner que asociaba cada punto de hibridaciéon a una
informacidn digital de su localizacién) y un incremento de la resolucién (pasando de

una citobanda en la CGH a escasas kilobases en el arrayCGH) (Pinkel, et al. 1998).

Los microarrays de CGH (denominados en esta memoria como array-CGH) han sido
recientemente utilizados en el estudio de la LMA, pero ninguno de los estudios
publicados ha permitido mejorar o establecer una nueva clasificacion de grupos de
riesgo dado que la mayoria de los estudios fueron realizados en series que sélo
involucraban un grupo de LMA con marcadores citogenéticos especificos. Estos
estudios se han centrado en el andlisis de lineas celulares (Horsley, et al. 2006;
Rucker, et al. 2006b), LMAs de cariotipos complejos (Rucker, et al. 2006a), LMAs
con trisomia 8 (Paulsson, et al. 2006b), o en la caracterizacion de una sola muestra

(Tchinda, et al. 2004; Tyybakinoja, et al. 2006).

La técnica de array-CGH también puede ser empleada para el andlisis de regiones
donde se haya producido pérdida de heterocigosidad (LOH). Para ellos se
desarrollaron arrays en los que se fijaron secuencias disefiadas para detectar las
variantes de polimorfismo de nucledtido simple (SNP en inglés), que denominaremos
por analogia array-SNP. Se basa en una hibridacién diferencial utilizando como
oligos las diferentes variantes de una serie de SNP dispuestos sobre un array (Hacia,
et al. 1999). Entre sus diversas utilidades, uno de los usos mads interesantes del array-
SNP es la obtencién de datos de pérdida de heterocigosidad debidas a disomia
uniparental (Teh, et al. 2005). La disomia uniparental implica una lesién genética
inicial, produciendo la pérdida de un fragmento genémico, y su reparacion mediante

el patrén de la copia restante. El resultado de esta reparacion es la obtencion de dos
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copias del mismo alelo, lo que puede tener gran importancia en mutaciones (se
pierde el alelo salvaje y se repara con la copia mutada) o en la huella genética de un
progenitor especifico (Mascari, et al. 1992). A fecha del comienzo de este estudio, un
grupo habia publicado un articulo sobre regiones de pérdida de heterocigosidad en
LMA. Utilizando fundamentalmente LMA de cariotipo normal, observaron una
frecuente pérdida de heterocigosidad (aproximadamente 20% de las LMA
estudiadas) debido a recombinacidén somadtica (Raghavan, et al. 2005).Actualmente,
la cobertura de los array SNP se ha visto multiplicada, llegando a superar los cientos

de miles de SNP para un solo individuo (Peiffer, et al. 2006).

A pesar de los avances tecnoldgicos desarrollados durante los tltimos afios que han
permitido importantes mejoras en la caracterizacion de algunos tumores, en el caso
de las LMA los estudios realizados no han mejorado la capacidad prondstica de la
citogenética convencional. Por ello, esta tecnologia no se ha trasladado de un modo
eficaz a la préctica clinica. Es por tanto necesario el estudio de series de pacientes
clinica, citogenética y molecularmente bien caracterizados, para establecer nuevos

sistemas de estratificacion de riesgo.
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OBJETIVOS







1. Caracterizar, mediante la empleo de array-CGH, la naturaleza y la frecuencia de
las alteraciones genémicas (variaciones en el nimero de copia de ADN) presentes en

una serie consecutiva de leucemia mieloide aguda de novo.

2. Analizar los patrones gendmicos observados, su relaciéon con otras variables

genéticas y clinicas.

3. Comparar los sistemas de clasificacion de riesgo citogénetico con los patrones

gendmicas observados.

4. Llevar a cabo un estudio combinado de la integridad genomica de la leucemia
mieloide aguda utilizando herramientas de andlisis de ndimero de copia y de pérdida

de heterocigosidad.

5. Mediante ese andlisis combinado, identificar nuevas regiones gendmicas cuyo
contenido pudiera ser de interés para la leucemia mieloide aguda, tanto por su
empleo como herramienta de ayuda en el diagndstico como por su posible valor

terapéutico. En concreto:
5.1. Identificacién de genes candidatos contenidos en esas regiones.

5.2 Validacién de las regiones de interés utilizando series independientes con

FISH e inmunohistoquimica






MATERIAL Y METODOS







1. MATERIAL Y TECNICAS BASICAS.

1.1. SELECCION DE PACIENTES.
1.1.1. MUESTRAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO MEDIANTE ARRAY-CGH.

Se recogieron retrospectivamente 140 aspirados medulares de pacientes adultos
diagnosticados de leucemia mieloide aguda (LMA), que habian sido preservadas al
diagnéstico en el departamento de Genética de la Universidad de Navarra. Se obtuvo
el consentimiento informado de todos los pacientes. El modelo de seleccion de los
pacientes se hizo en base a un estudio consecutivo, en un intento de ajustar la
muestra de estudio a la incidencia de la enfermedad, cubriendo todos los grupos de

riesgo citogenético.

Tras recoger las muestras, se procedid a la seleccion de las muestras, excluyéndose
aquellas con reordenamientos PML/RARA (propios de leucemia promielocitica
aguda), baja cantidad y/o calidad de ADN, o informacidn clinica de mielodisplasia
previa, exposicion previa a drogas citotdxicas o radiacion, o sin seguimiento clinico.
De los 140 casos iniciales, 100 casos fueron utilizados para el estudio. Todos los
pacientes habian sido tratados uniformemente de acuerdo al protocolo PETHEMA
LAMO99 (Suarez, et al. 2005). De los 100 casos, 14 pertenecian al grupo favorable, 76
al grupo intermedio y 12 al grupo adverso en la escala CALGB de riesgo
citogenético. Aparte de los datos citogenéticos, se recogieron las siguientes variables
clinicas: edad, recuento leucocitario en sangre periférica, niveles de lactato
deshidrogenasa en sangre (LDH), presencia de infiltrados extramedulares, indice
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group Index), presencia de mutaciones en
FLT3 (sélo para casos con cariotipo normal) y subtipo segtin la clasificacion de la

OMS.

Como control de la hibridacién comparada se prepar6 un pool con ADN de 15

mujeres sanas para minimizar la deteccion de polimorfismos individuales.
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1.1.2. MUESTRAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO MEDIANTE ARRAY-SNP.

Se analizaron 16 muestras de ADN del total de 100 casos de LMA utilizados para el
estudio previo, seleccionadas en funcién del grupo de riesgo al que se asociaban.
Cuatro casos pertenecian al grupo de riesgo favorable, siete al grupo de riesgo

intermedio y cinco al grupo de riesgo adverso.

1.1.3. MUESTRAS INCLUIDAS EN EL TISSUE MICROARRAY (TMA).

Se seleccionaron un total de 76 pacientes de LMA de novo para producir un tissue
microarray que representara todos los grupos de la OMS relativos a la enfermedad.
Nueve de ellos pertenecian al subtipo MO, 20 al M1, 10 al M2, 8 al M4, 11 al M5, 5
al M6 y 2 al M7. Se incluyeron casos con translocaciones especificas: 3 casos con
t(8;21)(q22;922), dos con inv(16)(p13;922) y 6 con t(15;17)(q22;q21). Se dispuso de
la historia clinica de todos ellos, incluyendo los datos de supervivencia. Ademads, se

recogieron 20 controles medulares para ser utilizados como controles.

1.2. EXTRACCION DE ADN.

La extracciéon de ADN se realizé utilizando Qiagen Tissue DNA extraction Kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Una vez extraido, la concentracién y calidad del ADN fue medida utilizando un
espectrofotémetro modelo Nanodrop. Ademads, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para
comprobar la integridad del ADN.

1.3. OBTENCION DE SUSPENSIONES CITOGENETICAS.

Para los estudios de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) se obtuvieron
suspensiones citogenéticas de casos con deleciones en regiones de interés.
Brevemente, tras 24 horas de cultivo de 0.5 ml de médula 6sea en 5 ml de medio
RPMI+10%FBS, se detuvo la mitosis afiadiendo colchicina al medio de cultivo (0.1
pg/ml, 1.5 horas, 37°C; GIBCO, Strachclyde, UK) para obtener un nimero elevado
de células cuyo ciclo celular estd detenido en metafase. Posteriormente, las células
se sometieron a un choque hipoténico con KCI 75 mM, (30 min., 37°C) y finalmente

se fijaron con metanol/acético (3:1) antes de hacer las extensiones sobre los portas.
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1.4. PRODUCCION DE TISSUE MICROARRAYS.

A partir de los pacientes seleccionados, se recogieron aspirados medulares de los
mismos conservados en el fijador BS. Tras un estudio de hematoxilina-eosina, se
extrajo de cada aspirado un cilindro de Imm que incluyera un codgulo medular
utilizable para FISH e inmunohistoquimica. Finalmente, se dispusieron 70 cilindros
de LMA y 20 controles para producir el tissue microarray definitivo. Este se corté en

secciones de 3 wm adheridas a cristal para ser utilizadas (Palacios, et al. 2003).

2. HERRAMIENTAS DE ARRAYS GENOMICOS.

2. 1. ARRAY-CGH DE OLIGONUCLEOTIDOS.

El ADN de los pacientes de LMA fue hibridado en la plataforma comercial: Agilent
Human Genome CGH Microarray 44K (Agilent Technologies, Inc, Santa Clara, CA,
USA). Esta plataforma contiene 44000 oligonucleétidos de 60 pb especificamente
disefiados para array-CGH de alta resolucion. Las oligonucledtidos estin disefados
tanto en secuencias codificantes (exones) como no-codificantes (intrones y regiones
intergénicas), pero evitando secuencias repetitivas. La resolucion espacial tiene una
mediana de 75 kb. Sin embargo, el array estd centrado en el estudio de genes
relacionados con céncer, por ello hay al menos una sonda en los genes conocidos y
hay tres sondas en los genes relacionados con cédncer. El protocolo de estos arrays

estd estandarizado por el fabricante (Barrett, et al. 2004).
2.1.1. DIGESTION DEL ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION.

El objetivo de la digestion enzimatica es la obtencion de fragmentos de ADN
pequefios que permitan optimizar la reacciéon de marcaje con fluor6foros.
Brevemente, se digirieron entre 0.5 y 2 pug de ADN gendémico con las enzimas de
restriccion Alul y Rsal (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Alemania) durante dos
horas a 37°C. El ADN digerido se purificé con Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. A
continuacion se comprobé el estado del ADN digerido mediante gel de agarosa al

1%, cuantificando y midiendo su calidad utilizando un espectrofotémetro (Nanodrop,
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Wilmington, DE, USA), para comprobar si se conservd ADN en el proceso de

purificacién y si éste fue correctamente digerido.
2.1.2. MARCAJE MEDIANTE CEBADO ALEATORIO.

El marcaje se realiz6 con Bioprime® Array-CGH Genomic Labeling System
(Invitrogen). Partiendo del paso anterior, se evapord el ADN digerido para justar a un
volumen final de 21 pl. Este se mezcl6 con 20 ul de 2.5X Random Primer Mix y se
desnaturalizé a 95°C durante 5 min. A continuacién, se introdujo la mezcla en hielo
durante otros 5 min. Se afadieron 5 pl de 10X DUTP mix, 3 pl Cy3-dUTP
(referencia) o Cy5- dUTP (muestras) y 1 yl de enzima Exo-Klenow. La reaccion se
incubd tres horas a 37°C, y se detuvo tras ese tiempo usando una solucién STOP

incluida en el kit de marcaje (5 pyl de EDTA 0.5 M, pH 8).

El ADN marcado se purificé utilizando columnas microcon YM-30 (Millipore,
Billerica, MA, USA). Para ello, se aiadieron 450 ul de TE 0.1% (Tris 10mM, EDTA
ImM), pH 8 a cada reacciéon de marcaje, se colocd la muestra en la columna y
centrifuga 8 min. a 9000 rpm, a temperatura ambiente. A continuacién se invirtié la
columna y se liber6 el ADN centrifugando de nuevo 1 min 9000 rpm. La
concentracion de ADN y la incorporacién de los fluorocromos se midieron con
Nanodrop. Tras medir la calidad del marcaje, se mezclaron la muestra y la referencia
en un tubo, utilizando los datos de marcaje para incorporar aproximadamente una
dilucién 1:1 de ADN muestra:referencia. Se afadieron 400 pul de TE 0.1% y se
concentraron en un nuevo Microcon YM-30, liberando el ADN en un microtubo

(igual que el paso anterior). El ADN final se ajust6 a un volumen de 150 pl con TE.
2.1.3. PREPARACION DE LA SOLUCION DE HIBRIDACION.

Para la preparacion de la solucién de hibridacion se utilizé el Agilent Oligo aCGH
Hybridization Kit (Agilent Technologies, Inc.). A la mezcla de ADN anterior se le
afiadieron 50 ul de ADN Cot-1 humano (Invitrogen), 50 ul de Agilent Blocking
Agent y 250 pl de tampon de hibridacion 2x de Agilent. Esta solucién de hibridacién
se desnaturalizé a 95°C durante 5 min. y se atemperd media hora a 37°C. Después se
centrifugé 1 min. a velocidad méaxima, para concentrar el liquido en el fondo del

tubo.
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2.1.4. HIBRIDACION.

Se colocé el gasket slide (cristal sellado con una goma) en la cdmara de hibridacion.
En ese gasket se aplicaron los 490 ul de la sonda. A continuacién coloc enzima del
gasket el array con el lado impreso hacia abajo, para que estuviera en contacto con la
sonda. Se cerré la cimara de hibridacién y se metié en el hormo a 65°C y a 20 rpm

durante 40 horas.

2.1.5. LAVADO DEL ARRAY HIBRIDADO.

Los tampones de lavado se produjeron con una mezcla de SSPE (0.5x para el tamp6n
1 y 0.1x para el 2) y N-lauroilsarcosina (0.005% para ambos). El dia anterior a los
lavados se prepararon los tampones de lavado: 2 litros de tampén 1 y 1 litro de
tamp6n 2. El tampdn 2 se precalentd en una estufa a 37°C durante toda la noche. Al
dia siguiente, se sacaron las cdmaras del horno, extrayendo el sindwich formado por
gasket y array de la cimara de hibridacion. Ese sandwich se sumergio en una cubeta
con tampdn 1 y se abrié con ayuda de unas pinzas, eliminando el gasket. El array se
coloc6 en una gradilla sumergida en tampén 1 y se lavd con agitacién durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se paso la gradilla a una cubeta con tampé6n 2 a
37°C y se lavd durante 1 min con agitacién magnética. Se extrajo lentamente la
gradilla de la solucién 2 y se pasé a una cubeta con acetonitrilo puro (Romil,
Cambridge, UK), donde se agité manualmente durante 30 segundos. Por ultimo, se
extrajo lentamente la gradilla del acetonitrilo para eliminar todo el liquido posible de

los cristales gracias a la tension superficial.

El escaneo de los arrays se realizé en un escaner confocal, Agilent Array Scanner
(Agilent Technologies Inc), obteniendo la emisién de fluorescencia de los dos

fluoréforos.

2.1.6. TRATAMIENTO DE LAS IMAGENES.

Las imagenes de los arrays se transformaron a intensidades de fluorescencia con el
programa Feature Extraction, version 9.1 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).
Para la normalizacién de los datos se utilizé una normalizacion lineal. Los datos del
array se obtuvieron en formato logjo del ratio de fluorescencia entre el Cy5

(rojo)/Cy3 (verde).
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2.2. ARRAY DE SNP.

La plataforma de eleccion, el array HumanHap300, es un array basado en el sistema
[lumina Infinium Beadchip (Illumina, San Diego, CA, USA). HumanHap300 es un
sistema de genotipado que cubre todo el genoma, mapeando el mismo con més de
317000 sondas que reconocen polimorfismos de un tnico nucledtido (o single
nucleotide polymorphisms, SNPs). En nuestro laboratorio, el objetivo de esta técnica
consiste en la deteccion de cambios de niimero de copias y el de patrones de pérdida
de heterocigosidad (LOH). El protocolo estd automatizado con el uso de robots de
pipeteo Tecan (Tecan, Minnedorf, Suiza). Existen varias partes del protocolo:
amplificaciéon de la muestra, hibridacién en la plataforma Beadchip, y lectura del
array. Este protocolo se ha realizado integramente en el grupo de Genotipado del

CNIO.

El protocolo Infinium precisa 250-750 ng de material genémico de partida, el cual se
requiere que sea de alta calidad, ya que el ADN degradado (menor de 1kb) se
amplifica menos eficientemente. Por ello, antes de la amplificacidn, se comprobd la
calidad del ADN mediante gel de electroforesis. Para la amplificacion se utiliz6 el kit
Illumina de amplificacion WGA (whole genome amplification, o amplificacién
genomica global), durante 20 horas a 37°C. Después de la amplificacién, se realizé
un protocolo de fragmentacién para reducir el tamafio de los fragmentos a 200-300

pb, mejorando con ello la resuspension del ADN y la eficiencia de la hibridacién.

La deteccion del polimorfismo especifico mediante array-SNP se hace utilizando
cebadores especificos, que amplifican una sefial con un fluoréforo determinado que
depende de la base polimoérfica que posea el ADN de partida. Para ello, existen 2
cebadores especificos del alelo de interés. Estos cebadores constan de un extremo 3’
complementario a la secuencia proxima al polimorfismo y se diferencian entre si
exclusivamente en la ultima base (correspondiente al SNP), y de un extremo 5’ que
incorpora una secuencia para la unién de cebadores universales (P1 y P2, cada una
ellas asociada a un distinto alelo) (figura 8). Ademads, existe un tercer cebador
especifico del locus, que desde el extremo 5° al 3’ consta de: una secuencia

especifica de locus, una regién que actia como “secuencia sefial” al ser
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complementaria a la existente en cada uno de los diferentes puntos de genotipado y

una secuencia para el anillamiento de cebadores universales (P3) (figura 8).

Una vez anillados estos oligonucledtidos a su correspondiente regidn, se inicid
mediante una ADN polimerasa la extensién a partir del extremo 3’ de los
oligonucledtidos especificos de alelos y la consiguiente ligaciéon al cebador
especifico de locus. De esta forma, durante el proceso de extension y ligacién se

generaron de forma simultdnea unos moldes para todos los SNP del array.

F1

Locus polimdefico ADH gendmico f

—T | ————————— > e—— =
— Hec. sef& P2

Figura 8. Generacion del molde especifico de alelo. Después de haber fijado el ADN genémico a un
soporte sélido, y utilizando dos cebadores especificos de alelo (dentro del recuadro verde), un cebador
especifico de locus (dentro del recuadro amarillo) y una enzima polimerasa, se produce una extension
y ligacién que produce un molde sintético. Este paso se realizé a 45° C durante 15 minutos.

Tras producirse los moldes, éstos se amplificaron utilizando tres cebadores
especificos (figura 9): dos cebadores marcados cada uno de ellos con un fluorocromo
(Cy3 y Cy5) complementarios a la zona P1 y P2 de los oligonucleétidos especificos
de alelo respectivamente (figura 8) y un tercer cebador complementario a la zona P3

del cebador especifico de locus.

Las condiciones de amplificacién fueron: un paso inicial (37° C-10 minutos y 95°C-3
minutos), 35 ciclos de anillamiento (95°C 35 segundos), elongacién (56°C 35
segundos) y extensiéon (72°C 2 minutos) y un paso final de elongacién de 72°C

durante 10 minutos.
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Una vez realizada la PCR, se procedi6 a desnaturalizar los fragmentos amplificados y
a retener las hebras que portan los fluorocromos. Estas ultimas se hibridaron con las
secuencias complementarias a la secuencia sefial, localizadas en los distintos puntos
del array. Dependiendo del genotipo de una muestra para un determinado
polimorfismo, la razén entre la sefal generada por el fluorocromo Cy3 y la generada
por el fluorocromo Cy5 sera distinta. A modo de ejemplo (figura 10), en el caso de
estar genotipando muestras homocigotas AA udnicamente se obtendria seial del
fluorocromo Cy3, en muestras homocigotas GG obtendriamos sefial s6lo del
fluorocromo CyS y por ultimo en muestras heterocigotas la sefial existiria sefial de

ambos fluorocromos.
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GIG I AIG II
=

Figura 10. Ejemplo de hibridacion en la plataforma Illumina. Durante la amplificacion de los
moldes se utilizan cebadores que al estar marcados fluorescentemente sirven para clasificar las
muestras dentro de un determinado genotipo. A partir de las muestras homocigotas tinicamente se han
generado amplificados que llevan uno u otro fluorocromo, por lo que los homocigotos AA solo
generan marcaje procedente de CyS5 y los homocigotos GG solo producen marcaje Cy3. Por otra parte,

los heterocigotos presentan un equilibrio entre el marcaje de ambos fluorocromos.

Los Beadchips se escanearon utilizando un lector de BeadArray (figura 11),
obteniendo las imdgenes digitalizadas de los dos fluorocromos utilizados en el array.
A continuacién se realizé un célculo de la intensidad de cada SNP utilizando las 30
réplicas situadas en el array para generar una mezcla del SNP A y el B. Los datos
obtenidos son la informaciéon del SNP (cromosoma y localizacién), asi como una
estimacién del nimero de copia, basada en la fluorescencia total de cada sonda
relativa al conjunto completo del array analizado y una estimacién de la pérdida de

heterocigosidad, basada en la fluorescencia de un fluor6foro contra el otro.
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Figura 11. Escaneo del array HumanHap300. El array HumanHap hibridado (a), se escanea en un
moédulo Beadrray de [llumina (b). el escaneo se divide en cada una de las subsecciones del array (c).
Cada uno de los puntos del detalle (d) se refiere a una sonda relativa a un SNP. Un exceso de rojo o

verde indica predominancia de una de las variantes polimérficas.
2.3. ANALISIS DE LOS DATOS.

2.3.1. ANALISIS DE CALIDAD Y VISUALIZACION DE LOS ARRAYS DE
CGH.

Los datos se visualizaron inicialmente utilizando el programa Agilent CGH Analytics
3.2.25. Este programa calcula la calidad de los arrays usando el algoritmo DLR
Spread (Derivative Log Ratio Spread). El DLR Spread estima la dispersion del ruido
del log ratio, calculando la dispersiéon que hay entre los diferenciales de log ratio
entre dos clones consecutivos a lo largo de todo el cromosoma. Cuando el valor de
DLR Spread es menor de 0.3 unidades, se considera que la hibridacién es de buena
calidad. Todas las hibridaciones con valores superiores a 0.3 fueron descartas del
estudio. A continuacion, se utiliz6 el CGH Analytics para visualizar los arrays con un
visor de media corrida de 0.5Mb, obteniendo una imagen genémica de todos los

resultados.
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2.3.2. ANALISIS DE CALIDAD Y VISUALIZACION DE LOS ARRAYS DE
SNP.

Para este paso se utiliz6 el paquete informatico Illumina Beadstudio version 3
(Illumina, San Diego, CA, USA). La calidad se establecia previamente a la
visualizacién con el mismo programa, calculando los porcentajes de fallo en el SNP
y la desviacidn tipica de la media de logaritmo del ratio relativa (al trabajar con un
solo color, el logaritmo del ratio es artificial, ya que no se comparan dos colores sino
que se realiza una medida sintética comparativa entre todos los puntos. Para la
visualizacién de los arrays se utilizé también el Beadstudio, utilizando un visor de

media corrida del array de 0.5Mb.

2.3.3. ESTIMACION DEL NUMERO DE coPiIAs (VNC) Y
DETERMINACION DE LAS REGIONES.

Para ambas plataformas se utiliz6 un sistema estadistico para estimar las regiones de
cambio de nimero de copia en nuestros casos del paquete informético GEPAS Suite
(http://gepas.bioinfo.cipf.es/) (Montaner, et al. 2006), que incluye el programa
Insilico Array-CGH (Conde, et al. 2007). Este programa posee un algoritmo de
estimacién conocido como Smoothing (Jong, et al. 2004), que calcula el valor de
nimero de copia de una regién cuyos puntos estin estadisticamente situados en el
mismo umbral de valor de logratio. Esto permite obtener una tabla de datos que
apantalla el ruido del array, y transforma los valores de hibridacién individuales a un
célculo de regiones gendémicas. Debido a que utilizamos arrays de CGH cuyos
resultados se obtenian en logaritmo en base 10, decidimos establecer como umbral de
region ganada el valor de VNC 0.10 (en log;o, una relacién muestra:control 1.25, o
ganancia, es 0.097) y -0.10 para pérdida (aproximadamente relacion muestra:control
de 0.75). Una vez establecidos los umbrales, categorizamos los valores de los puntos
del array a valores absolutos (ganancia como 1, pérdida como -1 y diploidia como 0
para cada clon). Los valores para los cromosomas sexuales fueron excluidos del

analisis.

Para minimizar el nimero de datos en el estudio, se agruparon todos los puntos

consecutivos con el mismo valor absoluto como una tnica region.

43



Material vy Métodos

2.3.4. ELIMINACION DE POLIMORFISMOS DE CAMBIO DE NUMERO DE

COPIA CONOCIDOS.

Con la aparicion de técnicas gendmicas mas sensibles, se pudo realizar un mapa de
regiones que pueden aparecer ganadas o perdidas en donantes sanos. Esas regiones
fueron susceptibles de ser consideradas variantes gendmicas, o polimorfismos de
cambio numero de copia. La pdgina web Database of Genomic Variants
(http://projects.tcag.ca/variation/), del departamento de genética y biologia genémica
del centro MaRS (Toronto, Canadd) incluye la mds actualiza base de datos sobre
estos polimorfismos (Iafrate, et al. 2004). El procedimiento de filtrado de nuestra
serie en base a las regiones descritas por la base de datos se realiz6 de tal manera que
consideramos como regién polimérfica (y por tanto eliminada del estudio) a toda
region que tuviera un solapamiento minimo del 80% con un polimorfismo descrito
(sin importar el nimero de copia). Se utiliz6 una aproximacién del constructo
genomico 34 del NCBI (actualizada en diciembre de 2006) para los arrays de CGH y
del 35 (actualizada en abril de 2007) para los array-SNP Illumina (debido a que las

plataformas utilizaron esos respectivos constructos).

2.3.5. CALCULO DE LA PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH).

Para el calculo de LOH en los arrays de SNPs de Illumina, utilizamos el software
Beadstudio. El célculo de las regiones con pérdida de heterocigosidad se realizé
utilizando el algoritmo LOH score incluido en el software. Para el célculo de las
regiones se ajustd el algoritmo LOH para una ventana de 5 megabases, aceptando
como positivas aquellas regiones con una media de LOH score mayor a 10 y con un
contenido de 20 SNPs o mds (y un minimo de 500 kb de extensién). Los resultados
positivos de LOH fueron validados utilizando el valor de la frecuencia alélica (B
Allele Frequency) para cada SNP. Los cromosomas sexuales fueron excluidos del

estudio de LOH.

2.3.6. ESTUDIO DE REGIONES DE HOMOCIGOSIDAD (LOH NO
PRODUCIDAS POR ENFERMEDAD) EN DONANTES SANOS.

Debido a la ausencia de bases de datos y de muestras parejas (sangre del paciente u

otras muestras no tumorales) en los casos de LMA, nos vimos forzados a hibridar
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200 casos de donantes sanos para eliminar polimorfismos de homocigosidad en el
estudio de array-SNP. Se trabajo de igual manera que con los polimorfismos de

niimero de copia.

2.3.7. DETERMINACION DE LAS REGIONES MINIMAS RECURRENTES
(RMR) DEL ESTUDIO (NUMERO DE COPIA Y LOH).

Una vez se hubieron eliminado los polimorfismos presentes en la serie, se procedio a
determinar las regiones minimas del estudio. Cada regién minima representa una
region alterada recurrente cuyos limites se definen con el nimero minimo de clones
consecutivos y alterados que estdn presentes en al menos dos casos. Es decir, que una
RMR se determina con el nimero de clones que representan la regién comin mas
recurrente (que aparece en el mayor nimero de casos), como se muestra en la figura

12.

Figura 12. Ejemplo de

EME
pérdida { I

determinacion de regiones

minimas en el cromosoma

16. Las regiones minimas

(RMR) son aquellas

aberraciones que
representan a la mayoria de

los casos, con el menor

nimero de clones alterados.

En el ejemplo, una RMR de

EMR pérdida gendémica y una
ganancia

RMR de ganancia.

2.3.8. ANALISIS BIOINFORMATICOS DE AGRUPAMIENTO Y SELECCION
DE REGIONES CANDIDATAS EN ARRAY-CGH Y ARRAY-SNP.
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Para los andlisis bioinforméaticas de agrupamiento (clustering) se utiliz6 el programa
POMELO incluido en el paquete informatico ASTERIAS, del CNIO (Diaz-Uriarte,
et al. 2007). Esta herramienta permiti6 la identificaciéon de regiones asociadas a
grupos determinados en base a un pardmetro de agrupamiento, como por ejemplo el
diagnéstico citogenética o la estabilidad genomica. El estadistico utilizado, debido a
que se trabajé con muestras absolutas (0, como ausencia de aberracién en la regién, 1
como presencia) fue el test exacto de Fisher. Se consider6 una regién como
representativa de un grupo de una manera significativa cuando la p ajustada era
interior a 0.05 y el FDR (false discovery rate) era inferior a 0.10. Los genes
candidatos en las regiones de interés fueron revisados usando las herramientas de la

pagina del NCBI, en orden de conocer su funcién y su relacion con el cancer.
3. HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH).

La hibridacién in situ fluorescente permite la localizacién de secuencias de ADN
especificas sobre preparaciones cromosOmicas, extensiones celulares y tejidos
congelados o parafinados. Esta técnica se basa en la hibridacién de un fragmento de
ADN marcado con un fluorocromo (sonda) sobre su secuencia complementaria del

genoma de la muestra. Existen tres tipos de sondas:

1. Sondas centroméricas: hibridan con las regiones centroméricas de los
cromosomas. Estas sondas permiten detectar alteraciones numéricas (ganancias o

pérdidas de cromosomas enteros).

2. Sondas de pintado cromos6mico: son aquellas que hibridan a lo largo de todo un
cromosoma Yy permiten detectar alteraciones numéricas y estructurales sobre

metafases.

3. Sondas de secuencia tnica: estas sondas hibridan con una region especifica del

cromosoma, que puede ser un gen u otra region.

Las sondas empleadas pueden ser comerciales para la deteccién de alteraciones
tipicas en el diagndstico y sondas obtenidas a partir de cromosomas artificiales
(BACs generalmente) que son marcados fluorescentemente mediante el método

desplazamiento de la mella (Nick translation).
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3.1. OBTENCION DE SONDAS PARA FISH.

3.1.1. DISENO DE LAS SONDAS.

A partir de la secuenciacién del genoma humano se ha generado una gran cantidad
de informacién sobre librerias de clones, tanto localizados como secuenciados que
son de gran utilidad en la citogenética molecular. Actualmente se puede obtener
informacion de las regiones cromosémicas en distintas bases de datos: Ensembl
(http://www.ensembl.org), Nacional Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y el buscador genémico de la Universidad de Santa
Cruz de California (UCSC) (http://www.genome.cse.ucsc.edu/index.html). Estos
buscadores permiten la localizacidon de clones que cubran las regiones de interés, ya
que muestran la posicion relativa de los genes y los distintos BACs (cromosomas
artificiales derivados de bacterias) y PACs (cromosomas artificiales derivados de
P1). Los BACs son los mas utilizados. Estos clones permiten el aislamiento de
fragmentos de ADN plasmidico de entre 100-200 Kb que son lo suficientemente
grandes para utilizarlos en estudios de FISH. Estos cromosomas artificiales se
pueden adquirir facilmente en Children Hospital Oakland Research Institute

(http://www.chori.org/bacpac/).

3.1.2. CULTIVO DE LOS CLONES BACTERIANOS.

Los clones se suministran en LB sélido e inestable que limita su viabilidad. A partir
de estos clones bacterianos se realiz6 un cultivo en medio sélido para el aislamiento
de colonias, mediante una siembra por agotamiento de asa, a 37°C toda la noche. El
medio utilizado fue LB (Luria Bertani, 10 g/l Bacto-tryptone, 7.5 g/l Bacto Yeast
Extract y 10 g/l NaCl a pH 7.5) suplementado con cloranfenicol 20 pg/ml o
kanamicina 25 pg/ml, dependiendo del tipo de clon utilizado. Para obtener una
cantidad suficiente de ADN se selecciond una de las colonias y se cultivé en 10 ml
de LB liquido suplementado con antibidtico, durante toda la noche, a 37°C con

agitacion (250 rpm).

Para preservar los clones se congelaron dos viales de cada clon con 800 ul del
cultivo liquido y 200 pl de glicerol estéril. Los sucesivos cultivos, con la intencién de

obtener mas sonda, se realizaron a partir de estos reservorios.
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3.1.3. EXTRACCION DEL ADN PLASMIDICO.

La extraccion de ADN plasmidico se realiz6 con el método de lisis alcalina.
Brevemente, las bacterias se sometieron a una lisis de la membrana bacteriana.
Después se solubilizaron las proteinas con un detergente y las membranas se
precipitaron con isopropanol. Finalmente los pldsmidos se precipitaron con acetato

sddico y etanol absoluto. El protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Se centrifugé el medio con las bacterias durante 10 min. a 4000 rpm. Tras ello, se

descarto el sobrenadante.

2. Se resuspendio el pellet con 300 ul de GTE (Glucosa 50 mM, Tris 25 mM pH=8,
EDTA 10 mM), trasfiriendo la suspensién celular a un tubo limpio y a la que se
anadié 600 pl de solucién alcalina (0.2 N NaOH, 1% SDS) recién hecha. Se mezcl6

por inversion varias veces y se incubd 5 min. en hielo.

3. Para separar las proteinas y el ADN bacteriano de los pldsmidos, se afiadieron 500
pl de acetato amoénico 7.5 M, mezclando por inversion inmediatamente y dejando la

solucién en hielo durante 10 min.

4. Se elimind el precipitado formado centrifugando a 13000 rpm durante 20 min. El

sobrenadante se pasé un tubo limpio y se repitié este paso de nuevo.

5. El ADN plasmidico se precipité afiadiendo 700 pl de isopropanol. El pellet de
ADN se resuspendié en 100 ul de agua y se traté con 1 pl de ARNasa (10 mg/ml)

durante media hora a 37°C para eliminar el ARN bacteriano que hubiera precipitado.

6. Tras la digestion de ARN contaminante, se volvid a precipitar los BACs con 1/10
volumenes acetato sédico (3 M y pH 5.5) y 2.5 volimenes de etanol absoluto e
incubando la solucién a —80°C durante 20 min. Para obtener el ADN precipitado se

centrifugé 15 min. a 14000 rpm y lavé con etanol 70%.

7. Finalmente, el ADN extraido y purificado se resuspendi6 en agua estéril (100 ul).
La concentracién se midié en NanoDrop y se comprobé la calidad del extracto

cargando 5 pl en un gel de agarosa (1% m/v).
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3.1.4. MARCAUJE DE LA SONDA.

Una vez extraidos los ADN de interés, se procedié al marcaje mediante el método de
desplazamiento de la mella (nick translation). Este marcaje es posible gracias a la
accion de dos enzimas, ADNasa I y ADN polimerasa 1 de Escherichia coli. La
ADNasa I tiene actividad endonucleasa, es capaz de producir mellas al azar en el
ADN. Estas roturas permiten la adicion de nuevos nucledtidos, que pueden estar
conjugados con fluorocromos, mediado por la actividad polimerasa 5°—3 de la
ADN polimerasa I. Al mismo tiempo se eliminan los nucledtidos adyacentes
mediante la actividad 5°—3” exonucleasa de la polimerasa. De este modo la mella se
va desplazando en sentido 5°—3” (Figura 13). Cuando se encuentran cortes en las
dos hebras, el ADN se fragmenta. Como los fragmentos se producen al azar, el ADN

se marca uniformemente.

A-G-C-T-A-A-G-C-T-T-A-A-G-C-C-T-A-G-C-G-C-T-A-
T-C-G-A-T-T-C-G-A-A-T-T-C-G-G-A-T-C-G-C-G-A-T- Figura 13. Marcaje de ADN mediante
desplazamiento de la mella. La

ADNasa |
MELLA

OH~ (P
A-G-C-T-I-Q g-\-G-C-T-T-A-A-G-C-C-T-A-G-c-G-C-T-A- enlace fosfodiéster entre las bases; se
T-C-G-A-T-T-C-G-A-A-T-T-C-G-G-A-T-C-G-C-G-A-T-

dATP

. | ADNasa I introduce mellas al eliminar el

genera un extremo 3’OH y un 5" con un

dcTp fosfato libre. La ADN polimerasa
dGTP ADN polimerasa |
dTTP incorpora los nuevos nucledtidos en

odUTP

vl sentido 5°—3 mientras va desplazando

AG-C-T-AAG-C-U-T-A-A-G-C-C--A-G-C-G-C-D-A- la mella eliminando nucleétidos a partir
T-C G-A-T-T-C-G-A-A-T-T-C-G-G-A-T-C-G-C-G-A-T- del extremo 5~ libre.
OH/\P

El marcaje se realizé con CGH Nick Translation Kit (Vysis, Downers Grove, USA).
Este kit incluye las enzimas ADNasa [ y ADN polimerasa I, el tampdén de reaccion

10X y los dNTPs sin conjugar. Brevemente el protocolo es el siguiente:

1. Se prepar6 la mezcla de dNTPs 0.1 mM mezclando 10 pl de dATP 0.3 mM, 10 pl
dGTP 0.3 mM y 10 ul dCTP 0.3 mM. También se preparé una solucién de dTTP 0.1
mM diluyendo tres veces los dTTPs 0.3 mM con agua. Por tltimo, se prepar6 el
SpectrumGreen (SG) o SpectrumRed (SR) dUTP (Vysis, Downers Grove, USA)

0.2mM. Se mezclaron los ingredientes como se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6: Reaccion de cebado aleatorio

ADN XuL
Tampdn 10x Sul
dNTPs 0.1mM Sul
dTTP 0.1mM Sul
SR/ SG dUTP 0.2mM 2ul
Enzimas 10ul
H,O0. Yul
Volumen final 50ul

2. La mezcla se incubd durante 2 horas a 15°C. Después se cargd un gel de agarosa
1% (m/v) para comprobar que los fragmentos se encontraban 250 pb-1000 pb. En
caso contrario, se incubaron 15 minutos adicionales y se volvié a analizar el estado

de la mezcla.

3. Cuando los fragmentos se encontraron en el tamafio adecuado la mezcla se incubd

a 70°C durante 10 min. para inactivar la enzima.

4. Después, el ADN se purificé con QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. EI ADN

marcado se eluyé con 100 pl de agua estéril a 65°C.

5. Finalmente, se precipitd la sonda junto con 20 il de Human Cot-1 ADN (1 pg/ul)
(Invitrogen), con etanol absoluto y acetato sddico (3 M, pH 5), se centrifugd, se

eliminé el sobrenadante y se resuspendi6 en 10 pl de agua estéril.

3.2. PROTOCOLO DE FISH.

Los estudios de FISH fueron de dos tipos. Por una parte, la validacion de las regiones
representativas del estudio de array-CGH se realiz6 sobre suspensiones citogenéticas
obtenidas de las médulas dseas de los pacientes. Por otra parte, se realiz6 un estudio
independiente de la delecién del gen NF1 en un tissue microarray (TMA) de
coagulos leucémicos utilizando la técnica DakoFish (Dako, Glostrup, Dinamarca).
Ambos procesos son similares y difieren tinicamente en la preparacién de la muestra

para la FISH.
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3.2.1. PREPARACION DE LA SONDA.

Un pl de cada sonda se diluy6 con 7 [l de tampoén de hibridacion LSYWCP (Vysis
Abbott Molecular Inc, Des Plaines, IL, USA), que contiene dextran sulfato,
formamida y SSC pH 7, y 2 ul de agua. La mezcla de hibridacién se incub6 a 37°C

durante una media hora para el pre-anillamiento.

3.2.2. PREPARACION DE LA MUESTRA.

3.2.2.1. Envejecimiento de las suspensiones citogenéticas.

Las extensiones se envejecieron en una placa térmica a 90°C durante 10 min.
Después se deshidrataron, pasando los portas por una serie de alcoholes de gradacion
creciente (70%, 80% y 100%) durante 3 min. en cada uno. Se dejaron secar a

temperatura ambiente.

3.2.2.2. Preparacion tissue-microarrays utilizando el protocolo DAKO FISH kit

modificado.

1. Fase de desparafinado: los cortes parafinados se introdujeron en Xilol 10 minutos
a 65°C. Se sumergen otra vez en Xilol, 5 minutos a temperatura ambiente. Se hidrata
la muestra pasando la misma por alcoholes 96%, 96%, 70% y 70% 2 minutos cada

uno. Finalmente, se mantienen en Wash Buffer (suministrado por el kit) 2 minutos.

2. Tratamiento térmico: se introdujeron los cortes en un contenedor con solucién de
pretratamiento (suministrada por el kit) y se hirvieron en microondas durante 10
minutos (utilizar el programa 6° sentido). A continuacién se dejé enfriar el
contenedor sin tapa 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavaron dos

veces en Wash Buffer 3 minutos cada uno.

3. Tratamiento con pepsina: se afadio la pepsina (suministrada por el kit) cubriendo
el tejido y se colocé el porta en el hibridizador durante 12 minutos a 37°C. Tras ello,

se lavo dos veces en Wash Buffer 3 minutos cada uno.

4. Deshidratacién de la muestra: se pasé la muestra por un lavado de alcoholes en
frio de concentracién creciente: 70%, 85% y 96% 2 minutos cada uno. Dejar secar el

portaobjetos 20 minutos como minimo.
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3.2.3. HIBRIDACION, DESNATURALIZACION E INCUBACION.

La mezcla de hibridacién previamente preparada se afiadié sobre el portaobjetos, se
colocod un cubreobjetos cuyo tamafio depende de la extension del area de hibridacion
y se desnaturalizé en un solo paso tanto la sonda como la muestra, calentando los
cristales a 75°C durante 1min. El portaobjetos hibridado se incub6 toda la noche en

una estufa a 37°C dentro de una cimara humeda.

3.2.4. LAVADOS POST-HIBRIDACION.

En los experimentos de hibridacion se producen uniones inespecificas que se deben
eliminar para que no interfieran de modo negativo en el andlisis. La restriccidon de un
lavado depende de la concentracion de sales, la concentracion de detergente y la
temperatura. Un lavado serd mds restrictivo cuanto menor sea la concentracion

salina, mayor la de detergente y cuanta mds alta sea la temperatura.

El primer lavado consistié en una solucién de 0.4XSSC con 0.3% de NP-40 a 75°C
durante dos minutos. Después se introdujo en otro coplin que contenia una solucién
de 2XSSC con 0.1% de NP.40 a T.A., 5 min. en agitacién. Finalmente, se lavaron en
tampon PWB1 (Post Wash Buffer 1, Kreatech Biotechnology) a T.A. Se dejé escurrir
el exceso de PWBI.

Como tincién de contraste se utiliz6 una mezcla 1:1 de DAPI (Vysis Abbott
Molecular Inc, Des Plaines, IL, USA) y solucién antidecaimiento o antifade
(Qbiogene, Heidelberg, Alemania). El DAPI (4°-6"diamidino-2-fenilindol) se
intercala en el ADN y permite su visualizacién de color azul cuando se excita con

una longitud de onda determinada.

3.2.5. CAPTURA Y ANALISIS DE LAS IMAGENES.

Para la captura de imdgenes se utilizd un microscopio epifluorescente (Olympus
AX60) acoplado a una cadmara digital (Sensys). La captura y posterior andlisis de las
imagenes se realizé con el programa CytoVision Image Analysis System software

(Applied Imaging, Newcastle, UK). Se analizaron entre 100 y 200 nucleos.
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3.2.6. DESCRIPCION DE LAS SONDAS UTILIZADAS.

La técnica FISH fue utilizada para la validacién del resultado de nimero de copia en
casos con delecion detectada mediante array de CGH. Para realizar esta técnica, se
utilizaron varias sondas comerciales: CEP17 (centrémero del 17, marcado en verde)
y LSI TP53 (naranja) (todas las sondas fueron adquiridas en Vysis Abbott Molecular
Inc, Des Plaines, IL, USA). El resto de sondas fueron realizadas con el protocolo

anterior. Los BACs utilizados y el fluoréforo utilizado estan indicados en la tabla 7.

Tabla 7: BACs empleados para FISH

BAC Citobanda Marcaje
RP11-620122 5931.1 Verde'
RP11-215J02 5q31.1 Verde"
RP11-397H14 5931.1 Verde®
RP11-518B17 17q11.2 Verde'/Rojo®
RP11-848P1 17q11.2 Rojo”
RP11-592F3 17q11.2 Rojo”
RP11-45H13 17q11.2 Rojo®
RP11-785C15 17q11.2 Rojo®

a Utilizado para suspensiones citogenéticas. b Utilizado para TMA.

4. SECUENCIACION GENOMICA

La secuenciacion gendmica es una técnica molecular que permite obtener con
exactitud la informacién genética de una secuencia determinada, a nivel de niimero,

posicion y tipo de nucleétido (Sanger, et al. 1973).

La técnica se basa en una amplificacién inicial mediante la técnica de la PCR para
producir un amplicén que represente la secuencia nucleotidica del gen de eleccion.
En concreto, nosotros utilizamos esta técnica para secuenciar el gen TP53,

escogieron los exones 4-9 (tabla 8).

Tabla 8: Cebadores utilizados en la secuenciacion del gen 7P53

Exoén Cebador 5’ Cebador 3’ Amplicon (pb)
4 cctggtectetgactgetct tcacccetttggettectgte 427
5 gtttetttgetgeegtettc | tetgattectcactgattgete 344
6 ctgctcagatagegatggtg | taaccccatgagatgtgeaa 340
7 cttgggectgtgttatctce | tccacctctcatcacatceee 260
8 aaatgggacaggtaggac tgcagttatgectcagat 259
9 |aagcaagcaggacaagaagc | gcagtgatgcctcaaagaca 294
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Las condiciones de la PCR fueron estdndar para todos los exones, tanto en el cebador

5’ como en el 3’. Los ciclos vienen indicados en la tabla 9:

Tabla 9: Protocolo de la PCR

Etapa | N° Ciclos Nombre Temperatura| Tiempo
1 1 Desnaturalizacion 94 5 minutos
Desnaturalizaciéon 94 30 segundos
2 5 Anillamiento 60 30 segundos
Extension 72 30 segundos
Desnaturalizacién 94 30 segundos
3 5 Anillamiento 58 30 segundos
Extensién 72 30 segundos
Desnaturalizaciéon 94 30 segundos
4 22 Anillamiento 56 30 segundos
Extensién 72 30 segundos
5 1 Fin de PCR 15 20 minutos

Una vez se obtuvo el amplicén, se comprobé mediante gel de agarosa al 1% que se
obtiene una tnica banda que se ajusta al tamafo estimado del amplicon. Tras ello, se
utiliz6 el ADN amplificado para ser secuenciado utilizando un secuenciador modelo
Abiprism 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La secuenciacién fue
realizada por el servicio de gendmica del Centro Nacional de Investigaciones

Oncoldgicas.

Los resultados de la secuenciaciéon fueron analizados utilizando el programa
Chromas 2.3 (Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Australia). Este programa transforma
los datos de secuencia (imdgenes de la fluorescencia de cada nucleétido que forma
parte de la secuencia) en su respectivo nucledtido. Se compararon las secuencias de
cada exdn y caso, utilizando tanto el cebador 5’ como el 3’, con muestras sanas con
ausencia de mutacion. Al encontrar alguna discrepancia caso-control, se remiti6 la
informacion a diferentes bases de datos de mutaciones de p53 y polimorfismos. S6lo
se asumié una mutacién siempre que alguna base de datos la indicara como una
mutacidon recurrente de p53, o cuando producia un cambio de aminoicido que

pudiera revertir en una proteina aberrante o con menor afinidad.
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5. INMUNOHISTOQUIMICA.

Se recogieron codgulos de aspirados medulares conservados en el fijador BS. Tras el
analisis del grumo medular mediante hematoxilina-eosina, se extrajo de cada
aspirado un cilindro de Imm. Se incluyeron 70 cilindros de LMA y 20 controles para
producir el tissue microarray definitivo. Este se corté en secciones de 3 um.

(Palacios, et al. 2003).

Los protocolos de inmunohistoquimica sobre el Tissue array de LMAs y sobre
muestras de codgulos aisladas se realizaron en el grupo de histologia e
inmunohistoquimica. Tras desparafinar el corte a analizar sumergiéndolo dos veces
en xilol durante 10 minutos, se sometio el mismo a concentraciones decrecientes de
etanol (5 minutos etanol absoluto, 5 minutos en etanol al 95% y 5 minutos a 70%),

para su deshidratacion, introduciéndose finalmente en agua destilada.

A continuacién, se realizé el bloqueo de peroxidasa enddgena, incubando con
perdéxido de hidrégeno al 3% 5 minutos a temperatura ambiente, lavando la solucién
de bloqueo con PBS. Tras el bloqueo de peroxidasa enddgena se bloquearon las
proteinas endégenas incubando con albimina 5-10 minutos a temperatura ambiente,

lavando de nuevo con PBS.

Esa preparacién preliminar fue sucedida por la adiciéon del anticuerpo primario.
Como anticuerpo primario se utiliz6 un anticuerpo monoclonal de ratén disefiado
para reconocer la zona amino terminal de la proteina neurofibromina humana (NF1);
el anticuerpo, llamado MnNFn27b (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA), se utiliz6 a una dilucién 1:175 y se incub6 durante 30 minutos a temperatura

ambiente, lavando el marcaje con PBS.

El anticuerpo secundario utilizado fue el polimero marcado con peroxidasa de rdbano
(HRP) del protocolo EnVision (Dako, Glostrup, Dinamarca). Se realiz6 una
incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente, y luego se lavo con PBS.
Finalmente, se afiadi6 la solucién de substrato cromégeno DAB, dejandola incubar
durante 10 minutos aproximadamente y lavando a continuacién con agua destilada.

Una vez tefiido, se contratifié la muestra con hematoxilina DAKO, dejando incubar
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2-5 minutos y lavando de nuevo con agua destilada. Las preparaciones se montaron

finalmente tras deshidratar la muestra con etanol y xilol.
6. ANALISIS ESTADISTICO.

Para realizar los andlisis estadisticos pertinentes, se utilizd el paquete comercial
SPSS v13.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Se realizaron tablas de contingencia
utilizando el estadistico * para analizar las diferencias entre grupos en base a
variables cualitativas, y los estadisticos U de Mann-Whitney y K de Kruskal-Wallis
para las cualitativas. Para estudiar el efecto de los factores con potencial prondstico
en nuestra serie se realizé un andlisis univariante de supervivencia (y una curva
grafica de Kaplan-Meyer). Los factores con una p<0.1 en el univariante y los factores
descritos previamente como marcadores de prondstico (estado FLT3 y recuento de
leucocitos en sangre) se incluyeron en un modelo de regresiéon de Cox multivariante
para hacer un estudio de supervivencia multifactorial. Todos los estudios de

supervivencia se realizaron a un maximo de cinco afios de seguimiento.
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1. ESTUDIO GENOMICO DE UNA SERIE DE LMA

DE NOVO UTILIZANDO ARRAY-CGH.

1.1. DESCRIPCION CLINICA DE LA SERIE.

Se analizaron las muestras al diagnodstico de 100 pacientes LMA de novo para el

estudio. Los datos clinicos estan representados en la tabla 10. La edad media se situd

en torno a los 64 afios, con un rango entre 20 y 86 afios, indicando que mds de la

mitad de los pacientes eran mayores de 65 afos. En cuanto al nimero de leucocitos

sanguineos, la mayoria de las muestras presentaban leucocitosis, con una mediana en

torno a 16000 células por mililitro. Los datos de LDH fueron acordes a los nimeros

de leucocitos en sangre. S6lo ocho pacientes presentaron infiltrado extramedular. En

cuanto a la calidad de vida de los pacientes (escala ECOG), mds de la mitad

presentaron indices bajos de incapacidad (0 o 1).

Tabla 10: Descripcién clinica de la serie

Subtipo OMS n
t(8;21)(q22;q22) 4
Mediana (Rango) inv(16)(p13;q22) 10
Edad (afios) 64 (20-86) Alteracién en 11g23 (MLL) 1
NLS(cels/10°L) 15980 (1000-440000) MO 6
LDH (UI/L) 780 (202-16764) M1 19
M2 17
Infiltrado Extramedular n (%) M4 12
Si 8 (10) M5 25
No 75 (90) M6 6
Total Casos (1 83 (100) Total Casos 100
ECOG n (%) | Clasificacion citogenética,,, n (%)
0 20 (25) Favorable 14
1 33 (41) t(8;21) 4(29)
2 17 (21) inv(16) 7 (50)
3 8 (10) inv(16) + otras aberraciones 321
4 2(3) Intermedio 74
Total Casos () 80 (100) Cariotipo Normal 45 (61)
Una trisomia 16 (21)
FLT3 n Dos trisomias 34)
ITD 21 Otros 10 (14)
Sin mutacién 79 Adverso 12
Total Casos 100 Cariotipo complejo 8 (70)
Otros 4 (30)

1) El niimero total de casos se restringe a aquellos con informacion especifica sobre la variable clinica en cuestion
2) La clasificacion ha sido realizada siguiendo los criterios de la CALGB
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Como se puede comprobar en la tabla, la serie de 100 leucemias es una serie que
representa los diferentes subtipos conocidos de esta enfermedad. La informacién

clinica de los 100 casos seleccionados aparece en la tabla suplementaria 1.
1.2. DESCRIPCION GENOMICA DE LA SERIE.

La serie completa fue analizada para detectar alteraciones genéticas que suponen la
pérdida o ganancia de fragmentos o regiones gendmicas. Para ello, utilizamos una
herramienta de andlisis gendmico, el array-CGH, compuesta de aproximadamente
44000 sondas. Esta densidad nos proporciona una mediana de resolucion del genoma
de 75 kb (descripcion completa en material y métodos pagina 35). Es decir, con esta
herramienta gendmica pretendiamos tanto identificar pequefios cambios (deleciones,
ganancias, amplificaciones) que no son visibles usando cariotipo (que tiene una
resolucion méixima de 5 megabases, unas 100 veces menor), como refinar
alteraciones ya visibles a nivel cromosémico pero que, debido a su complejidad,

escaparan a las técnicas citogenéticas clasicas.

Observamos alteraciones gendmicas en mdas del 90% de los casos analizados. La
mayoria de los cambios detectados tenian menos de 3Mb de tamafio, lo que las hacia
indetectables usando técnicas convencionales de cariotipado. En el genoma humano
aparecen, de forma natural, cambios gendmicos (deleciones, ganancias,
amplificaciones) de naturaleza polimdrfica. Para determinar si los cambios que
observamos correspondian a polimorfismos ya conocidos, realizamos un filtrado de
los resultados con la base de datos Database of Genomic Variants, donde se recogen
los polimorfismos de nimero de copia identificados a fecha de Diciembre de 2006.

Identificamos 47 regiones polimérficas en nuestra serie (tabla suplementaria 2).

En 74 de las muestras analizadas observamos al menos una alteracién genémica que
originaba una variacién en el nimero de copias (VNC), con una mediana de dos
cambios por caso Estos cambios se presentaban en todos los grupos citogenéticos, y
en todos ellos se identificaron casos con alteraciones adicionales a las descritas
utilizando la citogenética convencional (tabla suplementaria 3). En el grupo de riesgo
favorable, el 80% de los casos presentaba alguna alteracion adicional a las descritas
en el cariotipo al diagndstico (tabla 11). La mediana de nimero de cambios por caso

en ese grupo era de 2, presentando un rango muy amplio: algunos casos no
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presentaban ningin VNC, pero otros (como en un caso con inv(16)(p13;q22))
presentaban una gran cantidad de alteraciones (hasta 20 alteraciones gendmicas), lo

que sugiere un cariotipo de alta complejidad.

Los casos del grupo de riesgo intermedio fueron los que presentaron menor nimero
de VNC de la serie. Un 60% de todos los casos del grupo de riesgo intermedio
presentaba alguna alteracion adicional, incluyendo el 59% de los casos (27 de 46)
que presentaban un cariotipo normal al diagndstico). El grupo més estable dentro de
los casos del grupo de riesgo intermedio era el de la trisomia simple, un grupo que
aglutinaba a todos los casos con una Unica alteracién numérica, habitualmente una
trisomia 8, si bien, el 56% de estos casos presentaban cambios adicionales. Ademas
se establecid un tercer grupo que se denomind de “doble trisomia”, donde se
incluyeron tres casos con dos trisomias cromosémicas (por ejemplo, +6 y +8). Estos
casos resultaron ser muy inestables, observandose en todos cambios adicionales. Por
dltimo, el resto de los casos intermedios con alteraciones citogenéticas poco
recurrentes en la serie a estudio fueron agrupados observandose en un 80% de los

casos VNC no detectadas mediante citogenética convencional..

Tabla 11. Informacion genomica de la serie dentro de los grupos de riesgo de la CALGB

e e " Casos con cambios Mediana de cambios por caso
Clasificacion Citogenética n . .
adicionales (%) (rango)
Favorable 14 11 (79) 2
inv(16) 10 8 (80) 3 (0-20)
t(8;21) 4 3(75) 2 (0-3)
Intermedio 74 44 (60) 1
Cariotipo Normal 46 27 (59) 1 (0-16)
Trisomia 16 9 (56) 2 (1-5)
Doble Trisomia 3 3 (100) 3(3-7)
Otros| 9 7(78) 3(0-5)
Adverso 12 10 (83) 7.5
Complejo 8 7 (88) 11 (4-35)
Otros| 4 3(75) 2.5 (1-10)

Entre los casos incluidos en el grupo de prondstico adverso se observé el mayor
porcentaje de VNC. En las LMA de cariotipo complejo, un 90% de las mismas
presentd cambios adicionales a los observados mediante citogenética convencional.
Ademas, el array-CGH permitié clarificar esos cambios, observando patrones de

complejidad ain mayores al aumentar la resolucion.

63



Resultados

1.3. DESARROLLO DE LA CLASIFICACION
GENOMICA.

Dada la baja recurrencia en cuanto a regiones alteradas, y la presencia en todos los
grupos citogenéticos de VNC, se decidi6 distribuir los casos de acuerdo al nimero de
alteraciones gendmicas (un gran nimero de casos tenia un ndmero pequefio de
alteraciones, y a medida que éstas aumentaban por caso, la frecuencia disminuia).
Para segregar la serie se adopté un criterio estadistico: se separaron grupos en
funcién de la mediana de nimero de alteraciones por caso (figura 14). Como la
mediana era 2, se separaron dos grupos, un grupo de 0-1 aberraciones (46 casos) y
otro de 2 o mds aberraciones (54). Como este segundo grupo seguia siendo muy
heterogéneo, se subdividi6 usando como corte la mediana del mismo relativa al
nimero de cambios por caso (en este caso era 4). Asi, se establecié un grupo de 0-1
aberraciones que se denomino grupo estable, y un segundo de 2 o mas, el cudl se
subdividi6 en un primer subgrupo de 2-3 aberraciones por caso (30 casos)
denominado grupo inestable y un segundo subgrupo, mucho més complejo, de 4 o

mads aberraciones por caso (24 casos) denominado grupo de alta inestabilidad.
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Figura 14. Frecuencia de alteraciones por caso y grupos de frecuencia
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1.4. COMPARACION DE LA CLASIFICACION GENOMICA CON
LA CITOGENETICA.

Una vez establecida la clasificacién basada en el nimero de alteraciones por caso,
obteniendo tres grupos diferenciados por patrones estadisticos, decidimos realizar
una comparacién de esta clasificacién con la previa clasificacion citogenética, con el
objetivo de comprobar si existia una predisposicion de determinados grupos
citogenéticos a ser mds o menos estables (tabla 12). Al comparar en detalle las dos
clasificaciones, comprobamos que el 70% de los casos clasificados en la CALGB
como casos de riesgo favorable estaban incluidos en los grupos gendémicos con un
alto nimero de VNC. Dentro de ese grupo habia 5 casos incluidos en el subgrupo de
alta inestabilidad. Estos casos previamente incluidos en el grupo de riesgo favorable
presentaban un ndmero de alteraciones tan elevado como el observado en los casos
del grupo de cariotipos complejos. En relacién al grupo de prondstico intermedio,
observamos que un 55% de los casos presentaba un genoma estable. Sin embargo, se
observo en el 30% de los casos del subgrupo citogenético de cariotipos normales un

genoma inestable.

Estas observaciones nos permitieron concluir que la clasificacién genémica
distribuia los casos de LMA analizados de una manera diferente a la distribucion
realizada en funcion de las alteraciones citogenéticas. El grupo genémicamente
estable incluia casos del grupo de riesgo favorable, y del intermedio. Esta
redistribucién supuso que el grupo gendémicamente estable triplicara en nimero la

serie del grupo favorable.

Tabla 112: Relacion entra la clasificacion citogenética y los grupos de inestabilidad

Clasificacion n | Estables (%) Moderadamente Alta
Citogenética inestables (%) inestabilidad (%)
Favorable 14 4 (28) 5(36) 5 (36)
inv(16) | 10 3 2 5
t(8:21)| 4 1 3 0
Intermedio 74 41 (55) 23 (31) 10 (14)
Cariotipo Normal | 46 32 11 3
Trisomia | 16 7 7 2
Doble Trisomia | 3 0 2 1
Otros | 9 2 3 4
Adverso 12 1(8) 2 (17) 9 (75)
Complejo | 8 0 0 8
Otros | 4 1 2 1
TOTAL 100 46 30 24
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1.5. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA GLOBAL EN LMA.

1.5.1. IMPACTO DE LAS VARIABLES CLiNICAS Y GENOMICAS EN LA

SUPERVIVENCIA UTILIZANDO EL TEST UNIVARIANTE DE LOG-RANK.

1.5.1.1. Estudio de las variables clinicas y genémicas sobre la cohorte completa.

Para establecer el valor en la estimacion del prondstico de la clasificacién genémica,
y estudiar si esta clasificacién era independiente de la clasificacién citogenética
convencional, estimamos la asociacién entre la supervivencia a cinco afios con una
serie de factores que tenian potencial prondstico en nuestra serie para estimar su
potencial predictivo (tabla 13). Se realizaron andlisis univariantes de supervivencia
utilizando el test log-rank y curvas de Kaplan-Meyer. Se confirmé la conocida
asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) de la citogenética y de la edad al

diagnéstico, con la supervivencia global en la serie analizada.

Tabla 13: Estudio univariante de los factores pronéstico sobre la cohorte completa

Factor pronéstico n | %SG | Mediana | 95%IC p
Edad al diagnéstico 0.017
<60 afios 34 44.1 12.810-26.4
>60 afios 57 22.8 6.113.2-9.0
Género 0.513
Masculino 49 28.6 6.1[1.1-11.0
Femenino 42 33.3 11]5.9-17.3
N° de leuc. en sangre (xlOQ/L) 0.284
<30 54 33.3 11.659-17.3
>30 33 27.3 4.6]0.1-9.1
LDH (UI/L) 0.436
<380 36 36.1 12.1(4.8-19.5
>380 43 27.9 7.414.7-10.1
FLT3 (sélo cariotipo normal) 0.292
No mutacién 28 44 .4 12.8 1 0-26.5
Duplicacién Interna en Tandem 14 21.4 7.110.9-13.4
Citogenética 0.026
Favorable 12 41.7 36.7|0-89.5
Intermedio 68 32.4 8.414-12.9
Adverso 11 9.1 6.8 0-13.8
Estabilidad (dos grupos) 0.007
0-1 Aberraciones 43 44.2 12.70-25.6
2+ Aberraciones 48 18.2 4.8|3.5-84
Estabilidad (tres grupos) 0.002
0-1 Aberraciones 43 44.2 12.7(0-25.6
2-3 Aberraciones 26 23.7 7.110-18.1
4+ Aberraciones 22 13.6 4.8]1.5-8.1
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El primer factor positivo, la edad al diagndstico, mostraba que un paciente maés
mayor tenia un peor curso en la enfermedad a cinco afios (figura 15a). En el caso de
la clasificacién citogenética, comprobamos que los tres grupos generales, llamados
favorable, intermedio y adverso, se comportaban de acuerdo a estudios previos tanto

en el porcentaje como el la prediccion de la supervivencia global (figura 15b).

Supervivencia acumulada

1.0 Edad al diagnostico 1.0 Pronéstico
— Menor de 60 afios h = Adverso
| = = Mavor de 80 afios l ==+ Favorable
e N e Intermedio
084 0,5
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0,4+ 0,4+
0.2+ 024 ,
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meyer basadas en la supervivencia global a 5 afios. Los datos
censurados se muestran como “+” y equis (para dos grupos) y diamantes (para tres grupos). La

informacién del test log-rank para cada uno de los factores indicados viene incluida en la tabla 13.

Para estudiar el efecto de la estabilidad gendmica en la supervivencia global
realizamos dos tipos de segregacion de pacientes. En primer lugar, dividimos
nuestros pacientes en dos grupos segin la mediana general del nimero de
alteraciones (2 cambios por caso): grupo de genoma estable (0-1 cambio) e inestable
(més de 2 cambios). El andlisis de nuestra clasificacion gendmica en dos grupos,
mostré una asociacion significativa con diferencias en el prondstico a cinco afios

(p=0.015): los casos con un genoma mads aberrante tenian peor prondstico a cinco
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afios que los casos con un cariotipo mds estable (figura 15¢). Ademds, el grupo de
mejor prondstico triplicaba el tamafio del grupo citogenético de riesgo favorable

manteniendo el mismo porcentaje de supervivencia global que este (43 frente a 12).

En segundo lugar, al dividir el grupo mas inestable en dos (clasificacién gendmica de
tres grupos) y trabajar con los tres grupos de estabilidad (0-1 cambio, grupo estable;
2-3 cambios, grupo inestable; 4 o mds cambios, grupo de alta inestabilidad)
obtuvimos resultados de supervivencia similares a los tres grupos citogenéticos
(figura 15d). Sin embargo, es muy importante sefialar que el tamafio de los grupos se
habia modificado de forma sustancial: el grupo de 2-3 alteraciones gendmicas,
similar en supervivencia al grupo citogenético de riesgo intermedio, constaba de 26
casos (frente a los 68 del grupo intermedio), y el grupo altamente inestable (mas de 3

aberraciones) duplicaba el tamafio del grupo citogenético de prondstico adverso.

1.5.1.2. Estudio de las variables clinicas y genémicas sobre el grupo de LMA de

cariotipo normal.

Se seleccionaron todos los casos cuyo cariotipo no mostraba alteraciones (cariotipo
normal). De todos ellos (46), se seleccionaron aquellos con informacién clinica
relativa la supervivencia y se realizaron test univariantes para los mismos factores
potenciales que en el estudio sobre la cohorte completa (exceptuando la clasificacion
genOmica de tres grupos, debido a que el niimero de casos con mds de tres
aberraciones era inferior a cinco). En este estudio, solamente la clasificacién
genomica de dos grupos era un factor estadisticamente significativo (tabla 14),
observando que, al igual que en la cohorte completa, una mayor inestabilidad

gendmica conlleva a un peor prondstico a cinco afios.
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Tabla 14: Estudio univariante de los factores prondsticos sobre los casos con cariotipo normal

Factor prondstico N | %SG | Mediana |95% IC| p
Edad al diagnéstico 0.124
<60 afios 15| 533 22.65.0-39.9
>60 afios 27| 25.9 7.1|1.1-13
Género 0.973
Masculino 241 375 10.4 | 2.8-18.0
Femenino 18| 333 8.4]0-32.1
N° de leuc. en sangre (xlOQ/L) 0.520
<30 21| 429 17.319.2-25.4
>30 19| 31.6 7.1]0.5-13.6
LDH (UI/L) 0.109
<380 17 529 60 | 0-142.1
>380 22| 273 8.4(3.9-12.9
FLT3
No mutacién 28| 429 12.80-26.5 |0.294
Duplicacién Interna en Tandem | 14| 21.4 7.1109-13.4
Estabilidad (dos grupos) 0.045
0-1 Aberraciones 30| 46.7 11.0|0-23.71
2+ Aberraciones 12| 83 4.6|0-12.5

1.5.2. INDEPENDENCIA DE LAS VARIABLES CLIiNICAS Y GENOMICAS

EN LA SUPERVIVENCIA UTILIZANDO EL TEST MULTIVARIANTE DE COX.

Utilizando la misma informacién clinica de la cohorte completa, se realizd un test
multivariante de Cox para asegurar la independencia de las variables significativas en
los test univariantes. Se utilizaron los factores cuyo test univariante era significativo
(edad, citogenética y estabilidad gendémica) y aquellos factores que, pese a no ser
significativos, tienen valor prondstico en estudios previos (nimero de leucocitos en
sangre y mutaciones en FLT3). Se realizaron tres test de Cox: uno en ausencia del
factor prondstico estabilidad, otro incluyendo la clasificacién de estabilidad de dos
grupos y un tercero incluyendo la clasificacion de estabilidad de tres grupos (tabla
15).

Tabla 15: Estudio multivariante de los factores prondstico
seleccionados sobre la cohorte completa

Tipo de clasificacion de estabilidad
Sin Estabilidad Dos grupos Tres grupos

B |ExpB|p-value| B |ExpB |p-value| B |Exp B |p-value

NLS (10°/L) | 0.450 | 1.569 | .115 |0.661| 1.937 | .029 |0.653| 1.921 | .031

Edad 0.548| 1.732 | .059 |0.456| 1.578 | .131 |0.565| 1.760 | .067

FLT3-ITD [0.015| 0.758 | .403 |0.148| 1.159 | .675 |0.200| 1.222 | .570

Citogenética | 0.646 | 1.908 | .033 |0.627| 1.873 | .030 |0.382| 1.46 | .181

Estabilidad - - - 0.887|2.428 | .003 |0.638|1.892 | .001

NLS: nimero de leucocitos en sangre

Variable
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En ausencia de la clasificaciéon basada en la estabilidad, se observdé que la
clasificacion citogenética era, para nuestra serie, el Unico factor independiente en este
estudio multifactorial. Al incluir la clasificacién basada en la estabilidad, aparecieron
como factores independientes el nimero de leucocitos en sangre, la clasificacién
citogenética y la estabilidad. Es decir, que un genoma mas inestable es sinénimo de
un peor prondstico, pero de manera independiente con respecto a los sistemas de
clasificacion previos, como el citogenético. Este evento se observd tanto en la
clasificacion de dos grupos como en la de tres. El incremento del riesgo relativo al
tener un cariotipo mas inestable era de 2.43 veces (en la clasificacién de dos grupos)

y de 1.892 (en la de tres grupos).

1.6. DEFINICION DE LAS REGIONES MINIMAS RECURRENTES
(RMR).

El andlisis de las regiones alteradas en nuestra serie mostré que las regiones de
ganancia o pérdida gendmica se distribuian de forma muy dispersa, cubriendo todos
los cromosomas (menos los sexuales, que fueron eliminados del estudio).
Identificamos 92 regiones minimas recurrentes, que incluian 62 pérdidas y 30
ganancias. La frecuencia de las RMR tenia un rango de 2 a 15%. Se encontraron seis
regiones aberrantes con un porcentaje de recurrencia superior al 5%. De ellas, cinco
se correspondian a regiones minimas delecionadas menores de 2Mb, localizadas en
los cromosomas 5q31.1, 7p11.2 7q36.1, 17q11.2 y 20q13.12. La tnica ganancia se
correspondia a la trisomia del cromosoma 8, y representaba el cambio més recurrente
(15%). La mediana de tamafio de las RMR era de 243Kb para las ganancias y de
364Kb para las pérdidas. La descripcidén de todas las RMR analizadas esta incluida

en la tabla suplementaria 4.

Una vez identificadas las RMR, evaluamos si existia un patrén de regiones minimas
relacionado con la inestabilidad gendmica antes definida en grupos. Tras realizar un
andlisis supervisado, pudimos identificar cinco regiones de interés (RMR-
representativas, 0 RMR-r), que diferenciaban claramente a los casos con cuatro o
mds aberraciones de manera significativa (p<0.05) (tabla 16). Estas RMR-r se
correspondian deleciones, y se localizaron en los cromosomas 5, 16 (dos regiones),

17 y 18. Dos de estas regiones (5 y 17) fueron validadas por técnicas de FISH (figura
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16). El tamafio de las deleciones era variable oscilando desde unas pocas kilobases
(16g24) a 6 megabases (en la regiéon 18pl11.2). A pesar de la escasa recurrencia
encontrada en la muestra de LMA, 38% de los casos (9 de 24) con alta inestabilidad

(4 aberraciones o mas) tenian delecién en alguna de las RMR-r.

Por dltimo, quisimos comprobar el efecto prondstico de las regiones minimas
representativas que caracterizaban el grupo de alta inestabilidad genémica. Para ello
elaboramos un andlisis de presencia de delecidn en cualquiera de las 5 RMR-r frente
a la ausencia de ella, y utilizamos este criterio como factor en un test univariante. Los
casos que mostraron deleciéon en alguna de esas regiones mostraron un
comportamiento mds agresivo que el resto de casos, presentando un peor prondstico
a cinco afos. En efecto, la supervivencia de este grupo (10 pacientes) era sdlo del
10%, tres veces menor que la del resto de la serie, en la que se observaba una
supervivencia a los 5 afios del 33% (81 pacientes). Estos resultados nos permiten
afirmar que las deleciones en las que afectan a cualquiera de las 5 RMRs

identificadas son un factor de mal prondstico.

Tabla 16: RMR-r con asociacién significativa con grupos de pronéstico citogenéticos y
genémicos

RMR-r Inicio (pb) Tam Frecuencia Casos Genes
6% casos totales
23,53,59, PPP2CA, UBE2B, CDKL3, SKPIA, PHF 15,
SLL | 133526865 ) 735 Kb 4221‘@5;:5;’3‘1"%": 90, 82, 86 SARA2, SEC24A, CAMLG, DDX46
4% casos totales 23.72. 80
16¢g23.1 73304503 269 kb 25% grupo adverso* ’ 86’ ’ FA2H, WDR59
17% casos >4 AG*
4% casos totales 23.72.82
16q24.2 87305787 32 kb 25% grupo adverso* ’ g 6’ ? LOC348180, FAM38A
17% casos >4 AG*
7% casos totales 5,23,72,
17q11.2 | 25747113 | 1.5Mb | 42% grupo adverso* | 80,8286, | SFP GZ?;] ki%ﬁ’;})f’%gjggm TAZ,
30% casos >4 AG* 99 ! !
PTPRM,NDUFV2,TWSG1,RALBP1,PPP4RI,R
4% casos totales 12.23.72 AB31,VAPA,APCDDI1,NAPG,GNAL,
18pl11.2 7428812 6.4 Mb 25% grupo adverso ? 80’ ? CHMPIB,IMPA2,CIDEA,AFG3L2,SPIREI,
17% casos > 4 AG* TNFSF5IP1,PTPN2,SEHIL,C18orfl, RNMT,
MCS5R

RMR-r: regién minima recurrente representativa.
Tam (tamafio)

Las cinco regiones son pérdidas.

* Asociacion estadistica significativa
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72

Figura 16. Ejemplo de validacién
de RMR-r mediante FISH. Las
regiones recurrentes de interés fueron
validadas utilizando FISH. En el
ejemplo, delecion recurrente situada
en la citobanda 17q11.2 (en verde).
Como control se utiliz6 una sonda
comercial de TP53, situada en la
citobanda 17p13.1 (rojo). En blanco
se indica el nimero de caso

correspondiente.
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2. ESTUDIO GENOMICO DE LMA DE NOVO

UTILIZANDO ARRAY-SNP

2.1. ANALISIS DE REGIONES LOH NEUTRAS EN LMA.

Se escogieron dieciséis muestras del estudio de 100 LMA previo en array-CGH para
observar el estado de heterocigosidad en las mismas. Se escogieron cinco casos del
grupo de riesgo favorable, siete casos del grupo de riesgo intermedio y cinco del
grupo de riesgo adverso. Para nuestro andlisis de LOH la plataforma de eleccién fue
el array HumanHap300, un array basado en el sistema Illumina Infinium Beadchip
(Illumina, San Diego, CA, USA). HumanHap300 es un sistema de genotipado que
cubre todo el genoma, mapeando el mismo con mds de 317000 sondas otros tantos

SNPs.

De la misma manera que las VNC también ocurren de forma natural y polimdrfica,
en la poblacion general también es posible encontrar en ésta regiones polimorficas
afectadas por LOH. Por ello, para llevar a cabo nuestro andlisis de LOH en LMA, de
manera previa disponiamos de los resultados de este tipo de andlisis en una poblacién
control de 200 individuos sanos. Los datos de LOH observados en la poblacién
control sana se utilizaron para filtrar los datos de LOH observados en nuestros casos
de LMA. En total detectamos que once de las dieciséis muestras analizadas (69%)
estaban afectadas por eventos de LOH. Se observaron un total de 49 regiones de
LOH, ninguna de las cuales se encontrd en donantes sanos (no eran polimérficas). De
ellas, 28 eran deleciones gendmicas (al s6lo haber una copia, el array-SNP las
identifica como regiones homocigotas). De las restantes 21 regiones (tabla 17), 18
fueron identificadas como LOH neutras (no asociadas a variaciones en el nimero de
copias). Estas regiones presentaban una mediana de tamafio de 4.56 Mb (rango de

500kb a 87 Mb).

Las LOH neutras han sido cldsicamente subdivididas en LOH neutras teldméricas,
cuando la LOH termina a nivel del telémero y en LOH neutras intersticiales, aquellas
producidas por dos reordenamientos dentro del mismo brazo cromosémico. En

nuestro estudio detectamos un mayor nimero de LOH intersticiales frente a las LOH
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teloméricas (15 frente a tres, respectivamente), que se distribuian de un modo similar

en los tres grupos citogenéticos.

No se observo en nuestra serie ninguna recurrencia en las regiones de LOH neutrales,
si bien en algunos casos se identificaron posibles genes diana de estas LOH
neutrales. Asi en el caso 26, con una mutacién activadora del gen FLT3, se observo
LOH del cromosoma 13 completo, y en el caso 43, la LOH neutral del cromosoma
20 inclufa el gen de la familia polycomb LT3MBTL, cuyo silenciamiento ha sido

previamente implicado en neoplasias mieloides.

Tabla 17: Regiones LOH neutras detectadas en el estudio

Regién LOH Alteraciones numéricas
. _ Tipo .. Tamafio .o .. ~
Prondéstico Caso Cariotipo LOH Chr | Inicio (pb) (Mb) Ploidia§ Inicio Tamafio
N/IL | 3 | 79068495 28.3 - - -
Favorable 5 inv(16) | N/IL | 11 | 38454177 20.4 - - -

N/L | 16 | 72456853 4.7 - - -

Favorable 10 inv(16) - -

N/AL | 2 | 140813260 7.3 -

In | 20388180 11.6

C/IL | 8 | 14126601 19.6 >2n | 31979736 1.3

Favorable 86 inv(16) In |33298381 0.5

N/L | 18 | 42005991 4.6 - - -

N/IL | 20 11799 5.1 - - -

Favorable 87 inv(16) | N/IL | 2 | 88389214 2.6 - - -

N/AL | 6 | 28033346 0.8 - - -

Intermedio | 12 -18 NAL | 14 | 43576901 | 41.6 - - -
Intermedio | 20 +19 | NAL | 2 | 58387567 | 2.8 - - -
NAL | 3 | 113653472 17.0 - - -

Intermedio | 43 +8 NAL | 9 | 128451226 1.3 - : :
N/AL | 20 | 34875713 | 7.0 - - -

Intermedio 24 NK - - - - - - -
. NAL | 5 | 151372673 | 1.8 - - -
Intermedio | 26 NK R/TL 113 [ 27338007 | 86.8 - - -
Intermedio | 46 NK | N/TL | 12 | 131872351 05 - - -
Intermedio 93 NK - - - - -

Adverso 23 Complejo | C/TL | 17 51088 22.1 In | 15495286 6.7

Adverso 72 Complejo| C/TL | 17 51088 78.6 1n 51088 47.0

Adverso 80 Complejo - - - - - _ _

Adverso 99 Complejo - -

Adverso 73 MLL N/AL | 6 |121445811 1.5 - - -

N/TL | 16 37354 0.5 - - -

N: normal, C: compleja, IL: intersticial, TL: telomérica
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2.2. DETECCION DE PATRONES COMPLEJOS DE NUMERO

COPIA Y LOH.

Como se ha explicado anteriormente, al analizar el valor de VNC y los datos de
LOH, muchas de las regiones con evidencia de LOH presentaban esa pérdida debido
a la existencia de deleciones gendémicas. De las 21 regiones de LOH observadas no
debidas exclusivamente a delecion, 18 de ellas eran LOH diploides (es decir, LOH
neutras). Sin embargo, las tres regiones restantes estaban caracterizadas por presentar
un gran tamafio y contener dentro de sus limites tanto regiones de LOH neutras como
fragmentos delecionados. Este fendmeno hacia que no pudieran ser consideradas
LOH neutras o VNC estrictamente. Como estas regiones tenfan una alta complejidad,
las denominamos LOH complejas. Las tres regiones complejas analizadas se trataban
de regiones compuestas por una region LOH neutra flanqueada por deleciones
(figura 17). Estos eventos fueron detectados exclusivamente en los cromosomas 8§ y
17; las regiones eran muy grandes en tamaifio, desde 19.6 Mb (observada en el
cromosoma 8 del caso 86) hasta un cromosoma entero (monosomia virtual del
cromosoma 17, incluyendo una LOH neutral de 32Mb en el caso 72). A pesar de ser
poco frecuentes en la muestra, los eventos LOH complejos fueron observados
unicamente en LMA con un genoma muy alterado (dos casos eran complejos y el

tercero era un caso favorable con alta inestabilidad).
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Figura 17. Eventos complejos LOH encontrados en diferentes casos de LMA. Cada evento de
LOH complejo estd representado por una barra debajo de cada cromosoma. El nimero del caso en el
estudio de LOH se muestra al lado de la barra. Los colores definen el tipo de alteracién a lo largo de la
LOH compleja (negro = pérdida de material genémico, rayado = LOH diploide, en cruz = LOH

poliploide).
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2.3. COMBINACION DE HERRAMIENTAS GENOMICAS EN LA
BUSQUEDA DE GENES CANDIDATOS EN LMA.

2.3.1 GENES CANDIDATOS EN EL CROMOSOMA 17.

Entre todas las regiones recurrentes de interés, observamos que las deleciones del
cromosoma 17 aparecian de forma evidente como las alteraciones mds recurrentes.
En total, 7 casos presentaron aberraciones afectando este cromosoma. Al compilar
todos los datos de deleciones y UPD (figuras 16 y 17) para analizar si la region
minima indicaba algiin gen como posible candidato, identificamos una regién comiin

en todos los casos de 1.5Mb, situada en 17q11.2 (figura 18).

EMR 1 '311?“11-2

:E%ﬂ:ﬂﬂ:r.:ﬂ:

q25.2 q24.1 Q22 ‘ 921.2 ‘ p12
q24.3 q22.2 q21.21 a1z

p1a.2

Figura 18. Region comin de delecion en la citobanda 17q11.2. Las barras verdes indican regiones
de delecién a lo largo del cromosoma 17. Las barras que estdn en la misma linea horizontal

corresponden al mismo caso. La region sefialada se corresponde con la regiéon comin en 17q11.2.

Esta regién contiene 8 genes, dentro de los cuales destacaba el gen NFI como el
candidato mas atractivo de la regidn, al ser un conocido supresor de tumores y estar
relacionado con desérdenes hematoldgicos. Debido a que las regiones afectadas en el
cromosoma 17 con frecuencia incluyeron el locus del gen 7P53, decidimos estudiar
la el estado mutacional de ambos genes en nuestros casos de LMA. Respecto a las
deleciones, TP53, localizado aproximadamente a 19Mb de NFI, sélo aparecid
delecionado en el 3% de los casos. Asi mismo, la deleciéon de TP53 siempre se
observo asociada a la delecion de NFI. Una vez se comprobd la mayor recurrencia
de la delecidon de la citobanda 17q11.2 (incluyendo el gen NF) frente a la citobanda
17p12.1, utilizamos la tecnologia del array-SNP para analizar la apariciéon de LOH

que involucrara al gen 7P53 en las 7 muestras con alteraciones en el cromosoma 17.
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Dicho anélisis permitié identificar tan solo una muestra con LOH en la regién de
TP53 (ver tabla 18).

Tabla 18: Informacion de los casos LMA con del(17)

N’ paciente | Cariotipo NF1 TP53 LOH
5 inv(16) In 2n -

23 complejo In 2n +

72 complejo In In -

80 complejo In 3n -

82 complejo In In -

86 inv(16) In 2n -

99 complejo In 2n -

Dado que mutaciones en 7P53 han sido previamente implicadas en Ila
leucemogénesis, analizamos los resultados de secuenciacion para los exones 4-9 del
gen TP53 en busca de mutaciones en los casos con alteraciones en el cromosoma 17.

En 2 casos se detectaron mutaciones en este gen (ver tabla 19).

Tabla 19: Secuenciacion de T7P53 en LMA con del(17)
Paciente/Exones | 4 | 5 | 6 | 7 8 9

5 oo - -

23 -l - - - - -

80 -1-T-T- - | 1245gdelc
82 -1-T-T- - -
86 -1-T-T- - -
99 -1-T-T- - -

Estas mutaciones se localizaban en el exén 8 (en el caso 72), observandose una
sustitucién R280G (se producia un cambio de base en la tercera base del codon 280,
pasando de GGA a GGG, y en el ex6n 9 (en el caso 80) debida a una delecién en
una base (posiciéon 1242, en el ex6n 9). Esta delecién contribuia a una proteina

truncada al producir un codon STOP en el codon 344 (figura 19).

C TG GG AG AG A CTGGGEIG AG A

Figura 19. Mutaciones encontradas en el gen
TP53 mediante la técnica de secuenciacién
gendomica. Se observan a la izquierda la

/\ /\ \|| || ] secuenciaciéon de un control sin mutacién y a la
Wil I
! | )

|1 | _f derecha el caso con mutacién. Se sefiala con un
i L

circulo el nucledtido mutado. a. Mutacién R280G
ﬂ R e ~ " por sustitucion GGA a GGG en el caso 72. b.
Mutacion 1245gdelc en el caso 80.
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La presencia de mutacién del gen 7P53 junto a una delecion del gen salvaje en estos
casos explicaria el mal prondstico de los pacientes con esta alteracion. Sin embargo,
la falta de alteraciones en este gen en mas del 70% de los casos con alteraciones en el
cromosoma 17 hace necesario el estudio de otros posibles candidatos en esta

localizacién gendmica.

2.3.2. VALIDACION INDEPENDIENTE MEDIANTE FISH DE LA
DELECION NF1.

Para estimar el porcentaje de casos con pérdida del gen candidato NF/ de una forma
independiente empleamos una nueva serie de casos de LMA organizados en un tissue
micro array de codgulos medulares que incluia muestras de 70 pacientes de LMA al
diagnoéstico. Sélo 39 codgulos pudieron ser valorados para el estudio de FISH de
NF1, probablemente debido a la fijacion con BS5 utilizada en estas muestras.
Aproximadamente un diez por ciento de los casos (4 de 39) presentd delecion en la
region de NF1 (figura 19). Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos
mediante los arrays de CGH, donde se observaba una delecion de NFI en el 7% de

los casos.

Figura 20. Estudio por FISH de un coagulo
medular del estado del gen NF1. Se observan
varios nicleos de mieloblastos con una copia de
una sonda verde (NFI) y una sonda roja (7P53).
Esto indica delecion, tanto de NFI, como de
TP53 para ese caso.

2.3.3. CUANTIFICACION MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS
NIVELES DE NEUROFIBROMINA TRAS LA DELECION DE NF 1.

Para identificar el efecto a nivel de la proteina neurofibromina de la delecién de NF'/

en los casos de LMA previamente identificados, analizamos estas muestras mediante
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IHQ para la presencia de dicha proteina. Los cuatro casos analizados mostraron un

menor nimero de blastos positivos que la observada en los casos sin delecion de

NF1 (figura 21).

Figura 21. Analisis
inmunohistoquimico de la
proteina  neurofibromina
(NF1). A la izquierda se
observa un caso con deleciéon
de wuna copia de NFI,
presentando  una  menor
tincién de proteina
citoplasmdtica, comparado
con un caso sin delecion (se
observa  claramente  un
patrén de tincién mds oscura
en su citoplasma).
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La citogenética convencional ha demostrado ser una herramienta eficaz para
establecer el prondstico de los pacientes con LMA al diagndstico. La presencia o
ausencia, y el tipo de alteracién citogenética observada permiten estimar la
probabilidad de supervivencia a los 5 afios de un determinado paciente. Esta
estimacion clasifica a los pacientes en tres grupos de riesgo (favorable, intermedio o
desfavorable) y permite decidir el tratamiento mas adecuado a su riesgo. Sin
embargo, esta estimacion basada solo en el cariotipo, no permite identificar pacientes
cuya evolucién no corresponde a la esperada en funcién de la alteracion citogenética
observada (Farag, et al. 2006). Esto hace necesario el desarrollo de nuevas
herramientas de diagndstico capaces de predecir con un mayor rango de seguridad el

riesgo de un determinado paciente.

Durante los ultimos afios el desarrollo de la citogenética molecular ha permitido la
caracterizacion de alteraciones cripticas implicadas en la leucemogénesis. Asi, el
empleo de técnicas como el FISH (Cerveira, et al. 2006; Paulsson, et al. 2006a), el
SKY (spectral karyotyping) (Martinez-Ramirez, et al. 2004; Trost, et al. 2006) o el
uso de microarrays de CGH (Martinez-Ramirez, et al. 2005), han facilitado la

identificacion de alteraciones no visibles mediante citogenética convencional.

Otras técnicas como los arrays de expresion han demostrado la necesidad de
caracterizar los eventos moleculares asociados a las alteraciones citogenéticas
conocidas, para entender la variabilidad clinica observada. El estudio de los
diferentes subgrupos de LMAs utilizando arrays de expresion ha puesto de relieve
dentro del grupo de prondstico favorable que existen patrones de expresion con
diferencias estadisticamente significativas en la probabilidad de supervivencia de los
pacientes (Bullinger, et al. 2004; Wilson, et al. 2006). Estas diferencias podrian ser
debidas a eventos epigenéticos o mutaciones que explicarian la variabilidad de esta

enfermedad (Avivi and Rowe 2005; Galm and Herman 2005).

Estos trabajos ponen de relieve la necesidad de caracterizar a nivel genémico los

diferentes subgrupos de LMAs, para poder desarrollar nuevos sistemas prondsticos
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1. FRECUENCIA DE ALTERACIONES GENOMICAS
DETECTADAS UTILIZANDO ARRAY-CGH.

En nuestro estudio, con el objetivo de caracterizar los cambios en el nimero de
copias en los diferentes subgrupos de LMA, hemos utilizado un array gendmico
comercial que contiene mds de 40000 sondas, con una resolucién a nivel de la
mediana de 75kb, y con una composicion enfocada fundamentalmente a regiones de
alto contenido en genes. Utilizando esta tecnologia, hemos analizado 100 muestras
de LMAs “de novo”; consecutivas y homogéneamente tratadas. Esta aproximacién
nos ha permitido una visién global de las variaciones gendmicas caracteristicas de

esta enfermedad.

Durante los dltimos afios se han publicado otros trabajos utilizando herramientas
genOmicas similares para el estudio de enfermedades de origen mieloide. Sin
embargo, su disefio en la seleccién de pacientes era sesgada y no cubrian todos los
grupos de riesgo citogenéticos. Destaca el estudio realizado por Paulsson y
colaboradores en el que analizan una serie de 10 casos de LMA y mielodisplasia con
trisomia 8 (Paulsson, et al. 2006b), observando cambios adicionales en el 40% de las
muestras analizadas. Otro trabajo de interés, como el de Rucker y colaboradores,

centraba su estudio en LM As de cariotipo complejo (Rucker, et al. 2006a).

Por el contrario nuestro disefio correspondié a una serie consecutiva de LMA por lo
que no introdujo sesgo en los grupos y, como consecuencia, todos los grupos de
riesgo citogenético estaban representados. Por ello, hemos sido capaces de demostrar
que la LMA es una enfermedad muy heterogénea también a nivel genémico y que
estd caracterizada por una alta incidencia de pequefias alteraciones en el nimero de
copias de ADN. Sin embargo, esas alteraciones presentan una baja recurrencia en
cuanto a la especificidad de las regiones alteradas. Esto estd en concordancia con
estudios previos realizados en grandes series, usando herramientas de citogenética
convencional (Byrd, et al. 2002), donde la trisomia del cromosoma 8, se ha descrito
como el cambio gendmico mds recurrente en la LMA (con una frecuencia superior al
5%)(Alvarez and Cigudosa 2005; Mitelman F; Sanderson, et al. 2006). En nuestra
serie, esta aneuploidia ha sido la tnica alteracién observada en mas de un 10% de los

casos.

84



Estudio genomico de la leucemia mieloide aguda

En general, los cambios en el nimero de copias identificados mediante citogenética
convencional y los observados con el array genémico mostraron un alto nivel de
concordancia, probablemente debido a que ambas técnicas estin basadas en los
mismos eventos causales (errores genéticos). La mayoria de las alteraciones
gendmicas recurrentes descritas se detectaron en casos con cariotipo complejo, como
era previsible. Sin embargo en una proporcién sustancial de los casos clasificados en
los grupos favorable e intermedio también se identificaron alteraciones gendmicas
cuya presencia no habia sido detectada mediante la caracterizacién citogenética de
estas muestras. En el grupo de prondstico favorable detectamos la presencia de
alteraciones en el 72 % de los casos analizados (10 de 14 casos), de los cuales 5
presentaban més de cuatro alteraciones gendmicas (un genoma altamente inestable).
Este resultado explicaria la variabilidad en el curso clinico incluso en presencia de

alteraciones gendémicas conocidas y asociadas a un buen prondstico.

También detectamos que el 60% de los casos con cariotipo normal presentaban
cambios adicionales. Estos hallazgos contrastan con estudios previos, que situaban el
porcentaje de cambios en el niimero de copias en estos grupos de pacientes en menos
del 20% (Gorletta, et al. 2005; Raghavan, et al. 2005). Estas diferencias pueden
explicarse debido a las diferencias en resolucion y sensibilidad de las plataformas de
andlisis utilizadas. El arrayCGH utilizado en nuestro estudio tiene una resolucién
cuatro veces superior que la plataforma utilizada en los dos estudios mencionados
donde emplearon un array-SNP de 10000 sondas (frente a las 40000 incluidas en
nuestra plataforma.), el cual, ademds, tiene una menor sensibilidad que el array-CGH
para detectar cambios de nimero de copia. Nuestros resultados tampoco coincidian
con los obtenidos por Tyybakinoja y colaboradores quienes, utilizando la misma
plataforma que nosotros empleamos, tan solo detectaron alteraciones gendmicas
adicionales en un 15% de casos con cariotipo normal (Tyybakinoja, et al. 2007). En
este caso la diferencia con nuestro estudio residia en el tipo de andlisis
bioinformético. Nuestra aproximacion bioinformadtica, basada en una segmentacién
de mejor calidad, nos permitié obtener informacidn de regiones pequefias de menos
de 100Kb, 4 veces mds pequefias que las identificadas por el grupo finés, donde la
region mas pequefla detectada era de 0.4Mb. Finalmente, nuestros resultados fueron
corroborados por otro estudio paralelo que analiz6 23 muestras de LMA con

cariotipo normal obteniendo un porcentaje del 60% de casos con alteraciones
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gendmicas (Yamashita, et al. 2007). En conclusién, todos estos estudios, unidos al
nuestro, sugieren que la leucemia mieloide aguda no presenta regiones recurrentes de
pérdida o ganancia de ADN en las fases tempranas de la enfermedad sino una
inestabilidad gendmica dispersa y generalizada que afecta a todo el genoma.
Ademds, en el caso concreto del grupo de LMA con cariotipo normal (una de las
cuestiones mds frecuentes en este dmbito de la investigacién genética y
hematolégica), méds de la mitad de los casos presentan alteraciones gendmicas, pero

éstas no tienen consistencia o recurrencia en las regiones afectadas.

2. CLASIFICACION GENOMICA Y SUPERVIVENCIA USANDO
ARRAY-CGH.

La identificacién del nimero de eventos gendmicos (pérdidas o ganancias) en cada
una de las muestras analizadas y la baja recurrencia de alteraciones especificas, nos
ha llevado a analizar nuestra serie de LMAs en términos de patrones de inestabilidad

genomica.

La inestabilidad gendmica se ha propuesto como una unidad de medida de la
prediccion de prondstico clinico en otros estudios de cancer (Blaveri, et al. 2005;
Fridlyand, et al. 2006). Estudios recientes han demostrado que polimorfismos en
algunos genes de reparacién podrian ser usados como marcadores de mal prondstico
en LMA (Monzo, et al. 2006), indicando que los genes de reparacion de ADN son

cruciales para el control de la estabilidad gendmica.

Utilizando el nimero de alteraciones observadas en cada muestra hemos elaborado
un sistema de clasificacion. Los tres grupos de pacientes obtenidos en funcién del
nimero de  alteraciones mostraban  probabilidades de  supervivencia
significativamente distintas a 5 afios. Ademads, esta asociacion se demostrd
independiente de otros pardmetros clinicos y genéticos, tales como la edad, el

nimero de leucocitos en sangre o la clasificacion citogenética.

La clasificacién que hemos desarrollado propone que la presencia de una mayor
inestabilidad gendmica al diagndstico, se asocia a un curso clinico mds agresivo. En
nuestra serie, la capacidad de establecer el riesgo de un determinado paciente

utilizando esta clasificacion, es independiente de otros factores como la citogenética
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previa. Es importante remarcar este hallazgo, dado que en el momento actual la
identificacion de alteraciones citogenéticas asociadas a  determinados
reordenamientos que determinan la asignacién de un paciente a un grupo de riesgo
determinado no implican una prediccién de supervivencia independientemente
(Byrd, et al. 2002; Mrozek, et al. 2004). Por ejemplo, la presencia de una alteracién
numérica o estructural asociada a una translocacién de buen prondstico como la
t(8;21)(q22;922) o la inv(16)(p13;922) no modifica la inclusién del paciente en el
grupo favorable. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que cuando estos
cambios adicionales se identifican usando array-CGH (la mayoria de ellos invisibles
a la citogenética convencional) aquellos casos con prondstico favorable pero con un
genoma inestable presentan una supervivencia global mas baja que aquellos casos de

prondstico favorable con un genoma estable.

La presencia de mutaciones en el gen FLT3, en forma de duplicaciones en tindem, se
han asociado, a un peor prondstico en la poblaciéon de LMA de cariotipo normal
(Bienz, et al. 2005; Whitman, et al. 2001) Para determinar el efecto de mutaciones
FLT3-ITD en nuestra serie se analizé por separado el grupo de LMAs con cariotipo
normal, sin obtenerse una asociacién significativa con la supervivencia |,
probablemente debido al tamafio muestral del estudio. Sin embargo, si se observaron
asociaciones significativas entre supervivencia e inestabilidad gendmica en este
subgrupo de LMAs. Asi, en los casos de cariotipo normal con inestabilidad genémica
se observé un curso clinico mds agresivo que en los casos con menos de dos
alteraciones gendmicas (8% frente a 46% de supervivencia a 5 afios). Estos
resultados, ponen de relieve la necesidad de incluir los array-CGH en préximos
ensayos clinicos de pacientes con cariotipo normal y homogéneamente tratados,

para conseguir una mejor estratificacién en funcién del riesgo.

3. PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD EN LMA.

La pérdida de heterocigosidad (LOH) es un evento genético que produce la
eliminacion de una copia alélica, quedando solamente uno de los dos alelos
disponibles. Este evento puede ser debido a una pérdida alélica (Fong, et al. 1992) o
ser producido sin pérdida de dosis génica (Pfeifer, et al. 2007). Asi, el primer evento

es conocido comtinmente como delecidn, y el segundo evento como LOH neutral. La
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LOH neutral puede producirse por varias vias, pero la mds frecuente es la disomia
uniparental (DUP), causada por la delecién de una de las copias parentales en una
célula, y la consecuente duplicacién de la copia restante (obteniendo un alelo

diploide, pero homocigoto) (Engel 2006).

Hemos analizado, utilizando un array-SNP, 16 muestras de LMA para identificar
regiones de LOH, tanto debidas a deleciones como a LOH neutrales. En este estudio
observamos que once de las dieciséis muestras (69%) presentaban fendmenos de
LOH neutrales. Este porcentaje es marcadamente superior al observado por otros
grupos en estudios previos (Gorletta, et al. 2005; Raghavan, et al. 2005), donde sé6lo
se identificd esta alteracion en un 20% de casos . Esta variabilidad es probablemente
debida a la diferencia en la densidad de sondas de las plataformas utilizadas, dado
que en nuestro estudio, el nimero de sondas por ensayo, es treinta veces superior al
utilizado en trabajos previos (300000 sondas frente a 10000 en los dos estudios

previos).

El andlisis de las muestras de LMAs que presentaban alteraciones citogenéticas
numéricas o estructurales al diagndstico, demostrd la presencia de LOHs en 58% de
los casos (7 de 12 casos). Estos cambios se distribuian homogéneamente a través de

los tres grupos citogenéticos de riesgo.

La caracterizacién de las 18 LOH neutrales detectadas, se realizé de acuerdo con la
division genética clasica que diferencia la LOH que termina en los telémeros (LOH
neutral telomérica) y aquella que esta limitada por dos reordenamientos dentro del
mismo cromosoma (LOH neutral intersticial). En estudios previos se ha descrito una
alta frecuencia (10-20% de los casos) de LMAs con LOH neutrales teloméricas; Sin
embargo, en nuestra serie, las LOHs intersticiales resultaron ser mas frecuentes que
los eventos teloméricos (15 frente a tres, respectivamente). Estas diferencias, de

nuevo podrian ser debidas a la resolucion de la plataforma utilizada.

Las tres regiones LOH no incluidas como neutrales exclusivas fueron estudiadas
como un fenémeno aparte, debido a que tenian un caricter de complejidad que las
hacia diferentes del resto, al estar asociadas a variaciones de ndmero de copia. Esas
regiones, a denominadas LOH complejas, estaban compuestas por un evento de LOH

neutral flanqueado por deleciones. Estas alteraciones fueron encontradas en los
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cromosomas 8 y 17. En el momento actual se desconocen los mecanismos
moleculares que estdn detrds de estas regiones complejas. Basdndonos en su
frecuencia, hipotetizamos que una LOH compleja podria formarse inicialmente por
un evento de LOH neutral, seguido de deleciones secundarias a sus alrededores. Sin
embargo, el tamafio y los limites de las regiones implicadas sugieren la hipdtesis
contraria. En cualquier caso, las regiones de LOH, tanto las simples como las
complejos, son marcadores de interés en la inestabilidad gendémica, y podrian

contener genes fundamentales para el desarrollo del proceso leucemogénico.

4. CARACTERIZACION DE LAS REGIONES
RECURRENTEMENTE ALTERADAS MEDIANTE LA
COMBINACION DE ARRAY-CGH Y ARRAY-SNP.

La identificacion de las regiones recurrentemente alteradas para la identificacién de
posibles oncogenes o genes supresores es un apartado bdsico de los estudios de
array-CGH. En ausencia de un software adecuado que nos permitiera realizar un
andlisis automatizado de estas regiones, definimos las mismas compilando toda la
informacién de las alteraciones gendmicas para cada caso a lo largo de todo el
genoma, siguiendo el mismo modelo que el utilizado en trabajos previamente

publicados recientemente (Carrasco, et al. 2006).

El anélisis conjunto de los cambios en el nimero de copias en las 100 muestras de
LMA de novo estudiadas, nos permiti6 identificar regiones recurrentemente alteradas
en muestra serie. Por interés bioldgico y clinico, nuestro estudio de regiones
significativas se ha centrado en el andlisis de aquellas regiones minimas
significativamente asociadas al grupo de mal prondstico y alta inestabilidad (RMR-
r). Estas regiones fueron todas deleciones, y se situaron en los cromosomas 5, 16, 17
y 18. Ademas, al combinar los resultados de array-CGH y array-SNP, observamos la
aparicion de una nueva region recurrente en el brazo largo del cromosoma 20. La
caracterizacion de estas regiones recurrentemente alteradas sugiere que estas

regiones contienen genes potencialmente implicados en el desarrollo neoplésico.
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4.1. Eventos genomicos en el cromosoma 5.

La delecion en 5q ha sido exhaustivamente caracterizada tanto en casos de LMA
como en sindromes mielodispldsicos (Horrigan, et al. 1996; Santana-Davila, et al.
2008). Esta alteracién se presenta tanto como un evento aislado en SMDs,
asocidndose a una evolucién clinica relativamente benigna, como en LMAs en el
contexto de cariotipos complejos, asocidndose por tanto a un curso clinico agresivo.
En nuestro estudio la regién minima, delecionada en el 6% de los casos, presentaba
un tamafo de 735 kilobases y se localizaba en la citobanda 5q31.1. Esta region es la
mds pequefia descrita en estudios de delecién del cromosoma 5 en LMA (la regién
mads pequefia descrita en una serie es de 1.5Mb, situada en 5q31, a 3Mb de la nuestra
region propuesta) (Lai, et al. 2001). En esta region se localizan una gran variedad de
genes de interés. Seleccionamos como genes de especial interés PPP2CA, SKPIA,
UBE2B y CDKL3, debido a sus funciones bioldgicas. PPP2CA, isoforma alfa de la
subunidad catalitica de la proteina fosfatasa 2, tiene un papel crucial en la via de
reparacion del ADN. PPP2CA defosforila y-H2AX, facilitando la reparacién de las
roturas de doble hebra. La ausencia de esta proteina da lugar a una reparacién
ineficiente del ADN, lo que condiciona una hipersensibilidad a agentes capaces de

originar un dafio en el ADN(Chowdhury, et al. 2005).

UBE2B (también llamada RADG6) es la enzima conjugadora de ubiquitina 2B;
fundamental en la reparaciéon de ADN después de la replicacién en las células
eucariotas. RADG6 actiia uniendo la ubiquitina de PCNA (en inglés, ploriferating cell
nuclear antigen, o antigeno nuclear de células ploriferantes) (Hoege, et al. 2002). La
ubiquitinizacion de TP53 via RAD6 es esencial para asegurar la respuesta inducida
por dafio en el ADN durante la fase postreplicativa del ciclo celular (Lyakhovich and
Shekhar 2003). Un descenso en los niveles de expresion de RAD6 se ha observado
en neoplasias pulmonares, independientemente del estadio clinico de la enfermedad.
Este hallazgo sugiere que RAD6 podria ser gen supresor implicado en la

tumorogénesis (Sasaki, et al. 2004).

CDKL3 (también llamado NKIAMRE) es un homoélogo de la proteina de rata
NKIATRE, una kinasa dependiente de ciclina. Deleciones homocigotos de este gen
han sido previamente identificadas en el 50% de los casos de LMA o SMD con

delecién en 5q31 (Midmer, et al. 1999). Esta proteina es una kinasa relacionada con
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la proteina Cdc2, con actividad MAP kinasa y kinasa dependiente de ciclina, cuya
ausencia determinaria un pérdida en el control del crecimiento y la diferenciacion

celular (Yee, et al. 2003).

Finalmente, SKP1A, inicialmente descrita como una proteina de unién a ciclina F, y
a otras proteinas como Cdc4p y ciclina A, en el sitio de la caja F; dirige la
ubiquitinizacion de estas proteinas y consecuentemente su proteolisis, regulando el
ciclo celular (Bai, et al. 1996). SKP1 ademds forma parte del complejo ubiquitin
protein-ligasa SCF E3 (Zheng, et al. 2002). Este complejo es el responsable de
degradar proteinas de transcripcion y ciclo celular, como la [-catenina, cuya
degradacion se produce a través de la unién de esta a Siah, una proteina inducible por
P53, uniéndose posteriormente las dos al complejo SCF (Matsuzawa and Reed 2001).
Alteraciones en este grupo pueden desregular genes relacionados con la

tumorogénesis, tales como ciclina E (Hao, et al. 2007).
4.2. Eventos genémicos en el cromosoma 16.

En el brazo largo del cromosoma 16 se localizaron dos deleciones minimas
recurrentes Las deleciones en el brazo largo del cromosoma han sido descritas
frecuentemente en LMA (Byrd, et al. 2002; Marlton, et al. 1995; Yamamoto, et al.
2001), aunque nunca se han identificado genes candidatos. A diferencia de las
alteraciones estructurales equilibradas que afectan al esta regiéon como la inv(16), la
delecién 16q no se asocia a buen prondstico, dado que habitualmente aparece en el

contexto de cariotipos complejos (Betts, et al. 1992; Marlton, et al. 1995).

La regién minima situada en 16q23.1, identificada en este estudio en 4 LMAs,
presentaba un tamafio de 269Kb. En esta region tan solo se identific6 FA2H, como
secuencia génica con proteina conocida. Esta proteina es una hidroxilasa de 4cidos
grasos que ha sido implicada en el metabolismo lipidico (Uchida, et al. 2007)
aunque, sin embargo, hasta la fecha no tiene relevancia en el campo de la oncologia.
La segunda regién minima, situada en 16q24.2, con un tamafo mucho menor (32 kb)

y delecionada en cuatro LMAs, no presentaba ningtin gen conocido.
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4.3. Eventos genomicos en el cromosoma 18.

Observamos una delecién de 6.4 Mb en el brazo corto del cromosoma 18 en el 4% de
los casos analizados. Esta alteracidn se ha descrito ocasionalmente alterada tanto en
series analizadas mediante citogenética convencional, en las que se observa la
monosomia del cromosoma 18 (Sanderson, et al. 2006), como en series analizadas
mediante técnicas de citogenética molecular como la CGH convencional (Casas, et
al. 2004; Trost, et al. 2006), o el array-CGH (Rucker, et al. 2006a). En esta dltima
esta region aparece alterada en el 30% de los casos y la regién minima identificada
(desde la posiciéon 0.2Mb a 11Mb situada en el cromosoma 18) tiene una regién
comun con la regién minima encontrada en nuestra serie (entre la posicion 7.5Mb y
14Mb). Lamentablemente, esta regién contiene un mas de 30 genes conocidos, con lo
que resulta dificil la identificacién de posibles genes diana en esta region. Ademas,

estos genes no tienen una funcion relacionada con el cancer.

4.4. Eventos genomicos en el cromosoma 20.

La delecion del brazo largo del cromosoma 20 es un evento gendmico

recurrentemente descrito en la leucemia mieloide aguda (Bench, et al. 2000).

Utilizando la tecnologia de array-SNP, se detecté una region de pérdida de
heterocigosidad en el brazo largo del cromosoma 20. Al comparar esta region con el
estudio de nimero de copias realizado con array-CGH, se detect6 una regién de 7Mb
comun de deleciéon y LOH en la citobanda 20q13.2. En esta citobanda se localiza el
gen L3IMBTL, que es un gen del grupo polycomb (Boccuni, et al. 2003). Esta descrito
su papel como un gen supresor tumoral, recurrentemente subexpresado en SMD
debido a la pérdida de la copia salvaje del gen, por delecién del brazo largo del
cromosoma 20, junto a una hipermetilacién de la regiéon promotora del alelo residual

(Bench, et al. 2004; Li, et al. 2004).

Se necesitan nuevos estudios para determinar la influencia de este silenciamiento
como evento primario o adquirido durante la progresion de la LMA. El efecto en la
supervivencia global de esta deleciéon en LMA es dificil de determinar, al aparecer

habitualmente en el contexto de cariotipos complejos (Brezinova, et al. 2005). En
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nuestro estudio no hemos podido establecer asociaciones significativas entre esta

alteracion y las variables clinicas y citogenéticas estudiadas.

4.5. Eventos genémicos en el cromosoma 17.

El cromosoma 17 es uno de los cromosomas mds ampliamente estudiados en céncer.
Entre otros genes de interés, este cromosoma contiene 7P53 (17p13.1), ERBB2 o

BRCAI (ambos en 17g21).

En el cromosoma 17 identificamos una regién minima delecionada de 1.5 megabases
en la citobanda 17q11.2. Esta alteracion se identificé en un 7% de los casos de
nuestra serie, observandose fundamentalmente en pacientes incluidos en el grupo
citogenético de prondstico adverso (42% de los cariotipos adversos presentaban esta
delecién). En la mayoria de los casos (en 4 de los 5 casos) se observaban pequefas
deleciones, inferiores a 4 Mb. Dos genes TP53 y NF1, se seleccionaron como los
genes diana de la delecion. El gen NFI (neurofibromatosis-1), es un gen supresor de
tumores, de gran tamafio, que ocupa de 350 kb. Este gen codifica la proteina
neurofibromina. La inactivacidon autosomica en la linea germinal de NF/ da lugar al
desarrollo del sindrome autosémico dominante neurofibromatosis-1 (o
neurofibromatosis de Von Recklinghausen). En este sindrome donde la inactivacion
de una copia de NFI predispone al desarrollo de neoplasias sdlidas y hematoldgicas

(Reynolds, et al. 2003).

A nivel de alteraciones en la serie mieloide, este sindrome predispone al desarrollo
de leucemias mielomonociticas juveniles (LMMJ) en la infancia, a través de la
inactivacién de la copia salvaje, por pérdida de heterocigosidad o por modificaciones
epigenéticas de este gen. (Miles, et al. 1996; Stephens, et al. 2006). Asi mismo, en
algunos pacientes con LMMIJ sin evidencia clinica del sindrome de la
neurofibromatosis, se ha descrito la presencia de mutaciones autosémicas adquiridas
en NF1 (Side, et al. 1998). Hasta el momento no existen suficientes evidencias sobre
el estatus mutacional del gen NFI en las LMAs desarrolladas en pacientes adultos,
probablemente debido a que el gran tamafio de este gen (57 exones), dificulta su
estudio. Sin embargo, estudios a nivel de la proteina neurofibromina han detectado

un descenso de la misma en 30% de las 66 LMAs estudiadas (Lu, et al. 2003).
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Discusion

A nivel bioldgico, NF1 controla los niveles de expresidon del oncogén RAS; se ha
demostrado que las mutaciones de NFI producen una proteina aberrante que
desregula los niveles de RAS, lo que fuerza a su vez la desregulacién de mTOR,
produciendo una respuesta descontrolada e inadecuada a multiples factores de
crecimiento (Johannessen, et al. 2005; Zhang, et al. 1998). Recientemente, se ha
demostrado que los ratones hemicigotos para NF/ son més sensibles a los estimulos
carcinogénicos, que resultan en desérdenes hematolégicos independientes de
mutaciones de 7P53 (Chao, et al. 2005). Posiblemente, las células troncales
hemicigotas para NFI podrian, en un inicio, estar predispuestas a otros efectos
mutagénicos que causaran una segunda mutacion o alteracién capaz de producir el
desorden hematoldgico, como pasa en los casos de LMMJ desarrollados en pacientes

con el sindrome NF1(Zhang, et al. 2001).

Paralelamente a nuestro estudio, el estudio de Rucker et al, que incluia 60 casos con
cariotipo complejo, también identifico el gen NFI como un gen diana de la delecion
del brazo largo del cromosoma 17. En nuestro caso esta delecion no solo se observé
en el grupo adverso, sino que también se observd en 2 casos del grupo de riesgo
citogenético favorable. En este trabajo previo esta deleciéon se describid
concomitantemente con la delecion del gen TP53, observiandose incluso un mayor
nimero de casos son delecién de TP53 que con delecion de NFI (55% frente a 22%)
(Rucker, et al. 2006a). Sin embargo, esto no sucedia asi en nuestra serie, en la que la
delecion de NFI se observaba tanto sola como asociada a la delecién de 7P53. Para
determinar la contribucién de TP53 en nuestra serie realizamos estudios de LOH y
andlisis mutacional de este gen observando se confirmé que la delecion de NFI no

tenia por qué ir acompafiada de delecién, ni mutacién, en TP53.

La validacion de este hallazgo la realizamos utilizando una serie de 38 casos nuevos
de LMA donde se demostré que NFI se encontraba delecionado en un porcentaje
similar de casos (10% de los casos), confirmandose asi por primera vez que la
delecién del gen NF1 es la alteracion citogenética mas recurrente, junto a la trisomia

8 en esta enfermedad.

La delecion de NFI ha sido también descrita recientemente en LMAS, con
reordenamientos del gen MLL y en un 10% de las leucemias linfociticas agudas

infantiles T (LLA-T) (Balgobind, et al. 2008). A pesar de que los porcentajes puedan
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variar, estos datos, unidos a los nuestros, confirman que NF/ es un gen implicado en
la leucemogénesis, siendo necesario el desarrollo de modelos biolégicos que nos

permitan un mejor entendimiento de su papel en la enfermedad.
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1. La caracterizaciéon gendémica de la leucemia mieloide aguda utilizando array-CGH
ha permitido detectar cambios gendémicos en un 90% de las muestras analizadas.
Después de filtrar esos cambios con los polimorfismos de cambio de nimero de
copias recogidos en las bases de datos internacionales, ese porcentaje se redujo al

74% de las muestras analizadas.

2. Las variaciones en el niimero de copias de ADN en la LMA no muestran una gran
recurrencia. Todos los cambios detectados (salvo la trisomia 8) presentaron una
recurrencia menor del 10%. Es decir las deleciones y las duplicaciones detectadas no

presentaban un patrén de localizacién muy definido

3. Ante esta situacién, hemos propuesto segregar la poblaciéon de LMA utilizando el
nimero de cambios gendmicos por caso como criterio para definir patrones o
subgrupos. Esta clasificaciéon de base gendmica establece tres grupos. El primer
grupo, llamado estable, constaba de 46 casos que tenfan un maximo de una variacion
de niimero de copia por caso. El segundo grupo, llamado inestable, constaba de 30
casos, los cuales tenfan 2 o 3 variaciones de nimero de copia por caso. Finalmente,
se cred un tercer grupo de alta inestabilidad, compuesto por 24 casos, que tenian

cuatro o més variaciones de nimero de copia por caso.

4. La clasificacion utilizando criterios gendémicos tiene valor prondstico
independiente de la clasificacion citogenética convencional. La clasificacion
gendémica, ademds, introduce un grupo de buen prondstico (grupo estable) que tres
veces mayor en nimero de casos al grupo de riesgo favorable citogenético y un
grupo de mal prondstico (alta inestabilidad), que es dos veces mayor que el grupo de
riesgo adverso citogenético, mantienendo valores de supervivencia global e

intervalos de confianza similares.

5. Al contrario que otras enfermedades genéticas, donde existen alteraciones en
genes implicados en vias concretas, la LMA presenta una falta de eventos genéticos
recurrentes. Por ello, proponemos considerar la LMA como una enfermedad

gendmica, ya que es posible clasificarla en base a la cantidad de genoma alterado.

6. El andlisis de regiones de pérdida de heterocigosidad ha permitido corroborar que
este evento gendmico es muy comun en la leucemia mieloide aguda. Nuestro estudio

describi6 fenémenos de LOH neutras en un 75% de las muestras analizadas. Después



de filtrar esos cambios con las regiones de homocigosidad detectadas en la poblacién
sana del estudio, ese porcentaje se redujo al 56% de las muestras analizadas.
Ademds, se ha detectado un patrén de alteraciones complejas compuestas de pérdida
de heterocigosidad y cambio de nimero de copia que podria tener interés en el

estudio de los cariotipos complejos.

7. El anélisis combinado de herramientas gendémicas ha permitido detectar regiones
de interés para el estudio del proceso tumoral en la leucemia mieloide aguda. Entre
ellas destaca la region delecionada en el brazo largo del cromosoma 17,
del(17)(q11,2), observada en el 7% de los casos, que incluye el gen supresor de
tumores NF'I/. Hemos validado la presencia de la delecidn en una serie independiente
usando técnicas de citogenética y mediante el andlisis de la proteina resultante. Dado
que los efectos de la delecién de este gen en modelos animales demuestran su
relacion con el proceso neopldsico mieloide, a través de la activacién del oncogén
RAS, nuestros datos indican que esta ruta debe ser explorada para determinar su

valor diagndstico y posiblemente terapéutico en la LMA.
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ANEXO I: MATERIAL SUPLEMENTARIO







Tabla suplementaria 1: informacion clinica de los casos utilizados para el estudio

Caso | Pronéstico Cariotipo previo FLT3 OMS | Edad | NLS LDH |%Blasto| Infiltrado | ECOG | Estado 2"',?'3;2?1

1 | Favorable 46,xx,‘:1?e’|)((1)§’)i?g1( 23?1&%1(?6?(2;1) 3:022) WT | inv(16) | - - - 81 - - - -

2 Intermedio 46,XY,del(7)(q31) WT M5 62 - - 68 - - Fallecido -

3 Intermedio 47,XY,+8 FLT3-ITD M5 20 - - 65 - - Fallecido -

4 Intermedio 46,XY FLT3-ITD M5 47 97300 - 98 No 0 Fallecido 1.63
5 Favorable 46,XX,inv(16)(p13g22) WT inv(16) 67 - - 70 - - Fallecido 36.67
6 Favorable 45,X,-Y,1(8;21)(q22;922) WT t(8;21) 28 41900 1967 74 Si 1 Vivo 60.00
7 Intermedio 46,XY,del(20)(q12) WT M5 74 21100 - 92 No 0 Fallecido 39.00
8 Intermedio 46,XY,del(7)(q22) WT M1 68 10900 240 60 No 1 Fallecido 0.63
9 Favorable 46,XY,inv(16)(p13g22) WT inv(16) 57 1290 - 82 - - Fallecido 4453
10 Favorable 47,XX,+8,inv(16)(p13qg22) WT inv(16) 51 120000 895 70 No 2 Fallecido 4.77
11 Intermedio 46,XX WT M6 67 4300 577 25.6 No 0 Vivo 60.00
12 Intermedio 46,XY/45,XY,-18 WT M2 79 31600 441 99 No 2 Fallecido 0.90
13 Favorable 46,XX,inv(16)(p13g22) WT inv(16) 46 40500 350 32 No 0 Fallecido 13.70
14 Intermedio 47 XX,+8 FLT3-ITD M1 66 62500 1746 99 No 1 Vivo 60.00
15 Intermedio 46,XY FLT3-ITD M2 71 54000 864 68 No 0 Fallecido 8.40
16 Intermedio 46,XX,16gh+ WT M4 40 - - 43 Si 2 Fallecido 11.03
17 Intermedio 46,XY WT M5 63 31000 286 82 No 1 Vivo 60.00
18 Favorable 46,XX,1(8;21)(922;922) WT t(8;21) 49 6100 300 55 No 2 Fallecido 12.67
19 Intermedio 46,XX WT M4 64 24000 880 53 No 0 Fallecido 17.30
20 Intermedio 47, XY,+19 WT M2 27 2300 680 37 No 1 Fallecido 9.10
21 Intermedio 47 XY,+8 FLT3-ITD M6 46 9510 - 91 - - Fallecido -
22 Intermedio 46,XY FLT3-ITD M2 48 150000 529 85 No 1 Fallecido 22.60

46,XX,del(5)(q13g31)
23 Adverso 46,XX,del(5)(q13g31),der(12)add(12)(p13), - WT M4 72 3810 570 66 No 3 Fallecido 2.57
16,der(17)add(17)(p13),-18,+2mar

24 Intermedio 46,XY WT M1 78 15900 323 73 No Fallecido 1.90
25 Adverso 46,XX,t(6;9)(p23;q34) FLT3-ITD M4 30 6700 491 66 No Fallecido 11.63




Meses de

Caso | Pronéstico Cariotipo previo FLT3 OMS Edad NLS LDH |%Blasto| |Infiltrado | ECOG | Estado evolucién
26 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M1 28 14450 16764 92 No - Fallecido 713
27 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M2 55 43600 607 74 No 1 Vivo 60.00
28 Intermedio 46,XY WT M5 67 - - 82 - - Fallecido 4.67
29 Intermedio 47,XX,+8 FLT3-ITD M5 67 89840 6687 91 No 1 Fallecido 1.47
30 Intermedio 46,XX WT M4 65 3290 441 45 No 1 Vivo 60.00
31 Intermedio 47,XY,+8 WT M2 56 12000 - 68 No - Vivo 60.00
32 Intermedio 47, XX,+8 WT M5 23 3300 2414 74 - - - -
33 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M2 70 69000 2074 93 No Fallecido 10.40
34 Intermedio 46,XY WT M1 39 65970 4670 70 No Vivo 58.80
35 | Favorable 46XV qﬁf’ﬁ (’iz';‘(’é;?))(ﬁ]1v‘3‘1‘§)2()p1 322) WT | inv(ie) | 73 | 23600 | 906 85 . . Vivo 57.50
36 Intermedio 46,XY WT M5 64 16100 1082 93 No 1 Fallecido 32.60
37 Adverso 46,XX,-7,+mar WT M6 75 - - - - - -
38 Intermedio 46,XY WT MO 74 1600 339 97 - - Fallecido 0.50
39 Intermedio 47,XY,+13 WT M1 76 440000 2680 83 Si 2 Fallecido 1.07
40 Intermedio 46,XY FLT3-ITD M1 72 110007 | 2100 75 No 1 Fallecido 18.07
4 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M4 86 38800 1433 72 No 1 Fallecido 4.57
42 Intermedio 46,XX WT M2 76 193000 | 2453 50 Si - Fallecido 0.20
43 Intermedio 47 XY,+8 WT M6 80 3000 - 23 No 3 Vivo 54.73
44 Intermedio 48,XY,+6,+8 WT M6 66 1400 773 51 No 0 Fallecido 6.07
45 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M2 69 87000 695 85 No 1 Fallecido 1.93
46 Intermedio 46,XY WT M5 43 75000 1162 100 No 4 Fallecido 0.77
47 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M1 74 200000 481 94 No 0 Fallecido 0.27
48 Intermedio 46,XY WT M1 32 159000 780 96 No 0 Vivo 45.97
49 Intermedio 46,XX WT M4 53 16000 418 71 No 0 Vivo 40.77
50 Intermedio 48, XX,+11,+14 WT M1 57 3000 232 62.4 No 1 Vivo 38.67
51 Intermedio 46,XY WT M1 66 18000 840 75 No 2 Fallecido 0.80
52 Intermedio 47,XY,+8 WT MO 81 15700 469 80 No 1 Fallecido 4.73
53 Intermedio 47,XY,del(5)(q13931),+21 WT M2 51 2400 - 90 No 1 Fallecido 2.13




Meses de

Caso | Pronéstico Cariotipo previo FLT3 OMS Edad NLS LDH | %Blasto | Infiltrado ECOG | Estado evolucién
54 Intermedio 46,XY,del(20)(q11) WT MO 86 17100 - 54 No 2 Fallecido 2.87
55 Intermedio 46,XY FLT3-ITD M5 46 - - 86 - - - -
56 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M2 73 58000 771 95 No 1 Fallecido 3.80
57 Intermedio 46,XX,del(7)(q11g22) WT M5 24 - - 86 - 1 Vivo 34.27
58 Intermedio 46,XY,i(14)(g10) WT M5 60 163000 347 75 No 2 Fallecido 5.97
59 Adverso 46,XX,-7,+mar WT M1 76 4400 310 25 No 2 Fallecido 6.77
60 Intermedio 46,XY FLT3-ITD M2 63 3500 315 70 No 0 Vivo 34.57
61 Favorable 46,XY,t(8;21)(922;922) WT 1(8;21) 25 7800 1079 70 No 1 Vivo 32.67
62 Intermedio 46,XX WT M5 64 84600 823 74 No 1 Fallecido 7.07
63 Intermedio 46,XX,t(7;11)(p15;p15) WT M2 60 7300 472 40 No 1 Fallecido 21.13
64 Intermedio 46,XX WT M5 59 2600 984 90 Si 1 Fallecido 12.80
65 Intermedio 46,XX WT M4 37 73400 3222 37 - 2 Fallecido 0.40
66 Intermedio 48,XY,+8,+9 WT M5 44 13000 771 90 No 1 Fallecido 3.50
67 Favorable 45,X,-Y,1(8;21)(922;922) WT 1(8;21) 28 13900 2195 51 No 1 Vivo 24.73
68 Intermedio 46,XX WT M2 73 1300 540 56 Si 3 Fallecido 7.33
69 Intermedio 47,XY,+8 (37%) WT M5 72 95000 9552 88 No 3 Fallecido 0.03
70 Adverso 53,XX,inv(1)(p?;97?),+8,+21x6 [33%)] WT M5 70 1700 295 90 No 1 Fallecido 12.13
71 Intermedio 46,XX WT M5 64 86000 1159 80 No 0 Vivo 20.60
72 Adverso 46,XX,+8,+8,-17,-18 [71%] WT M1 68 4940 1794 98 Si 2 Fallecido 8.13
73 Intermedio 47, XX,+9 [83%)] WT M5 54 4400 268 85 No - Fallecido 4.80
74 Adverso 46,XY FLT3-ITD MLL 76 133200 | 1893 95 No 3 Fallecido 0.27
75 Intermedio 47 XY,+8 WT MO 60 2380 628 91 No 1 Vivo 12.43
76 Intermedio 46,XY,add(1)(p36) [40%)] WT M5 76 55600 1274 74 - - Fallecido 0.57
77 Intermedio 46,XY WT M1 69 1300 385 49 No 3 Fallecido 0.77
78 Intermedio 46,XX WT M2 52 77900 1498 77 No 0 Vivo 14.90
79 Adverso 44 XY ,der(1q),-5,-9,i(9)(q10),add(19)(q13) [47%] WT M1 56 4400 792 25.2 No 2 Fallecido 7.40
80 | Adverso | *3XY.0el3a)del(5a). 7, adali2)p13)add(1n)pi2) |y M1 77 | 4000 | 202 | 90 No 1 | Fallecido | 0.57
81 Adverso 45,X,-Y,der(17)dup(7)(q21932) WT M5 80 102000 941 75 No 3 Fallecido 0.27




Caso | Pronéstico Cariotipo previo FLT3 OMS | Edad | NLS LDH |%Blasto| Infiltrado |ECOG | Estado Q"Vi?ﬁi.gﬁ
82 | Adverso 45’Xx'de'(4q)"1’35"(:2&119;§‘(9ﬁ)é‘)’f$ Jadd(11p). 12, WT M4 79 | 15980 | 599 70 No 4 | Fallecido 0.20
83 Intermedio 47,XY,+13 [57%] FLT3-ITD Mo 71 3200 321 40 No 1 Vivo 12.97
84 Intermedio 46,XY - M4 64 1000 525 42 No 2 Vivo 13.93
85 Intermedio 47,XY,+8 WT M2 64 21100 920 21 No 1 Fallecido 8.67
86 Favorable | 46,XY,del(2q),del(5q),del(11q), +2mar,inv(16)(p13;922) WT inv(16) 40 34500 877 70 No 0 Fallecido 217
87 Favorable 51,XY,+8,+13,+14,+20,+22, inv(16)(p13;922) WT inv(16) 20 14900 813 56 No - Fallecido 0.77
88 Intermedio 47,XY,del(20)(q11)x2 WT Mé 71 3820 - 42 No 1 Fallecido 3.07
89 Intermedio 46,XX WT M1 32 3600 380 83 No 1 Vivo 6.43
90 Favorable 46,XY,inv(16)(p13g22) WT inv(16) 41 82900 2852 70 No 0 Vivo 7.57
91 Intermedio 46,XX WT M1 32 3950 350 88 No 3 Vivo 5.00
92 Favorable 46,XY,inv(16)(p13922) WT inv(16) - - - 52 - - - -
93 Intermedio 46,XX WT M4 76 24860 581 57 No 1 Fallecido 0.37
94 Intermedio 46,XX FLT3-ITD M2 64 6400 3452 56 No 1 Vivo 5.73
95 Intermedio 46,XY WT M5 - - - 69 - - - -
96 Intermedio 46,XY WT M1 75 2000 662 90 No 0 Vivo 5.43
97 Intermedio 46,XX WT M4 37 11720 582 36 No 0 Vivo 6.40
98 Intermedio 46,XX WT M5 74 4000 415 74 No 2 Fallecido 4.20
99 Adverso | 46,XY,t(11;12)(q13;p13),der(12p),del(17)(p13),der(17p) WT MO 75 2200 376 37 No 0 Vivo 3.93
100 Intermedio 47,XY,+19 WT M5 75 60000 1940 88 Si 2 Fallecido 0.17

Pronéstico: grupo de riesgo citogenético utilizando la CALGB

FLT3: andlisis de la presencia de mutaciones de repeticién interna en tindem en el gen FLT3
OMS: clasificacién de la LMA por el criterio de la OMS

Edad: edad al diagnéstico (en afios)

NLS: niimero de leucocitos en sangre (células/ul)

LDH: lactato deshidrogenasa (UI/L)

% Blastos: porcentaje de blastos en médula

Infiltrado: presencia de infiltrado extramedular

ECOG: escala ECOG

Estado: estado del paciente (muerto o no) a los cinco afios tras el diagndstico
Meses de evolucion: meses de vida del paciente (maximo cinco afios)




Estudio genomico de la leucemia mieloide aguda

Tabla suplementaria 2. Polimorfismos de niimero de copia detectados en LMA
utilizando array-CGH

Polimorfismo Chr Comienzo Fin Tamaiio (pb) | Casos
Ganancia 1 12795076 13101013 305937 32
Ganancia 1 103875725 104009322 133597 75
Ganancia 2 241114617 241166617 52000 53,81
Ganancia 3 199216869 199292130 75261 6
Ganancia 4 3488130 3556852 68722 67
Ganancia 5 179154835 179159242 4407 81
Ganancia 7 142276697 142351543 74846 60
Ganancia 7 142863066 143094553 231487 59
Ganancia 8 55045477 55247833 202356 62
Ganancia 12 52635734 52666934 31200 52
Ganancia 15 41676219 41726139 49920 21
Ganancia 16 593282 640311 47029 81
Ganancia 16 34481842 34847384 365542 72
Ganancia 17 21260658 21442522 181864 20
Ganancia 17 76966394 77047563 81169 1,81
Ganancia 19 1067068 1162699 95631 31
Ganancia 19 1376923 1390200 13277 3,21,32,63
Ganancia 20 60418677 60478172 59495 53
Delecién 1 1286916 1532140 245224 64
Delecion 1 1532086 1536363 4277 82
Delecién 1 16794038 16977123 183085 75,87
Delecion 1 103875725 104009322 133597 1,11,12,39,48,59,61,65,76,77,78,85, 89,91,93,95
Delecion 1 193477721 193528820 51099 5,12,16,17,18,30,37,44,48,53,59,66,72,73,87,89,92,93
Delecion 2 110199090 110337776 138686 41
Delecion 2 130843354 131033903 190549 72
Delecion 2 242646352 242757116 110764 12,89,91
Delecién 3 15068057 15088471 20414 52
Delecion 5 171560278 171603838 43560 59
Delecién 6 204528 295265 90737 6,16,23,48,85
Delecion 6 31275262 31315719 40457 10
Delecion 6 32066971 32088729 21758 9,27,76
Delecién 7 62098454 62277792 179338 50
Delecion 7 142351484 142398232 46748 15,38,39,99
Delecién 10 81687481 81695442 7961 34
Delecion 11 484533 522279 37746 94
Delecién 14 47317645 47520952 203307 27
Delecion 15 41676219 41726139 49920 6
Delecion 16 390584 511828 121244 59
Delecion 17 37100216 37123151 22935 4
Delecién 17 42143048 42360303 217255 86
Delecién 19 22805184 23128961 323777 80
Delecién 21 10013263 10079120 65857 21
Delecion 22 14433473 15605162 1171689 45
Delecion 22 20647659 20747674 100015 25
Delecién 22 23946476 24216807 270331 96
Delecion 22 24156238 24216807 60569 34
Delecién 22 37683612 37709985 26373 26




Anexo I: Material Suplementario

Tabla suplementaria 3. Alteraciones detectadas en LMA utilizando array-CGH

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamarno (Kb)
1 inv(16) Ganaplcia 6 27208521 27212836 4.32
Delecion 13 57009987 57197787 187.80

2 Resto intermedios - - - -
Delecion 6 32477762 32605337 127.58
3 Trisomia simple Gananc?a 8 181530 146250824 146069.29
Ganancia 19 602028 633057 31.03
Ganancia 19 53909246 53924758 15.51
4 Cariotipo normal - - - - -
Delecion 1 149386203 149399354 13.15
5 inv(16) Delecic?n 15 54855502 54986764 131.26
Delecion 17 24394045 27576519 3182.47
Delecion 21 34277780 36229777 1952.00
6 1(8:21) Delecion 1 149386203 149399354 13.15
Delecion 2 62639539 62780809 141.27
Delecion 4 62447 4983488 4921.04
7 Resto intermedios Ganancia 11 110936751 133951370 23014.62
Delecion 20 30897918 49388214 18490.30
8 Resto intermedios Delecion 7 95458771 148149728 52690.96
9 inv(16) Delecion 20 43638107 43692923 54.82
Ganancia 1 198168603 198192467 23.86
Delecion 3 110503436 110719842 216.41
10 inv(16) Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Ganancia 18 6932021 8343275 1411.25
Ganancia 20 44001697 44078612 76.92
Ganancia 21 44381910 44413495 31.59
11 Cariotipo normal  Ganancia 8 47655222 48067921 412.70
Delecion 7 149268 63879603 63730.34
Delecion 11 7777067 7774613 2.55
12 Resto intermedios Delecion 12 53642606 53754598 111.99
Delecion 18 170229 13816094 13645.87
Delecion 20 28081598 29423700 1342.10
13 inv(16) Delecic:m 16 15705303 16213237 507.93
Delecion 16 65595593 67107679 1512.09
14 Trisomia simple  Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
15 Cariotipo normal - - - - -
16 Cariotipo normal Ganancia 11 66952782 66960508 7.73
17 Cariotipo normal - - - - -
18 1(8;21) - - - - -
19 Cariotipo normal - - - - -
20 Trisomia simple  Ganancia 19 232080 63784382 63552.30
Delecion 1 155139399 155351678 212.28
Delecion 6 26346139 26378998 32.86
21 Trisomia simple  Delecion 7 54532292 54746162 213.87
Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Ganancia 19 4316115 4354030 37.92

22 Cariotipo normal - - - -




Estudio genomico de la leucemia mieloide aguda

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamarno (Kb)
Delecion 5 64480424 154801366 90320.94

Delecion 6 73428247 74286278 858.03

Delecion 12 15665223 16406192 740.97

Ganancia 12 16594603 16676972 82.37

Delecion 12 16935827 19538196 2602.37

Delecion 16 45258 88651780 88606.52

3 Complejo Delecic:m 17 15432414 23709984 8277.57
Delecion 17 25747113 31456690 5709.58

Delecion 18 170229 16904246 16734.02

Delecion 18 21866420 30700104 8833.68

Delecién 18 38169137 76083117 37913.98
Ganancia 21 10013263 33027142 23013.88
Ganancia 21 36517408 42427453 5910.05
Ganancia 21 45827900 46892352 1064.45

24 Cariotipo normal - - - - -

25 Resto adversos  Ganancia 7 64090975 64136145 4517

26 Cariotipo normal - - - - -

27 Cariotipo normal - - - - _

28 Cariotipo normal - - - - -

o9 Trisomia simple Ganancia 7 127410523 127538375 127.85
Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
30 Cariotipo normal Delec!c’)n 12 52939144 52961859 22.72
Delecion 19 8292714 8341667 48.95

31 Trisomia simple  Ganancia 10 138206 135293404  135155.20

30 Trisomia simple Ganancia 8 181530 146250824  146069.29

Ganancia 19 53917176 53924758 7.58
33 Cariotipo normal  Delecioén 15 39339722 39361680 21.96
34 Cariotipo normal  Delecion 1 148556830 148601248 44.42
35 Inv(16) - - - - -
Ganancia 9 89474382 89663932 189.55
36 Cariotipo normal  Ganancia 18 13875256 13961521 86.27
Ganancia 18 61189566 61430753 241.19
37 Resto adversos Delecion 7 149268 158588112 158438.84

Ganancia 21 10013263 46892352 36879.09

38 Cariotipo normal - - - - -

39 Trisomia simple  Ganancia 13 18601703 114077122 95475.42

40 Cariotipo normal Deleci(:)n 6 22679441 22700683 21.24
Delecion 7 21098797 21230591 131.79
41 Cariotipo normal DeIeC!(:)n 6 8046936 18332437 10285.50
Delecion 11 7777067 7774613 2.55
42 Cariotipo normal  Delecién 21 28368917 28418310 49.39
43 Trisomia simple  Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Delecion 1 92077244 92233560 156.32
Delecion 3 171590713 171634444 43.73
Delecion 3 186735226 187100440 365.21
44 Doble trisomia  Ganancia 6 204528 170809934 170605.41
Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Delecion 15 39263642 39466885 203.24
Ganancia 17 38832482 39014573 182.09




Anexo I: Material Suplementario

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamarno (Kb)
45 Cariotipo normal Deleciép 7 143390024 144615745 1225.72
Ganancia 13 19104540 19255024 150.48
Delecion 3 145827082 146012587 185.51
46 Cariotipo normal  Ganancia 4 98112136 98185795 73.66
Ganancia 18 13875256 13961521 86.27
Ganancia 1 224312023 224909699 597.68
47 Cariotipo normal Ganancia 2 172777833 172791872 14.04
Ganancia 3 39119326 39209044 89.72
Ganancia 12 48637052 48645669 8.62

48 Cariotipo normal - - - - -

49 Cariotipo normal - - - - -

Delecién 9 34105673 34178026 72.35
50 Doble trisomia  Ganancia 11 186966 133951370  133764.40
Ganancia 14 18402516 106329869 87927.35

51 Cariotipo normal -

52 Trisomia simple Ganarlcia 8 181530 146250824 146069.29
Delecién 9 34105673 34178026 72.35
Ganancia 5 1930595 1932462 1.87
53 Resto adversos  Delecion 5 90712814 158761738 68048.92
Ganancia 11 65793544 65858485 64.94

54 Cariotipo normal  Delecién 20 30585065 49834736 19249.67

55 Cariotipo normal -

56  Cariotipo normal Delecién 7 54596358 54746162 149.80
57  Resto intermedios Ganarlcia 7 149268 62277792 62128.52
Delecién 7 62553122 158588112 96034.99
Delecién 12 45896674 46052722 156.05
58 Trisomia simple  Ganancia 14 18402516 106329869 87927.35
Ganancia 19 60632058 60853735 221.68
Delecién 4 57236373 57683223 446.85
Delecién 5 68203607 70784638 2581.03
Delecién 5 133526865 134264343 737.48
Delecién 7 149268 75885451 75736.18
59 Resto adversos DeIec?c:Jn 7 147693185 158588112 10894.93
Delecién 8 30557351 30721635 164.28
Delecién 8 33348916 33525017 176.10
Delecién 11 57032486 57267060 234.57
Delecion 11 61840384 62404326 563.94
Ganancia 19 2166856 2203064 36.21
60 Cariotipo normal - - - - -
61 18:21) Ganancia 10 26651992 26767274 115.28
Ganancia 18 25349753 25553838 204.09
62  Cariotipo normal Gananc!a 6 39374262 39380117 5.86
Ganancia 18 61189566 61430753 241.19
Ganancia 2 233099731 233170091 70.36
63  Resto intermedios Delecion 7 54596358 54746162 149.80

Delecion 14 18402516 18765437 362.92




Estudio genomico de la leucemia mieloide aguda

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamarno (Kb)
Delecién 7 99885360 99923768 38.41

64  Cariotipo normal Delec?cj)n 11 66952782 66960508 7.73
Delecion 19 8292714 8341667 48.95

Delecion 20 32611751 32612047 0.30

65  Cariotipo normal Delecién 6 28205805 28218925 13.12
Delecién 3 196133259 196270358 137.10

66 Doble trisomia  Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Ganancia 9 204367 138284752 138080.39

Ganancia 3 42676533 42706908 30.38

67 t(8;21) Ganancia 10 360819 966693 605.87
Ganancia 14 36055761 36120957 65.20

Delecién 2 23962709 26320483 2357.77

68  Cariotipo normal Ganancia 16 1111470 1211711 100.24
Ganancia 19 50541405 50587942 46.54

69 Trisomia simple Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Ganancia 19 60658091 60853735 195.64

Ganancia 8 181530 146250824 146069.29

Delecion 12 6748327 7708477 960.15

Delecion 17 71488671 71511380 22.71

70 Complejo Delecién 20 29870997 43137505 13266.51
Ganancia 21 10013263 34277839 24264.58

Delecion 21 34332139 36643532 2311.39

Ganancia 21 36685700 46892352 10206.65

71 Cariotipo normal  Ganancia 4 42889123 43060891 171.77
Delecién 2 162307200 242757116 80449.92

Delecién 7 64090975 64714017 623.04

Ganancia 8 181530 146250824 146069.29

79 Complejo Ganarlcia 16 45258 31835614 31790.36
Delecion 16 34059589 34242154 182.57

Delecion 16 45172598 88651780 43479.18

Delecion 17 48539 46826980 46778.44

Delecion 18 170229 76083117 75912.89

Delecién 3 191560644 191855430 294.79

Ganancia 7 16607806 16996069 388.26

73 Resto intermedios Delecién 9 20336094 20943091 607.00
Ganancia 9 20992866 138284752 117291.89

Ganancia 11 117907606 133951370 16043.76

74 Cariotipo normal DeIecic:)n 7 54596358 54746162 149.80
Delecion 12 4525039 4579165 5413

75 Trisomia simple Delecion 9 137258417 137318434 60.02
Ganancia 10 138206 135293404 135155.20

Delecién 1 604268 28647274 28043.01

. . Ganancia 1 142416822 245422419 103005.60

76 Restointermedios - ncia 3 139856678 199292130 59435.45
Delecion 21 28368917 28418310 49.39

77  Cariotipo normal Delecion 21 28368917 28418310 49.39
78 Cariotipo normal - - - - -




Anexo I: Material Suplementario

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamano (Kb)
Delecién 5 148243 20599752 20451.51
Delecién 9 204367 1728574 152421
Ganancia 9 1972355 7952341 5979.99
Delecién 9 15581401 23650030 8068.63
Ganancia 9 23843392 25357384 1513.99
Ganancia 9 27316598 27562178 245.58
Ganancia 9 29209997 29591894 381.90
Delecién 9 29743333 30542394 799.06
Delecién 9 31463840 42531199 11067.36
Delecién 13 26314494 26518090 203.60
Delecién 17 29622249 29625988 3.74

79 Complejo Ganancia 17 75057499 78623230 3565.73
Ganancia 19 7371913 8292764 920.85
Delecibn 19 8341611 9130554 788.94
Ganancia 19 9238958 11522106 2283.15
Delecion 19 11526026 12006005 479.98
Ganancia 19 12103867 12157782 53.92
Deleciébn 19 12222694 13111668 888.97
Ganancia 19 13120858 15342900 2222.04
Delecion 19 15352798 15790679 437.88
Ganancia 19 15858355 17034839 1176.48
Delecion 19 17096592 23783753 6687.16
Ganancia 19 24020549 24132581 112.03




Estudio genomico de la leucemia mieloide aguda

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamarno (Kb)
Ganancia 1 149386203 149399354 13.15
Delecién 1 190009274 191102440 1093.17
Ganancia 1 245361556 245422419 60.86
Delecién 2 16553880 25479392 8925.51
Delecion 2 67850894 89801348 21950.45
Delecion 2 219671510 232059228 12387.72
Ganancia 3 104496210 106309809 1813.60
Delecion 3 106446923 130293221 23846.30
Ganancia 3 130338822 130488234 149.41
Ganancia 4 62447 40429260 40366.81
Delecién 5 89966438 165700950 75734.51
Delecion 6 49256992 58722020 9465.03
Delecién 7 604093 23343833 22739.74
Delecién 7 32371755 44023960 11652.21
Delecién 7 47115381 158588112 111472.73
Delecién 12 49967 958453 908.49
Ganancia 12 1007502 6850401 5842.90

80 Complejo Delecién 12 6884862 26022158 19137.30
Ganancia 12 26040106 32710090 6669.98
Delecién 16 87305787 87337534 31.75
Delecion 17 48539 7307920 7259.38
Ganancia 17 7328201 11407931 4079.73
Delecion 17 11565503 14052556 2487.05
Delecion 17 15487871 27634173 12146.30
Delecion 17 38398917 38591831 192.91
Delecion 17 48105944 49169352 1063.41
Delecién 17 70130816 70743420 612.60
Delecion 18 7428812 39322918 31894.11
Ganancia 18 39397462 43537830 4140.37
Delecién 18 43629003 76083117 32454 .11
Ganancia 19 32964337 33594529 630.19
Delecién 19 33682557 49263736 15581.18
Ganancia 19 49291487 50959980 1668.49
Delecién 19 55776055 57421475 1645.42
Ganancia 19 57493730 63784382 6290.65
Delecién 3 117895555 118098190 202.64
Ganancia 13 110165544 110171019 5.48

81 Complejo Delecion 14 18402516 19365110 962.59
Delecion 20 43638107 43692923 54.82
Ganancia 21 43462715 43465598 2.88




Anexo I: Material Suplementario

Caso Citogenética Alteraciéon Chr Comienzo Fin Tamano (Kb)
Delecion 5 86412812 155635397 69222.59

Ganancia 11 186966 12582924 12395.96

Delecién 11 15738399 37082864 21344.47

Ganancia 11 68406403 72180028 3773.63

Delecién 11 87128513 94243722 7115.21

Delecién 11 95725560 99716516 3990.96

Ganancia 11 111945282 132773688 20828.41

Delecién 11 132926078 133951370 1025.29

Delecién 12 8961920 10028772 1066.85

82 Complejo Delec?c:)n 12 10845519 14873614 4028.10
Delecion 12 15152654 22131190 6978.54

Delecién 12 25105770 25177569 71.80

Delecién 12 108320650 110266961 1946.31

Delecién 15 19109124 39480446 20371.32

Delecion 15 49269086 56252635 6983.55

Delecion 16 73304503 73573866 269.36

Delecién 17 7022559 8224124 1201.57

Delecién 17 24601387 24939229 337.84

Delecién 17 25384943 27238399 1853.46

Delecién 17 70325731 72313306 1987.58

83 Trisomia simple Ganancia 13 18601703 114077122 95475.42
84 Cariotipo normal  Delecion 7 149608941 149655662 46.72
85 Trisomia simple  Ganancia 8 181530 146250824 146069.29
Delecién 2 29193 35035707 35006.51

Delecion 2 73030906 81309181 8278.28

Delecién 2 223133867 224231762 1097.90

Delecién 5 46136065 180617107 134481.04

Delecion 6 14653555 27659801 13006.25

Delecién 7 100364702 101486400 1121.70

Delecién 7 149458682 149876588 417.91

Delecién 8 20512562 41772798 21260.24

Ganancia 8 41854796 49125000 7270.20

86 inv(16) Delec?c:)n 11 3159169 6498617 3339.45
Delecién 11 18241608 42182794 23941.19

Ganancia 11 42383609 47571420 5187.81

Delecién 11 47597663 47682718 85.06

Ganancia 11 89508376 133951370 44442.99

Delecion 16 31675728 88651780 56976.05

Delecién 17 48539 6614890 6566.35

Delecién 17 24637991 27475483 2837.49

Delecion 17 42552718 42862260 309.54

Delecién 17 70793471 71068897 275.43

Delecién 17 71488671 71511380 22.71




Estudio genomico de la leucemia mieloide aguda

Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamarno (Kb)
Delecion 4 57355356 57521548 166.19

Ganancia 8 181530 146250824 146069.29

Ganancia 13 18601703 114077122 95475.42

87 inv(16) Ganapf:ia 14 18402516 106329869 87927.35
Delecion 16 15705303 16130553 425.25

Delecion 16 65726391 67626883 1900.49

Ganancia 20 18580 62363633 62345.05

Ganancia 22 14433473 49468408 35034.94

Ganancia 20 18580 30386348 30367.77

Delecion 20 30448241 49053630 18605.39

88  Restointermedios Ganancia 20 49144509 62363633 13219.12
Ganancia 21 36330122 39809217 3479.10

Ganancia 21 45546632 45586119 39.49

89 Cariotipo normal - - - - -
Delecién 1 74867112 74942969 75.86

Delecién 2 219368746 219393019 24.27

90 inv(16) Ganancia 8 130792478 130857683 65.21
Delecion 10 69661546 69721821 60.28

Ganancia 22 14433473 49468408 35034.94

91 Cariotipo normal - - - - -
92 inv(16) - - - - -
Ganancia 5 149772120 149808120 36.00

93  Cariotipo normal Ganancia 16 2453792 2463512 9.72
Delecion 20 43638107 43692923 54 .82

Delecién 1 604268 6589733 5985.47

Delecion 1 17478277 17505018 26.74

Delecién 1 24129901 31019817 6889.92

Delecion 2 29193 22962104 22932.91

Delecion 3 178523091 191610769 13087.68

Delecion 6 27215365 27326206 110.84

Delecion 7 112053257 132223736 20170.48

- Delecion 10 75076818 75173955 97.14

94 Cariotiponormal - oA Gén 10 134222814 134603929 381.12
Delecion 11 67564153 67973337 409.18

Delecion 17 53711065 53747533 36.47

Ganancia 18 14584357 58873767 44289.41

Delecion 19 18320485 18341770 21.29

Ganancia 20 12837507 12964267 126.76

Delecion 20 60247696 60317337 69.64

Delecion 22 37584794 37683671 98.88

Delecién 2 102802085 103814828 1012.74

95  Cariotipo normal  Delecion 4 105906720 106735525 828.81
Delecion 5 170752790 175243487 4490.70

96 Cariotipo normal - - - - -
97  Cariotipo normal  Delecion 6 26354830 26378998 2417
98  Cariotipo normal Delecién 1 193354776 193659828 305.05
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Caso Citogenética Alteracion Chr Comienzo Fin Tamano (Kb)
Delecion 9 103291623 103513313 221.69
99 Complejo Delec!c?n 12 4525039 4660399 135.36
Delecion 17 25665804 27576519 1910.72
Delecion 18 5226858 5280807 53.95
100 Trisomia simple DeIemop 10 42955951 44669819 1713.87
Ganancia 19 232080 63784382 63552.30
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Tabla suplementaria 4. Regiones minimas recurrentes en el estudio de array-
CGH

Tipo Chr | Inicio Fin Tamaiio (pb) Frec (%) | Casos
Ganancia 1 149386203 149399354 13151 276,80
Ganancia 1 198168603 198192467 23864 210,76
Ganancia 1 224312023 224909699 597676 2147,76
Ganancia 1 245361556 245422419 60863 276,80
Ganancia 7 16607806 16996010 388204 257,73
Ganancia 8 47655222 48067921 412699 2[11,86
Ganancia 10 138206 135293404 135155198 231,75
Ganancia 16 1111470 1211711 100241 268,72
Ganancia 16 2453792 2463512 9720 272,93
Ganancia 18 13875256 13961521 86265 2 | 36,46
Ganancia 18 39397462 43537830 4140368 280,94
Ganancia 18 61189566 61430753 241187 236,62
Ganancia 19 232080 63784382 63552302 220,100
Ganancia 19 50541405 50587942 46537 268,80
Ganancia 19 53917176 53924758 7582 213,32
Ganancia 22 14433473 49468408 35034935 287,90
Delecion 1 149386203 149399354 13151 2|56
Delecion 2 73030906 81309181 8278275 280,86
Delecion 3 110503436 110719842 216406 210,80
Delecién 3 117895555 118098190 202635 280,81
Delecién 3 186735226 187100440 365214 2 (44,94
Delecién 3 191560644 191610769 50125 273,94
Delecién 5 170752790 175243487 4490697 286,95
Delecién 6 14653555 18332437 3678882 241,86
Delecién 6 27215365 27326206 110841 286,94
Delecion 8 30557351 30721635 164284 2 | 59,86
Delecion 8 33348916 33525017 176101 2| 59,86
Delecion 9 20336094 20943091 606997 273,79
Delecién 11 18241608 37082864 18841256 2| 82,86
Delecion 12 4525039 4579165 54126 274,99
Delecién 12 8961920 10028772 1066852 280,82
Delecién 14 18402516 18765437 362921 2| 63,81
Delecién 15 54855502 54986764 131262 25,82
Delecion 17 11565503 14052556 2487053 272,80
Delecién 17 38398917 38591831 192914 272,80
Delecion 17 42143048 42862260 719212 272,86
Delecion 17 70325731 70743420 417689 280,82
Delecion 17 70793471 71068897 275426 2| 82,86
Delecién 19 18320485 18341770 21285 2 179,94
Delecion 21 34332139 36229777 1897638 25,70
Ganancia 9 27316598 27562178 245580 3 |66,73,79
Ganancia 13 18601703 114077122 95475419 339,83,87
Ganancia 14 18402516 106329869 87927353 3 50,58,87
Ganancia 19 60632058 60802065 170007 3 |58,69,80
Ganancia 20 12837507 12964267 126760 3|87,88,94
Ganancia 20 60418677 60478172 59495 353,87,88
Ganancia 21 10013263 33027142 23013879 3 |23,37,70
Ganancia 21 43462715 43465598 2883 3|37,70,81
Ganancia 21 44381910 44413495 31585 3/10,37,70
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Tipo Chr | Inicio Fin Tamaiio (pb) Frec (%) | Casos

Ganancia 21 45546632 45586119 39487 337,70,88

Ganancia 21 45827900 46892352 1064452 3]28,37,70

Delecion 2 16553880 22962104 6408224 3 |80,86,94

Delecion 2 23962709 25479392 1516683 3 | 68,80,86

Delecion 2 219368746 219393019 24273 3(72,90,91

Delecion 2 223133867 224231762 1097895 3172,80,86

Delecion 6 26346139 26378998 32859 3|21,86,97

Delecion 9 34105673 34178026 72353 3[50,52,79

Delecion 12 15665223 19538196 3872973 3| 23,80,82

Delecion 15 39339722 39361680 21958 3| 33,44,82

Delecion 16 15705303 16130553 425250 3[183,87,23

Delecion 16 34059589 34242154 182565 3]23,72,86

Delecion 17 48539 6614890 6566351 3172,80,86

Delecion 17 7022559 7307920 285361 3172,80,82

Delecion 17 15487871 23709984 8222113 3123,72,80

Delecion 17 29622249 29622988 739 3[23,72,79

Delecion 17 71488671 71511380 22709 3/70,82,86

Delecion 18 5226858 5280807 53949 3[12,23,99

Delecion 18 21866420 30700104 8833684 3[23,72,80

Delecion 18 38169137 39322918 1153781 3]23,72,80

Delecion 18 43629003 76083117 32454114 3123,72,80

Delecion 19 8292714 8341667 48953 3]30,64,79

Delecion 21 28368917 28418310 49393 3142,77,76

Ganancia 21 36685700 39809217 3123517 4 |283,37,70,88

Delecion 7 32371755 44023960 11652205 4112,37,59,80

Delecion 16 73304503 73573866 269363 4 | 23,72,82,86

Delecion 16 87305787 87337534 31747 4 | 23,72,80,86

Delecion 18 7428812 13815806 6386994 4112,23,72,80

Delecion 20 30897918 43137505 12239587 47,54,70,88

Ganancia 11 117907606 132773688 14866082 517,50,73,82,86

Delecion 7 21098797 21230591 131794 5112,37,40,59,80

Delecion 7 64090975 64714017 623042 5187,57,59,72,80

Delecion 7 100364702 101486400 1121698 5]8,37,57,80,86

Delecion 7 112053257 132223736 20170479 518,37,57,80,94

Delecion 7 143390024 144615745 1225721 5|8,37,45,57,80

Delecion 7 147693185 148149728 456543 518,37,57,59,80

Delecion 16 65726391 67107679 1381288 5118, 23,72,86,87

Delecion 5 133526865 134264343 737478 6 | 23,53,59,80,82,86

Delecion 7 149608941 149655662 46721 6 |37,57,59,80,84,86

Delecion 20 43638107 43692923 54816 6]7,9,54,88,81, 93

Delecion 17 25747113 27238399 1491286 7 15,23,72,80,82,86,99

Delecion 7 54596358 54746162 149804 8112,21,37,56,59,63,74,80
3,10,14,21,29,32,43,44,5

Ganancia 8 181530 146250824 146069294 15 2,66,69,70,72,85,87
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ORIGINAL ARTICLE

DNA profiling analysis of 100 consecutive de nove acute myeloid leukemia cases reveals
patterns of genomic instability that affect all cytogenetic risk groups

| Suela', 5 Alvarez', F Cifuentes”, C Larga', Bl Ferreira', D Blesa', M Ardanaz *

Al Calasanz® and ICC igudosa'

, R Garcia *, JA M.a.lquez:', MO Odern®

' Molecular L?'rr.gmens Ciroup, Centro Maciona ! invesigaciones Oncologicas (CMICY, Madvid Spain; A@r.'enr Technologies

Inc., Santa

ara, CA, USA; *Service of Hematology, Hospital Txagorritcw, Vitoria, Spain; “Service of Hematology, Hospital

Dr.ir?rxsl‘.'a'r San Sehastidn, Spain; “Senvice of Hematology, Hospital de Basurto, Bilhao, Spain; Deparfmern‘ of Genetics, University
of Navara, Pamplona, ‘;Tpam and "Oncology Division, Center for Applied Medical Research {CIMA), Pamplona, ‘:'pam

We hawe carried out a high-resolution whole genome DNA
profiling analysis on 100 bone marrow samples from a
consecutive series of de movo acute myeloid leukemia (AML)
cases. Afterdiscarding copy number changes that are known to
be genetic polymorphisms, we found that genomic aberrations
{GA} in the form of gains or losses of genetic material were
present in 74% of the sam ples, with a median of 2 GA per case
{range 0-35). In addition to the cytogenetically detected
aberration, GA were present in cases from all cytogenetic
prognostic groups: 79% in the favorable group, 80% in the
intermediate group (including 5%% of cases with normal
karyotype) and 83°% in the adverse grous. Five aberrant deleted
regions were recurrently associated with cases with a highly
aberrant genome (e.g., 3 1.5Mb deletion at 17g11.2 and a 750 kb
deletion at 5g31.1). Different degrees of genomic instability
showed a statistically significant impact on survival curves,
even within the normal karyotype cases. This association was
independent of other clinical and genetic parameters. Our study
provides, for the first time, a detailed picture of the nature and
frequency of DNA copy number sberrations in de movo AML.
Leukemia (2007} 21, 1224-1231. dob1 0. 1038E) beu. 2404653,
published online 22 March 2007

Keywaords: acuts myshold lsukemia; amay CGH; cytogenstic
prognaaks; FLT3 ITD

Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a hewerogeneous disease that
accouns for about 30°% of all adult leukemias' Despite
improvements in clinical management, death rates are still over
e for patients younger than 65. Benefis from curent and
emerging therapies will largely rely on appropriate stratification
of AML patienss at diagnosis. The \.‘L’an:JPHeahh Organization
(WHOI classification of AML uses patients” age, white hlood cell
count (WEC), marphology, immunohistochemistry, and cyto-
genetics, which are determinant clinical variables, to categorize
the disease properly.”

Cytogendtic studies are used to swatify patients into three
groups of prognosis according to overall survival (O8): favor-
able, inermediate and adverse’* The favorable group is
compmsed of AMLs associated with 1621, ima16) or 01517
The adwerse group includes complex karyotypes, t6% and
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Oncoldgicss (CNIO), Melchor Ferndnde s Almageo, 3, 28029 Madrid,
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deliSq), among others.” The inlermediate prognosis group is
heterogeneous and includes cases with narmal karyatype (MK}
“0-50% of AMLF and wisomy &, amang athers” Lately, several
audies hawe incused on the importance of searching for ecific
recepior tyrosine kinase mutations, such as andem duplications in
FLT3 or mutatians in NPM1,%" as markers of prognosis in AML.

Genamic technologies, not yet implemented in routine
clinical practice, such as expression microarrays, are useful
als to identify molecular subgroups with distinct gene
expression signatures.'*'* However, optimal RNA samples are
difficult to ohmin and expresion signatures are not always
reproducible. In fact, since it is known that AML is commanlby
characterized by chromosome ahemrations that result in dele-
fions or gains of large genome regions, ather approaches that are
DM A-hased are, in principle, more suitable to study the genetic
teatures of this disease. In this regard, although SNP microarrays
have been recently wsed to determine regions of partial
uniparental dlmn‘q‘- that are nat visible ualngmher chramosomal
abemration studies,"® amay-hased companative genamic hyhridi-
zation farrayCGH) stands up as a mare optimal approach to find
lost and gained regions among the cancer genome,'S "%
Recently, oligonucleotide-based arayCGH techniques have
greathy increased the numhber of clones represented in an aray,
instering expecttions of determining smaller regions of aberra-
tion in cancer®™ With the intention of providing a mare
complete genstic and genomic characterization of this disease,
we have camied out the first high-resolution (44 000 probes)
amayCGH study in a series of 100 consecutively ascertained
samples of de nove AML.

Materials and methods

Patient selection, cytogenetics and clinical data

Bone mamow samples were selecled from a series of 140
comecutive de novo AML patients recruited for diagnaosis.
Exclusion criteria were AML cases positive for PMLRARA ar
¥15,17), a previous history of myelodysp lasia or cytotoxic drugs
or radiation, low quality and’or amount of genomic DMA from
the sample andior ahsence of relevant clinical data. Hemato-
Ingical, WHO classification, conventional cytogenetics, flour-
escence in situ hyhndlzatmn FISH], FLT3HTD maolecular
sudies, jonly for MK cass™) and clinical follow- Aup were
availabhle in 100 samples. Clinical data and leukemia cell
characterization are summarized in Tahle 1. All samples were
aored after diagnosis and chtaining informed consent. All
patients were uniformly treated according to the PETHEMA
LAMED protocal. ™ Samples were classified into three subgroups
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faray DGH in de rovo AMIL

Sl el al
Tabde 1 Summary of clinical data
Medlan fmnge) Subtype WHD n
B2 R 23 4
It ENp 3 EH 10
Age ivears) B (2056 1123 abnarmality (WMLL) i
WS fnells/ 107 15880 (1 000440 0000 B &
LDH fUA T80 (20216 TEd) b1 19
bz 17
Extrameduliar imfitras n %) B 12
h =] A1 b5 25
Bo Th | bG &
Todal casea™ B3 (1000 Totd canea 100
ECOG i) Cytogenats dasdfcaton® %)
a M2 oo 14
1 33 HE21) A g
2 17 21) i{16) im0
3 sl it Ecther 32
4 23) Infermedate 74
Total cazea™ 0 (10 Bl At 1)
Sngls Tisomy 1621
FLTE fonly for M cases) n Dl Tsomy e ye b
mo 15 Oiner Qi
Rone b3 Ackeme 12
Total Cases A6 Ciomples: karpotymes &0y
A 30

Aobmedatons: ECOG, Easten Coopemtive Oncoogy Group; LDH, Boate dehwdmoenass; MK, nommal karyotype: WBC, white blocd el court.

“Total casss ars limitad 0 those with the relevant (7) cinical daonosis.

Wivtoosnetc classfcation based upon he CALGS study,

acording o the CALGE cytogenetics cumulative incidence of
relapse classification system:* 14 belonged to the favorable
prognosis group, 74t the intermediate prognosis group and
12 to the adverse prognasis group.

ArrayCGH and management of genetic polymeorphisms
Human Genome CGH 44k microamays (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA), versions A and B, were used. Hybridiza-
fions were periormed according to the manufacturer's protocols
as described pr\e‘vinus}y.m DMA fram 15 healthy women was
extracted to creae a donor DNA pool 10 be used as reference
and to minimize the effect of individual genetic polymaorphisms
on the estimation of the DMA copy number changes present in
the patients’ samples. Micmoarray data were extracted and
visualized using Feature Extraction Software v&.1 and CGH
Anabtics v3.225, (Agilent Technologies). Cakegorized copy
number values {0, 1 or —1 indicating no change, gain or loss,
respectively) were abtained using Insilico aray CGH software. ™
‘We defined a genomic ahemration {GA) as a group of at least two
consecutive prohes showing the same non-zero caegorized
copy number value. Single-probe ahermations did not score as
genomic abemations. The existence of a large number of genetic
polymomphisms that originae as duplication and deletion of
genomic regions of varying sizes has been previously described
and annatated.™ To aveid oversstimation of the number of
genomic abemations, due to such polymomhisms  being
detected by the arrayCCH platform, we eliminated all DHA
copy changes ohserved in our samples that showed at least 60%
aof their sequence overlapping with the known polymorphisms
included in the latest vemsion (20 December 2006) of the
Database of Genomic Varians. ™

Definition and validation of smallest overlapping
regions of imbalance

Abemant regions were wsed to obtin the smallest overlapping
regions of imbalance (SORI. Each SORI represents a recurrent

region of imhalance whose limits were defined by the minimum
number of consecutive clones with identical aberrations in at
least two cases®™ SORI limits were determined as the clanes
placed at the houndaries of the gained or last region of the case
showing the smallest unbalanced region {a representative
example is provided in Figure 1) Multiplex ligation-dependent
probe amplification and FISH assays were performed  as
described previowsly™*” 1 validate copy number changes
ohtained in the amays {data not shown).

Bioinformatics and statistical analysis

S0RIs were subjected to supervised clustering analysis using
GEPAS Suite software™ Associations between genomic in-
sahility and ather clinical parameters were assessed using
Fisher's exact test for qualitative variahles and the Kruskal-
Wallis test for quantitative factors. Kaplan-Meyer curves were
drawn and the log-rank test and multivariate Cox regression
applied using PSS w130 (Lead Technalogies, Inc., Charlotte,
MEC, USA) to test for differences in overall survival between
groups. Factors with P<0.1 in univariate analysis and well
known prognostic markers (FLT3 and WBC) were included in
the multivariate regression. Nine AML cases for wham clinical
evolution data were not recovered were excluded from the
analysis.

Results

Frequency of genomic instability

Using oligonudeotide-hased arayCGH, we initially identitied
genomic imhalances in more than 907 of the cases. Afier the
elimination of known pnlymrphisms,"‘ a total of 74% of the
cases remained as displaying an aberrant genome, with a
median number of two altered regiaons per case {range 0-35. A
complete description of all identified copy number variants is
provided in Supplementary Tables 1 and 2. DNA aberrations
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Figure 1 ArayCGH analysis of the commonly deleted region &t band 17g11.2 ) Mmiug average (0.5 Mb) log: ratio valees along the
chramosome are represented by a blueling, Balanced ratio ino copy number changes) Gl arownd the 0% venical lines, Displacementof this Blue
line o the left or right represents genomic losses or gains, respeciively. Aberrations that were statistically significant are represented as blue dotson
the left {delation) or right -%ainldme moving average. A deletion a1 17g11.2 obhened in case no. 5 i3 shown, (b Gene view of the delation at
17g11.2 in case no. § displaying oligo probes & dots. The color of each dot represenss bases (green), normal Black) or gains (redl. The name of
genes involed in theregion and locations of probes are also shown in the gene view . (0 Exampleof desermination of the SOR! located a1 17g11.2.
Gireen bars along the chrom osome represent the exent of the genomic los detectad in the seven different cases. (d) FISH confinm ation for case no.
5 showing interphase nicled (gained in blee), a green signal from the probes covering the delesed region on 17g11.2 and two red signals from the
coniral probes that mapped 10 17p.
were ohserved in all cylogenetic groups Table 2). Of note, 27 group of cases, with a median of 1 aberration per case. The
(59%:) af the 46 cases with MK showed one or more additional regions afiected hy GA were most frequently less than 3 Mb in
G in fact, 14 MK samples (30%:) showed more than two GA length and, thereiore, undetectable by conventional karyotyp-
per case We detected 43 deletions and 21 gains in the NK ing. To describe our sample at the genomic level, we divided the
Laukamia
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series info twio major groups according to the median number of
CA percase see scheme in 5upplememary Figure 11 One group
was characterized by a low number of changes (0-1) and
included 46 cases. The remaining cases displayed a higher
number of GA with a wide range of values 2-35). In an attemnpt
1o minimize the effect of this large variahility, the second group
was again segregated into two subgroups according to the
median number of changes:* 30 cases with 2 or 3 GA per case,
and a last group of 24 cases with four or more GA. The
diswribution of the cytogenefic prognosis groups acros these
genomic aberration groups is ako shown in Tahle 2.

Description of smallest overlapping regions of
mralance

‘We identified 92 SORI that included 2 losses and 30 gains
(Supplementary Tahle ). The frequency of SORI ranged from 2
10 15%. Six aherrant regions were chserved in more than 5% of
the series: five losses of less than 2 Mb involving chromosomes
5, 7,17 and 20; and one gain that comesponded to wisomy &
and represented the most recurrent change (15% of cases). The
median size of the SORI was 243 kb for gains (ranging from 3 kb
o 147 Mh) and 364kh dor losses (ranging om 739hbp to
32.5Mh). We evaluated whether any SOR| were associated

Beray OGH im de mavo AMIL
J Euela of al

@

with the previously defined GA groups, by supervised clustering.
We identified five regions of interest (s-50RI) which clearly
differentiated the cases with OA =4 (P<0.0%) (Tahle 31 All
the s-80R1 corresponded to deletions in chromosomes 5, 16
{included two s-S0RI), 17 and 16 and all were validated by FISH
(Figure 11. Deletion sizes ranged from a few kb (in 16q24) to
fibdh fin 18p11.2). Inspite of the lack of recurrence for specific
changes, among 24 cases with four or more GA (which ako
included five cases from the fvomahble groupl, nine (36%)
showed deletion of at least one of tese five s-SOR1.

Association between genomic profiles and survival

We tested associations with OS5 in our series for several
potentially prognostic variahles and  clinical  parameters
(Tahle 41 As expected, cytogenetic prognosis group and age
at diagnosis were statistically and significantly associated with
0OF (P=005) in the univariale analyses. The proposed genamic
instahility classification was also associated with survival,
regardless of whether the two or three group classification was
considered (P=0.007 ar P=0.002, respectively). Cases with a
mare aberrant genome had a womnse prognosis (Figure 2al.
Additionally, we msessed the effect of deleled SORI that
characerized the highly unstahle group of AML 5-50RI, Tahle 3)

Table 2 Median member of GA per case acoording to cylogenetic and instability classification grougs
Cytogendi classification n Mo, of Cases with Medlan GA per Mo of Cazes O-1 No. of Cases
acdifonal GA () case ramnge GA )
=2 GA Y a3 =4
Favorable 14 1 (g 2 42 RERY] 5 5
e 15) %] E T (el 33 T 2 -]
521) 4 35 20 1 (25) 3785 3 4]
mermediae i A4 B 1 41 {55 < L] 3 10
Morma Kayohpe 45 27 (= T F2 14 (300 1" 3
Sngle trisomy 16 9 2018 73 2EN T 2
Double triacmy 3 R ] 3030 L] A F 1
Other g 78 F0-E 2 T8 3 4
Acheerse 12 10 (B3 75 108 e 2 g
Comples 8 7 11 (435 O a0 s} 8
Okher Ll 35 25110 1 {25) 325 2 1

Foomdaton: GA, genamic aberatian.

Table 3 SOR! with satisically sigaificant ssociation with cylopenstic prognedtic groups and genomic classill cations

S0RF Chromosome Sant S kb Frequency Cazes Genss

ELci R 5 133E3GEES T3S &% total cases 3,53, 80, 80, PEEACA UBESE (RADE)|, COHLE (NKIAMAE),
A2% averse group® B2EG SKPTA, BHF1S, SARAZ, SEC24A, CAMLG, DOX48
21% cases =4 GAY

T 16 TEEMB0E a0 4% total cazes 23, 72,80, 86 FARH, WORSE
25 % acverse group”
17% cases =4 GAP

g2d 2 16 sransrar 32 4% total cases 23, 72,82 86 LOCIMB180, FAM3EA
25 % adverss oroup®
17% casea =4 GA°

17qi12 17 ZETATIIE 1491 7% total cazes 5,23, 72, 80, OPD, GOGRT, SUZTZR CRLES, CENTAZ, WNET,
42% atverze group® 82,85, 99 RABTTAIPM, HOAGS
0% cases =4 GA°

18p11.2 18 TAZEE1Z  G3E2 A% total cases 12,23, T2, 80 PTHAM, NDUFVE, TWEGT, RALBPT, PRP4RT,
£5% adverae groun RABIT, WARA, APCDDN, NAPG, GNAL, CHMPTE,

17% casea =4 GA°

IMPAZ, CIDEA, ARGSL2, SHRET, TNFSFSIPT,
PTRNZ, SEHTL, Cigarfi, RNMT MCSR

fobmvatona: GA, geromic aberaton; S0RI, smalest overlanoing regions of Imbaance.

SAl regiona &e loemsa.
“Stadstically significant asacdation.
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Jiudae &
1223
Talde 4 Comparative S-year overall swervival (051 by potential
prognestic facion
Progrostc factor w05 Madan o O P
Age a dlagnoalz oy
<60 years in =34) A4.1 125 0264
=6 yaars jn=57) et ] K] 3290
Gender 0513
Femae jn=42) 3|3 M0 57-184
Mae o =19) 2886 81  1L1-110
WBEC {108 0284
<30 in =54) 33 16 59173
=30 (=53 273 46 O1-at
LDH 0435
<380 0 =36) 361 124 48195
=380 (n=43) 279 74 AT-10.1
FLT fonk for ) 02z
Mone (n=28) 444 128 O-26.5
M0 o= 14) 214 71 08134
Cyogenstics 0086
Famvorable (n=12) a7 0505
emedae =68 304 84 40129
Acerss fn=11) a1 68 0-13.8
Stabiity (w0 groups) [aairy
-1 Abarrations (=43 A4.2 12.7 =256
=2 Apsraions =48 182 A& 3584
Stabiliity (three groups) Qo
-1 Abaratona (n=43 442 127 [y}
2-3 Abarations (n= 26 31 71 181
=4 Aberrations in= 22 136 LE-] 1581
SOR! aots
Aomence n=581) 333 1A 57151
Preasrce fn= 10) 100 22 1528
Aborevationa: LDH, laciate i ME, norma kansolype;
208, amalkeat overlapping regiona ifimbdances, WBG, white blood cel
Count.
and found that cases with a deletion of any s-SORI (n=10)
showed statistically significant worse prognosis (P=0.015).
Multivariate analysis demanstrated the independence of geno-
mic instahility status as a prognostic factor with respect to
ather clinical variahles (conventional cytogenetics, WBC, age
and FLT3, Supplementary Table 4], with a hazard ratio of 2.43
(P=0.003} for the two-group clasification and 1.80 for the
threegroup classification (F=0001). We assessed the same
associations among the MK cases only (supplementary Table 5)
and found that anly genomic instability was a statistically
significant progniostic factar (P=0,045) (Figure 2h).
Discussion
Caonventional karyotyping has been used until now as the main
toal for assigning a patient to a predictive prognasis group at
diagniosis, hut it has been demonstrated that karyatyping alone is
insufficient to predict outcome™ Experiments using expresion
arrays have proved that, within the tavorahle prognosis group,
there are statistical and hiological differences in expression
profiling and survival *** Many of these differences may have
ariginated through muttional or epigenetic alterations that
Laukemia
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cortributed to the variahility of the disease.”* Other
maolecular cytogenetic echniques have also umveiled new
chromosomal rearrangements which were nat wisible by
mwinglm—ﬁ,ﬂ,h

We have used a genomic array with more than 40 000 probes
that offers a median resolution of 75 kb and whose compasition
is hiased towards known genes. We have analyzed 100 samples
from a series of consecutively ascenained cases, an optimal
experimental design that provides a comprehensive and
complete picture of the genomic features of the disease.
Previows studies dealing with the genomic characterization of
AML have been reponted, hut have failed either to cover all the
cytogenetic subtypes'™'"%% or 1o provide a complete high
resolution description of gained and deleted regions that
occurmed in their series because they were hased on SNP-array
technology and focused exclusively on the loss of heternzygo-
sity analysis. 1548

aa



Anexo IlI: Publicaciones

bb

As a consequence of our design, we have demanstrated that
AML & a genomically heterageneous disease that is character-
ized by a high incidence of small and non-recurrent DNA copy
number aherations. In general, cytogenetic and genomic
classifications showed a high degree of comelation (Supplemen-
tary Tahle 6], prabahly due to the fact that bath are hased on
similar causal events (genetic erors). As expected, most of the
described recurrent GA were carried by cases with a complex
karyotype. However, the identification of GA in a substantial
proportion of cases that were classified in the favorable and
intermediate © netic prognostic groups is a novel finding.
Additional Ghmwiere de‘rzcte% in Eﬂ'g% n&scass with nnrm§|
karyatype, in contrast with previous studies where this
percentage was less than 20%.%53% An explanation for this
difierence may he the higher resalution of our amayCGH
platiorm, as well as ik greater efficacy in detecting genomic
gains compared to the previouws repoms using SMP-hased
platiorms. Recenty, a mew manuscript working with array-
CCH detected  aberrations in 15% of MK-AML, showing
aberrations from 0.4 to 4.1 Mb.* The conclusions of all these
sudies suggest that normal karyatype AML may have GA but
with no consistence or recurrence in the affected regions. More
sumprisingly, 10 out of the 14 cases with favarable prognosis had
unstahle genomes. Among them, five cases had highly unstahle
genomes, including two cases with inv(16) that showed
deletions in the 5931.1 and 1741.2 regions (two of the s-50RI).
Althaugh it has been demonstrated that additional cytogenetic
abnormalities have no impact on the outcome of patients with
favorahle cytogenatics,** aur results suggest that this may not be
the case when arrayCGH aberrations inthenwise unnoticed by
conventional cytogenetics) are taken into account.

‘We have also demonsraed, with a resolution of 75 kh, that
there is a low recurrence of relevant or specific GA. This is in
concardance with larger studies where the low recurrence of
copy number aberrations in AML has been demansirated at the
cyigenstic level® Only trisomy &, reported as the most
recurrent change in AML (frequency = 5%), %97 was also
aohserved in our series in mare than 108 of cases. On the basis
af the heterngeneity of genamic changes that we have chserved
in our series, we suggest that, rather than searching for specific
or unique recurent aherrations, AML should be sudied in terms
of pattemns of genomic instahility. Genomic insahility has heen
proposed ta he a measure of clinical outcame prediction in
other cancer studies.**® Recent sudies have shown that
polymorphisms in some DMA repair genes may be used as
markers of poor prognosis in AML*T meaning that DMA repair
genes are crucial in avoiding instability. Our genomic stahility
classification seemed to be efficient in segregating groups with
different survival. Furthermaore, this asociation was indepen-
dent of other known clinical and genetic parameters as age,
WEBL or cyingenetics classification,

‘We comsidered the effect of FLTIATD mutational status by
carrying out a separake analysis in the subset of MK cases
Supplementary Tahle 5). Although the detection of FLTI-TD
showed no mssociation with 08 [prabahly due tothe sample size),
MK cases with A had a sttistically significant warse prognosis
(B Soyear (5] than MK cases with less than 2 GA MR%).

The definition of minimal regions is a comman part of the
analysis in amay-CGH studies. In the absence of available
software ta perform this type of analysis, SORIs were defined by
campiling all GaA from each case along the entire genome (as
has heen previowsly reported.®® A schematic example of the
17q11.2 region is shown in Figure 1. The two identified s-S0R1,
5q31.1 and 17q1 1.2 regions are of particular interest within the
context of AML. 5q has been widely swudied in myeloid

Beray CGH im de movo ABIL
Jua el al

leukemias, heing an impaortant marker of karyotype complex-
ity.™** Genes included in the deleted 5q31.1 region are
FPPXCA, SKPTA, UBE2E and CDKL3. PPP2CA, the soform a of
the catalytic subunit of the protein phosphatase 2, has heen
shown to play a crucial rale in DMA repair: loss of function of
this phosphatse leads o inefficient DNA repair and 1o further
hypersensibility to DMA damage.*’ The minimal region at
17g1 1.2 (approximately 1.5Mb} & homogeneously deleted (four
cases showed deletions of less than 4 Mb including this region
and only one case had a deletion above 15Mb). It includes
several genes, including neurofibromatosis-1 (WFT). NFT is a
large tumaor suppressor gene fover 350kh), responsible for the
autosomal-dominant disorder know as MF1 syndrome {or Von
Recklinghausens’s neurofibromatosis). These patiens have an
increased risk of various tumars, including myeloid hematolo-
gical disorders. ™ Recently, it has been described that afiected
children with NFI may develop myeloid malignancies afer
losing their wild-type NF1 allele due to interstitial uniparental
disomy.** To dae, mutations in NET have not been identified in
adult patients with any myeloid disorders®® but, it has been
recently demonstrated that hemizygotic NF1 mice are maore
semsitized to carcinogenic stimuli, which result in hemawlogical
disorders independent of mutation of Tq53.* The NFT gens has
also heen shown to be downregulated by the AMLT-ETO fusion
gene, which represses NFI1 gene expression, resulting in £AS
averexpression.” Recently, NFT cryptic deletion was described
in a case of secondary AMLY and in a study of complex
karyatype AML' These findings show that, in concordance
with our data, MF1 may play an important role in poor prognosis
leukemia. Unfortunately, detection of mutations in NFT or
FPP2CA requires a large amount of fresh material (R MA or intact
celll, which was not available for our samples.

In conclusion, our study provides evidence that genamic
instahility is a common feature in AML. This instability resubts in a
median of 2 GA per case and it affecs all cytogenetic groups with
variahle inddence always mare than 607 However, recur-
rence of specific changes was chserved only in cases with highly
aberrant genomes. DMA profiling produces genamic patterns that
could he used to segregate patients into groups with a potential
role in predicting survival. Further studies may help to contirm
our findings and should be iliowed by functional analyses to
explain the implications of our regions of interest in leukemia.
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Neurofibromatosis 1, and Not TP53,
Seems to Be the Main Target of
Chromosome 17 Deletions in De
Novo Acute Myeloid Leukemia

Torae Enrror: Weread with great interest the article by Rucker
et al' about array comparative gznomic hybodiztion (CGH) profil-
ing oo acute myeloid leukemia (AML) complex Jaryoiype patients,
wwhich induded therapyrelited, post mveladysplastic sdrome, and
de movo AML samples. Amang the pattem of most frequent aberra-
tions, they found that a discrete Loss at 17pl 3, which coniains the TFS3
gene, is ane of the most reoarnent deletions in these patients [55% of
reauarrence | They also desaribed another deleied region in chromo-
same L7 (&4 Mb) that is located aronnd the certromeric area (L7p 11
1o 17911 and contains the nearofibromatosis 1 (8FL] gene, They
found this second deletion in 18 samples. Inferestingly, in 17 of
thiese 12 patients, this deletion was concomitant with the Joss of the
TP53 regian. Only in one patiert the deletion encompassed MNFI
without imvoling TFS3,

Among a series of 120 de pove AML, on which we have con-
ducted DMA profiling analysis using a high density clipanuclectida-
based array CGH {mere than 44000 probes] fram Agilent
Technalogiss (Sanka Clara, C.'I.:lf we detectad seven patieris of AML
that shiowwed DA copy number abermtions involving chromosome
17 (Takle 1) Aberrations in chromeeome 17 were cryptic deletions
affecting the regions 17pl3.] (including TFS3 gene) or 17q11.2 (in-
clnding MET genel. We observed that all oor seven samples displayed
Josses inwnbing WFIL but in con trast with the data reparted by Bncker
et al' anly two of them showed concomitant boss of TPS3 (both
patierts abo displayed camplex karyatypel. We validated the armay

data with flucrescence in sing hybridization (FIEH) assays, The TFE3
FIH probe was commercial (L5] p53, Vysis, Abbott Molecular Inc,
Dies Plaines, 11} and the NFI FISH probe was prepared from BAC
chone FFLL-318B17 (CHORL Collection, Dakland, CA )L In al sam-
ples, FISH data confirmed array OGH copy number values,

Two more approaches wwers wsed to better characterize the
genomic and genstic features of the rearrangesd chromosome 17, The
presenie of koss of hetarazi gasity (| LOH ) weas st died with the [nmina
Infinium 300K SMFP pltform (Ilumina Inc, San Diega, CAL" This
genamic platform, in addition to deted LOH in achromo some region
that is deleted dus to an actual genetic ks, alkews the delection of
uniparental isodisomy (UFD) LOH regions without actual ks of
genetic material. [n AML, UFD LOH has been shown bo be associabed
with mutaticns in relevant oncogenes (e, CERPA) located within the
affected region® Only patient 2 showed LOH affecting the TFS3
genomic region Finally, TFS3 mutatian analysis was performed by
complete ssquencing of exons 4 10 9 in all patients (AR] FRISM 310
Genetic Analyzer [Applied Biosystems, Foster City, CA] ). Patients 3
and4 harbored mutations inezons $and 9, respectively. Patient 3 had
Jout: the wild-type allele of TP53 and patient 4 was heterorypons for
the mutation.

[n conchusion, we confimmed the existence of reoarrent cryplic
deletions in the areaof 17q11.2, targeting the pene NFI, as supgested
previcnsly by Faacker et al® By using a high density array OGH, the
minimum deleted region in 17g1 1 was reduced down 1o approm-
mately 1.5 Mb. Although previoos reports described that deletionsaf
17q L1 2 were tightly asscciatsd with deletions in 17pL3 1, inchuding
the TP3 pene, we repaort bere that Jess than 30596 of our de novo AL
samples with deletions in 17911.2 showed either deletion ar URD
LOH among the TFS3 Jocus (none of the noncomplex patients and
three of the five comipler karyorype patients). Only one patiernt with

Tabl 1. TFE? and AF) Eigius in Fatiemis \Wh Chromosoma 17 Al nonm akties
TPEZ FFI
Faiant Faryotype Airay CEH FEEH LFD Kininiion Amay S3H FizH P
1 naEs Ful In — — In n L
4 Compkax n In + — In n A
3 Com phax In n hE R85 In n [
4 Cormphax on n - 11 83eic In n [
5 niEs m In - - In n [
] Complax m In — — In n L]
T Complax In n WA — In n L]
Abbrasiarions: MF], neuicficiomaiosts | CGH, comparaive ijm: hyboideaiion; FISH, Mucrascencs In sy hytrdisbon, UFID, inpanentd sodeomy: R,
sgining; G, gyoing; g, QUaning; o, oosing; KA, nol assassed dus o 1ha deleted siaius
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Comespandns

deletion ar UPID in TP33 showed mutations in the gene, suggesting
that TF53 may nok be the prindpal targetin de novo AML, akhooghits
rale hasheen demonstrated ko be more rebevant in secondary AML 5
Therefors, we think cur genetic datasupport the proposed rale of NE
as the main target in rearrangements of chromosoame 17 inde nova
AML, hased on previous reports, which set WFI as a Jrukernogenic
ageot when mutatsd or haplinsufficient.™
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Ir Bercrr Suels et al profiled a series of 120 unselecied de novo
acute myekoid leukemia (AML) patizots incloding all cytoge-
nztic subgroups far genomic imbalanzes using a high density
oligormelectide-based array comparative genomic hybridiza-
tion phiform. Using this approach, they identified seven pa-
tients, two patientswith inversion L6 (inv { 16) ] and five patiznts
with complex karyotypes, that showed cryptic genomic dele-
tions in chromesomal band 179112 encompassing nenro-
fibromastosis 1 (WFIJ Of these patients only two ezhibited
concomitant dzletions affecting TP33, 1o addition, the authors
perfarmed Loss of heterazygasity analyses revealing one patient
with loss of heterorpgosity affecting the genomic region of
TP53, Furthermore, sequence analyses of TF53 [exons 4 through
9 discloged rwo patients with additional TFS3 alterations (one
patiznt was heterorygous for the mutation, the ather ane had lost
thewild typeallele of TFS3) Thus, in four of seven 179112 deleted
patiznts TP53 aberrations were present, and inberestingly all of
these were AML patiznis with comples karyotypes.

We greatly appreciate the comments by Susla and col-
leagues confirming cur findings that NFI may be a targst of
chromasome 17 rearrangements, [n our recent study compris-
irg &0 AML patients with compler karyotypes, genomic dele-
tions of 17p13 encompassing TF33 were more common than
deletions harboring MFI (55% v 30%:1.° Suela and collsagnes
analyzed | 20unselected patients of de nowo AML: witha general
incidence of 139G, the series probably included about 15 patiznts

152

with complex karyotypes (the number was not provided]. We
believe that mach low nombers do not allow a reliable determi-
nation of the incidence of genetic l=sions. Subgroup-specific
analyses in our series of &0 complex karyotypes AML patients
(younger [age < 60 years] de nowa AML [n = 7], yonnger
szoondary  [post-myelodysplastic  syndrome  and  therapy-
related] AML [n = 6], elderly [age = 60 years| de novo AML
In = 13, and ederly secondary AML patients [0 = 3] dis-
closed deletions of 17pl3 encompassing TP33 in all subsets as
the main chromeosome L7 aberration. Dhar data support the
fimding that MFI del=ticn may eccur without TPS? alteration.
We recently identified two addiional patients with isolated
171 L2 loss without concomitant 17p L3 deletion. Weswere able
to further narrow down the minimaly deleted fragment to
approximately 800 kb in size harbaoring NFL. Sequence analysis
of TP53 (exonsd through 9) showed that in one of these patients
no TPS3 mutation was present.

An intrigoing Anding of the studyby Susla et alis that 17911.2
del=tions may alsa accur in other cptagenistic ubgroups as shown
by isolatsd 17911.2 deletion as sscondary change in two patients
with iove { 16}

In summary, our data and that by Suela et al are in agres-
ment in showing that NF! may be a target of chromosome 17
rearrangements with or without TPS3 alteration. WF! deletions
szem 1o he most prevalent in AML with complex karyotypes.
Futare amalyses incloding the investigation of uniparsctal
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DNA profiling by arrayCGH in acute myeloid
leukemia and myelodysplastic syndromes

Lsuela S, Alvarez J.C. Cigudosa
Malezular Cytogenetics Group, Centro Macional de Inwestigaciones Onookdgicas (CNIO0, Madrid (Spain)

Manuscript received 7 Seplember 2506; accepied in revised foren for publication by L. Cannizzare,

% Mowember 206048,

Abstract. Acute myeloid leukemia (AML) and myelodys-
plagtic syndromes (MDE) represant twe distinct but related
miyelaid haematological neaplasms At diagnosis, 8 substan-
tial propaortion of ¢ ases show cytogenetic and malecular ge-
netic markers whose range of specificity is highly variable.
Most specific reciprocal translocations, as H#,21)(q21921)
ar t115,171(q22:921). have been extensively studied and are
currently introduced in clinical diagnosis. Two ather major
groups remain to be better characterized at the genetic and
genamic kevel: cases with narmal karyatype and cases with
complex aberrations. Comparative genomic bybridization
{CGH) performed on chrom esommes was the fird approach
taken and mearly 200 cases studied by this technique have

already been reported. Array based CGH has also been ap-
plisd tooa smaller number of Cases. Both types of gencmic
gudies have confirmed that recurrent genomic losses and
gains can almos exclusively ba fouind in cases with complex
karyotype Inmost cases with nermal karyot ype (aswell as
in others with single chromosome aberrat ions astrisomny ),
arrayCGH hasbeen able to umveil small DMA copy num ber
changes whose recurrence is very low. Pecently single-
mclectide-palymorphism based arrays have been used in
AML showing that less of heterozygesity (LOH]) is a com-
man fEature in normal karyotype leukemia.
Capyright ® 007 5. Kurger A G, Barel

Genetic aberraticns in the form oflosses of genetic mate-
rial (deletiong) or lecalized gains (Quplicationsto amplifica-
ticms), that affect certain regions of the genome have been
shown to be the bass of many diseases or human pathaola-
gies, cancer being ane of the most frequently characterized
by the accurrence of one or mare of such genet i alteration s
Traditionally. the identification and further characteriza-
ticn af these genomic copy number changes was achieved

Work funded by Gramd PIO4ASES fram Fondo [nvetdgacionis Saniarias
Ministario de Sanldad v Consuma b0 CU)LE hasa PhD Rlkwshlp from
Ministaro de Educaclan yClencla.
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by using Cornparative Genomic Hybridization (CGH), a
malecular cytogenetic techniqie that allows the analyszis of
DMA gains and losses in the entire genome in a single hy-
bridizaticn experiment. Initially, CGH experiments were
performed on normal human metaphase chomesomes
(Kalliomiemi et al., 1992, 1994 but currently, an increased
ourmber of CGH assaye ame being performed on arrayed
DM A element s{arrayCGH). This swift evolution from chire-
masomes to DA clones allows a much better characteriza-
tion (in terms of size and limits) of DMA copy number al-
terations (CHA) that take place during oncogenesis and
Prvgression.

Acute myeloid leukemia (AML) and myeledysplagic
synidromes (MDS) constitute two related bat, at the same
time, different entities among myeloid neaplasms. While
niet all cases of MDS terminate in AML, thase syndromes
are considered preleukemic diseases, reflecting that both
disorders may be the readlt of a similar genetic damage
(Harris et al., 2000). Threemajor cytogenetic subgroups can
b distinguished amang myeloid diserders: (1) cases with a
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primary balanced chromoseme aberration (approximately
20 of all AML cases, and sorme therapy-related MDS), (2)
cases with normal karyotypes and (3) cases with unbal-
anged karyot ype abnormalities, which are characterized by
gains andfor losses of usually large regions of the gename
and no known primary balanced abnormality (35-40% of
AML, 50% of the novo MDS, and more then S0% of the
therapy related MDESAMLI (Grimwade et al., 2001, 2004,
Schoch et al, 2005), Feousing in these last two groups of
patients (normal and unbalanced karyotypes), this eview
will shoow a brief sumim ary of what is known about comven-
tional CGH inmyeloid discrders and will try to present the
current state of the array CGH advances in this type of leu-
kemia.

Myelodysplastic syndromes and acute myeleld
leukemla under the light of chromosome based CGH
IcCGH]

In addition to providing insights intce the molecular
pathaphysiclogy of nyeloid discrders, cytogenetic analyzis
has been the main provider of the prognastic infarmation
thatinfluences therapy and outcome of AML and MDS {Al-
warez e al, 2000} Still, individuals digplaying a normal
karyatype in chromosame-banding analysis represent 40—
45% of MDS and AML patients, precluding any advance
that may derive from classical cytogenetics in terms of mo-
lecidar mechanigms andfar prognoss Lately, several ma-
lecular defects, such as length mutations of the FLT3 gene
{Bullinger and Valk, 2003) and NPM genes (Dohner et al.,
2005; Falini et al., 2005), have been described in AM L with
narmal karyotypes. On the other hand, myeleid disorders
with unbalanced karyot ype abnormalities constitute a sub-
type that has been classified mostly based o its cytogenst-
kfmalecular genetic prafile, although these patients may
trily represent a distinct biological entity (Schech et al.,
20035, The characterization and the understanding of
specific roles of these rearrangements have dramatically
improved through the application of a spectram of cytoge-
netic and molecular diagnestic techniques. These tech-
niques include multicelor karyotyping, conventicnal com-
parative genoaic by bridization (CGHJ, loss of heterazygos-
ity analysis, CGH arrays, and expression arrays

Taking into account cnly published series that included
miore than ten patients studied with ¢CGH, nearly 120 MDS
and 260 cases of AML have been reported (Bentzetal., 1995,
El-Ritai et al., 1997, Hihta et al., 199%; Wilkens et al., 1999,
Caguma et al., 2000; Heller et al., 2000, Kim et al., 2001,
Lindvall et al., 2000, Dalley et al., 2002; Casas et al, 2004,
Babicz et al., 2003; Karst et al., 2005; Martinez-Ramirez et
al., 2005}, Compared with data ebtained with classic cyto-
genetic methods, cCGH analysis yielded a higher number
af well defined structural changes. This increased rate of
chromosams aberrationswas nurtwred by the fact that CGH
isa DM A based technique sothose cases where cell culture
was unsuccessful (no meta pha sechromosomes could be an-
alyzed) were however suitable for the comparative bybrid-

izaticn analysis. On the other hand, another well known
saitrce of discrepancy cormes from the analysis of different
clonal cell popiulations that meay be present in the tumor
samples. This fact remains as a problem for CGH, while
classic cytogenetics hasthe advantage of allowing the detec-
tion and characterization of such clonal papidlaticns.

CCGH studies of MIDS with unbalanced karyot ype, pre-
viously detected by comventional cytogenetics, established
that gencanic leases ane the most prevalent findings, irvolyv-
ing 5q in arcund 73% of cases, 7q in 30%, amd 204 in 24%.
Most common gains imvolved tetal ar partial chromaosome
8 (about 40%), 119 (25%) and 4q (27%) (Wilkens et al., 199%;
Castuma et al., 2000; Martinez-Ramirez et al., 2005). Am-
plifications were also detected and confirmed in one third
of the patients imvalving MLL and RUNX?, among others
(Martinez-Ramires et al., 2005}

A ML has been more extensively studied (Gebhart, 2005),
With mearly 200 cases, ircluding individual reports, the
main conclusions confirmed that genomic losses aflected
5q and 7q (with high frequency), followed by 1p, 2pq2, 12p,
121, and 17p. Frequent gains invelved chromoscmes &, &g
and 21q {with high frequency), followed by 3g26—q27 and
22q. Araplifications were not common but were demon-
strated for well known genes as MYC and MLL (Kim et al..
2001, Casaset al., 2004), as well as for some other rare loca-
tians an 124 without a <lear candidate gene (Heller et al.,
20061,

ArrayCGH approache development and platforms

The sensitivity of CGH technique is dependent on sev-
eral factars. The main intrinsic factors are the degres of con-
densation af the chromosames and power of resclution af
the microscope hardware and soft ware. Extrinsically, the
sensitivity is also limited by the gize of the chromosomal
aberration (if it is large enough to be vissalized under the
microscope) as well as by the minimal pertion of a cell pop-
ulaticn carrying a specific change that needs to be present
inthetes sampletobe detected . Adding up all these limita-
tions, it is widely accepted that copy nivmber changes (dele-
tions, gaing or amplificaticns) that affect genomic regions
smialler than 2-5 Mb of size whese presence in a cell popu-
lation is under 20% are not readable or efficiently detected
by chromasome based CGH (Gebhart et al., 2000, Gebhart,
2005).

The change fram chromesome to gename based ap-
proaches hashad an immediate effect also in chromosome
CiGH. Metaphase spreads are being replaced as target for
hiybridization by micrearrays. Therefare, ane of the limita-
tions mentioned above, the power of resclution of the chiro-
masgomal CGH, has been easily overcome by substituting
chramoscmes with small fragments of DA arrayed cnto a
salid suppont eg. large insert clones (BAC/PAC clones),
cDMA clones, or cligenuclectides (Salinas-Taldo et al., 1997;
Pinkel et al. 1998, Pallack &t al. 199%9; Lucito et al., 2000;
Mei et al., 2000). Pesolution is now limited by the type,

2 L reigh the gename of the clones
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that are included in the array. Typically, most studies utilize
microarrays comprising large insert clones (100 kb) spaced
at approximately one clone per Mb (Fiegler et al., 2003, but
higher resalution arrays camprising overlapping clone sets
from specific regions are being employed. There are pub-
lished experiments with array platforms that include from
a few hundred clones to over 20,000 clones covering the
carmplete human geneme (lshkanian et al., 2004). The pan-
el of platforms can be initially divided into three groups
reganding the type and size of clones arrayed: large BACS
PALC clones of a mean size of 1530 kb, cOMA clones with siz-
s of arciind hundreds ofbp, and aligenuclestideswith siz-
e around 40 to 70 bp. Each type of platform has its own
adwantages and limitations. In recent years we have ab-
served in the literature and in scientific forums a competi-
tion among users and providers of different platforms in
arder to demonstrate which one was the most powerful ar
efficient, ar bath, to detect DA gains and losses,

BALL based arrays are the most commonly used becauss
af their robustness and good signal in hybridization exper-
iments, Because of this geod hybridization yield, they are
espacially useful in the detection of genomic losses (dele-
tions). This type of platform has been used in six reparted
warks dealing with myeleid disorders (Martinez-Bamirez
et al, 2003, 2005, Tchinda et al, 2004; Paulsson et al., 2006,
Fuacker et al., 20063, by cDMA arrays to be used as CGH ar-
rays is ancther aption. In this type of platform the clones
are expresed saquences that are been obtained fram a pre-
wiously defined library.

cDMA clones have been extensively used for expression
prafiles and they are not a first choice for studying copy
number changes becaise of their poor hybridization profi-
ciency. They are mostly indicated for in certain experiments
sich as Localization of genes that are similltaneously over-
expressed and amplified. However, the cIINA appreach is
clearly not recommended if the aim is the detection of low
copy number changes (simple gains or deletions) becauss
the available bicinformatics (that includes the running av-
erage of multiple clones, typically five to ten, along the ge-
name) often fails to provide reproducible data (Alvarez and
Cigudosa, 20035).

Finally, eligenucleotide based CGH arrays are the most
recent approach. [t implies the use of short sequences of
newly symthesized fragments of DMA (oligomacleatides) of
40 or &0 base pair length (40-mer or 60-mer oligog) as tar-
gets far hybridization on the slides Thistype of array, char-
acterized by the high densty of clones that may be easily
arrayed (it is rather normal that they contain 40000 clones).,
hawe been used insixeports dealing with myeloid disorders
(Fitzgibbon et al., 2005 Gorletta et al., 2005, Raghavan et
al., 20035 Tyybakinoja et al., 2006, 2007; Suela et al, 2007

My=lald leukemlas and arrayCGH
[t is reasonable to expect that genomics may give differ-

ent approaches to umvedl leukemogenesis, aguressivensss
and other clinical factors in AML and MDS. In fact, same

306 Cybogenet Genome Fes 118 304 - 305 { 2007)

genormic approaches have been already taken to explain lew-
kemia, mestly in the form of expression arrays (see Bull-
inger and Valk, 20035; Valk et al., 2005 Mano, 2006 for re-
cent reviews). However, it is somehow striking that, while a
large numbser of arrayCGH studies have been reported in
solid twmors (mostly breast), prenatal disorders or ofher
diseases, there are few articles yet published about copy
nrmber aberrations on myeloid disorders using this ap-
proach. Cnly ten works have been published so far inwhich
arrayCGH has been applisd to AML cr MDS samples, We
initiated the research in this field first confirming the swit-
abdlity of the arrayCGH for studying copy number aberra-
tions in MIM (Martinez-Famirez et al., 2003).

Same published reports have chiosen the arrayCGH ap-
proach in a small number of cases in order to provide a re-
fined characterization of specific chromosame aberrations
previcusly detected using other metheds. Tchinda et al.
(2004} reported twao cases of de nove AML with transoca-
tionsimvolvingthe breakpoint 6p22 firg detected at relapse.
By using arrayCGH they found that translecations were
truly unbalanced showing gains and losses at the break-
points, Tyybdkinajaet al. (2004 eported anather two Cas-
esof AML charact erized by the presence of amplicons in the
11922~ q25 cytabands. They described the limits and phiys-
ical genomic structure of the amplicon, concluding that, un-
enipin ted by, MILL was not affected by this geneticevent. They
proposed acommoen region ofamplification whichincluded
14 known genes.

As menticned, an important advantage af the high reso-
lution of arrayCGH is the pessibility to detect DMA copy
mamber changes that may be simply invisible to comven-
tianal karyatyping. Alongthisline, an interestingstudy was
recently published to discloss such hidden aberrations in
ten cazes of AML/MDS where triscnry 8 was the only de-
tected chromosome abnorm ality (Paulsson et al., 2006). By
uvsing a tiling Path BAC array that includes 32 000 hitman
clonesthey showed that new undetectad CHA could be ob-
servied in all analyzed cases. However, die to the design of
the platform, that includes in its coverage poly morphic non-
coding genomic regions, it wasindicated that most of't hese
aberrations could represent genetic polymaorphisms, After
remnoving thess predicted or known polymorphisms, they
ohserved that four out of ten ¢ ases showed new CHA, there-
fare suggesting that triscmy & alone may not bethe wnique
genetic event that is needed for the onset ofthis kind of my-
eloid leukemia.

Regarding unbalanced and complex karyotypes in my-
eloid discrders, two maore articles, using & combination of
1 Mb BAC arrayCGH and expression profiling on a panel
of 17 cell lines {Pucker et al., 2006b) and a large series of pa-
tients {Fucker et al., 2006a), have been published. The series
of primary samples included 60 cases with newly diagnased
complex karyotype leukemias (de nova AML, post MDS
and therapyrel ated lev kemia £, Boththe recurrence and the
nature of genomic changes were precisely delineated in this
work. Genamic losses wene mare frequent than gains. While
the recurrences of 57 and 7q deletions were 778 and 454,
sirnilar tothat observed with comventicn al CGH ina similar
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graup of patients {dMartinez-Farmnirez et al., 2005), the inci-
dence aflosses at 17p (55%), and those at 18q, 169, and 17
(35 each) were higher than previous reports. Additionally,
a large set of amaller recurrent aberrations, including ather
losses and gains of 11q and &, were observed. OF interest
they described the presence of 41 high level DA ampli-
fications with a noticeable recurrence of those located at
1192 3.3—+ 24 (sven cases), 20g22 (six cases), 110233 (five
cases), These findings have been useful to point to potential
candidate genes in several regions. Although global expres-
slon profiling was performed in the same set of samples, no
significant gene expression signatures correlated with ma-
jor arrayCGH aberrations as losses of 5q. 17p, and 7. ar
gains of 119 and &q.

With all collacted evidence of DIN& copy nwmber changes
and expression studies, it is becoming accepted that nrpelaid
lewkernias with com plex karyobypes constitute a distinct ge-
netic and probably biclegical entity (Ahvarez and Cigudosa,
2005, Schoch et al., 2005). However, the extent and natuwre of
CHA inmyeleid leukemia samples with normal karyotype at
diagnosis etill rernain to be clarified. Conventional CGH has
nat been successiul in finding recurrent aberrations in this
type af sample (Dalley etal., 2002; Casas et al., 2004), and we
will probably see in the near fiuture the results of currenthy
angdng research dealing withthis issue. Our group and oth-
ers are actively working on this matter (Suela et al., 2007,
Tyybakinaja et al., 2007). CHA are frequent in AML but aur
findings shiow that, except for those seen in complex karyo-
types, recurrent aberrations are not 8 common featwne (soms
aberrations as seen by arrayCGH that were detected in ME
cases ate represented in Table 1and Fig 1).

My=lold leukemias and new genomics strategles:
array-sNP

Single Muclectide Palymorphisms (SMF can be also ar-
rayed and wsed for studying simulianecusly variations in
the DA copy number content and the presence of genom-
& reglons with loss of heterozygosity (LOH ). Although the

Fg. 1. ArrapC GH representative ideograms of deetions ina case of
AML with nocmal kar :r%:.[-]umaJGunmrEG[{ddl:n'Licmup
(Agilent Techinclogies Inc.. Palo Ao, CAJ versiens Aand B wereused.
Hybridizatiore were dome a: previously described according to the
manufacturers protocols. Graphics are modified cutput from CGH-
Analyitics v3.2.1.(also fram Agilent Techmologies [nc.). Moving aver-
age (0.5 Mh) ratin values along the chromosome are represented
by a Bluz line, Balanced ratic {no copy numbsr changes) falls arcund
the 0= wertical lines, Displacement of this Blue Line to the left or right
represents genomic losses or gains. respectively. Aberrations that were
statistically significant are represented as blue dols on the lefi idele-
tien) o right {gain) of the moving average. Faaturss of the regions are
i 'mdlndzmd.inb\:lﬁntrjrwmw right of the chrome-
ﬁﬁeﬂ. Gene view displays aligo _p.rob-e:ud.ulsﬁ'iheculu:ufudl
dot represents losses noemal (hlack) or gains (red). Large
{(&p24, size 10 ME) and small dzletions 12913, size 115 kb are eepre-
sented.
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Tabla 1. Detection of new copy number

aberralions in normal karyotype cases of Case  Earolype  Array CGH
AML using array CGH platform
1 45K 45, KX, del{ 20 q1 2], del{ 5} pa4 )
2 45X 45, KK, del (E30paz.z1)
3 45 XX 45, KX del( 2 q23.3)
4 45K 45,5 del{1 ) p36 | ded{ 2)ip2d) deli3ig27qze], deli 311, +18q21
5 45,57 A5, KT el 20 q1 2, del {4 ¥ q24], del{5 K q35]

use af array-5M P far detecting CHA may be redundant with
ather platforms, theirability to detect LOH regions without
net changesin DMA content {diplaid LOH) represents a sub-
stantial change in genamic ressarnch.

Driploid LOH isthotght to arise insomatic cells through
the genetic process known as uniparental discoy (LTPLY,
and it was found in neardy 20% of ABML cases with normal
karyotype studied by a 10K array-5 MNP platiormn {Raghavan
et al., 2005). Mutation analysis of several genes included
in gpecific diploid LOH regicns observed by this group
demonstrated that those regions may include the presence
af homozygous mutations in cancer related genes, like
CERPA, FLT3 or RUNXT (Fitzgibbon et al., 2005), Addi-
tionally, & LOH study of a pane of 30 myeloid leukemiaz
with nermal karyotype confirmed these previeus ealts
{Goetta etal., 2005} They proposed the existence of two
types of LOH: terminal, irvolving large genomic egions
{30-20 Mb), produced by a UPD phencmenon and inter-
stitial, affecting smaller regions (2-8 Mb) usually cased
by & microdeletion event (resulting in loss of one DNA copy
ar haploid LOH). They also found that 104 of the normal
karyotype cases showed interstitial microdeletions, simi-
lar to our results (Table 1) obtained with the amayCGH
platform.
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Conclusion

In conclusion, arrayCGH, confirming previous data
based on chromosame based CGH, provides wseful infor-
maticn regarding the nature of genomic aberrations that
take place incases with com plex karyotypes. The high reso-
lution and the use of several platforms on complex karyo-
type cases have produced an enormous arount of data with
interesting candidate genes whose irvelvement has to be
explored. These genetic aberrations are probably related to
late stages of myeloid disease, transformation of MDS to
AML, or exposire to envirenmental- or therapy-related
clastogenic agents. However, the mle of CHA in myeloid
leukemias with normal karyotypes or single numerical
changes remains unclear, mostly due to the lack of recur-
remce af the so far observed aberraticns. Obwiously more
genormic data have to be collected in as many patients as
possible. It is of major interest to direct the genomic re-
gearch af AML and MDS towards etheremerging approach-
es The role and extent of P, the large-scale detection of
mutations on key proliferation-related genes, and the epi-
genetics profiling of this disease are the next unavaidable
deps which need to be taken.
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Coincident neutral loss of heterozygosity and copy number aberrations

contribute to define complex genomic rearrangements in AML

To the editor:

Copy number neutral loss of heterozygosity (CNN-LOH) are genomic alterations
characterized by the absence of one parental copy and the duplication of the
remaining one. This event generates a homozygous region, which may have the same
effect as a genomic loss if it contains sequences that are silenced(1). Array-SNP have
been used to determine either copy number altered regions or regions of loss of
heterozygosity which could not be visible using other chromosomal aberration
studies (2). These events have been mainly described, among several cancer types(1,
3, 4), like acute myeloid leukemia (AML) cases with normal karyotype (NK),
showing that CNN-LOH is a common phenomena in this disease (10-20%) (5, 6).
Moreover, many of these regions were associated with mutations in cancer related
proteins (as CEBPA, FLT3 or RUNXI), suggesting that CNN-LOH features are a
common way to induce leukemogenesis (7). However, no detailed studies at high
resolution level have been reported describing the limits and the genomic features of
regions affected by a combination of both CNN-LOH and copy number aberrations.
We selected DNA from sixteen de novo adult AML representing all AML
cytogenetic-risk groups (Table 1). DNA was hybridized using a Illumina Infinium
whole genome HumanHap300 Genotyping Beadchip (Illumina, Inc, San Diego, CA,
USA), containing up to 317K SNPs across the genome. Hybridizations were done
according to manufacturer’s protocol. For LOH data analysis, we used the LOH
score provided by the company (see Peiffer et al, 2006, for more details)(2). We

accepted as positive LOH region those with more than 10 consecutively affected
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SNPs. Copy number variations across the genome were also studied in the same
experiments by using the smoothing method implemented in InsilicoCGH from
GEPAS Suite Software (http://gepas.bioinfo.cipf.es/). The results of both types of
observations were contaminated with the presence of genetic polymorphisms. In fact,
regarding CNN-LOH, large regions of homozygosis have been recently described in
normal populations, probably due to remaining ancestral haplotypes (8). Because of
that, and in the absence of a public database we were forced to test two hundred
healthy donor DNA samples, extracted from the Spanish population, that were
hybridized to detect ancestral homozygous regions. We curated CNN-LOH regions
which overlapped at least 80% of the sequence with CNN-LOH regions found in our
cohort of healthy donor samples. To curate the copy number variations that may be
due to polymorphisms, we excluded regions with at least 80% of overlapping
sequence with polymorphisms in our control population and from the Database of
Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation) (a summary of all eliminated
polymorphisms is shown in Supplementary table 1). Finally, copy number values and
LOH statuses of the 16 AML samples were compared and validated with our
previous results obtained in a 100 AML study using the Agilent 44k ArrayCGH
platform (9).

We observed that 11 out of 16 samples (69%) were affected by LOH events
(graphical overview of the cases is shown in supplementary material). In total, 49
LOH regions were detected (Supplementary table 2). None of these regions were
found in the 200 controls. Twenty eight of them (57%) were exclusively due to the
presence of deletions (overlapping limits and extension). From the remaining 21
regions (all recorded in Table 1), 18 were exclusively CNN-LOH regions. These

regions were found in nine (56%) of the 16 cases. They showed a median size of
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4.56 Mb (range 500kb to 87Mb). The proportion of cases with CNN-LOH is higher
than the ones previously published for AML (5, 6), being the most likely reason for
explaining this difference the thirty-fold increase in the number of probes per assay
(300K versus 10K) and the composition of our series that included cases with
chromosome aberrations. Apart from the NK subgroup of cases, we have studied 12
cases with previously known chromosome and/or copy number aberrations (Table 1).
Seven of these 12 cases showed CNN-LOH regions, (equally frequent in all
cytogenetic risk groups). This fact was not reported before. Regarding the molecular
features of the CNN-LOH events, a classical genetic division differentiates those
affected regions ending at the telomeres (telomeric CNN-LOH) and those limited by
two rearrangements within the same chromosome arm (interstitial CNN-LOH).
Previous reports found a strong bias towards the telomeric CNN-LOH (5, 6).
Conversely, we found that interstitial CNN-LOH was much more frequent in our
series than telomeric events (15 versus 3, respectively), probably due to the same
above mentioned reasons. Interstitial CNN-LOH was observed in all three
cytogenetics groups.

The remaining 3 LOH regions were studied as a different phenomenon because they
were physically associated with copy number variations. We have termed these
regions as complex-LOH, which were composed by an CNN-LOH region flanked by
deletions. These events were found in chromosomes 8 and 17. These regions were
very large, from 19.6 Mb (complex-LOH in case 3 at chromosome 8) to an entire
chromosome (a monosomy of chr #17 that included a CNN-LOH region of 31.6 Mb,
in case #13). Complex-LOH events were frequent in complex karyotypes: 2 out 3
cases with complex-LOH events, showed complex karyotypes. Interestingly,

complex karyotype cases did not harbor any exclusive CNN-LOH region.
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Molecular mechanisms underlying the origin of these highly rearranged regions are

yet unknown. Based in their frequency, it seems reasonable to assume than a

complex-LOH region is formed by an initial CNN-LOH event that is followed by

secondary deletions in the boundaries of CNN-LOH region. However, the size and

limits of the involved regions may induce to think in the opposite way. In any case,

both types of rearrangements are closely linked and should be considered as markers

of genomic/genetic instability.

In conclusion, we have confirmed that LOH events are a common issue in the AML.

Moreover, we were able to describe for the first time the complex-LOH events as a

frequent genomic event in cases with chromosomal copy number aberrations. These

findings were much more common in complex karyotypes, suggesting that complex-
LOH could be markers of instability in leukemia.
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Legend to Figure

Figure 1. complex LOH events found in different AML cases.

Each complex LOH phenomena is represented by a bar drawn left to the specific
chromosome. The number of case is shown up or down the bar. Colors define the
type of aberrations along the complex LOH event (black = loss of genomic material,

dashed = diploid-LOH, cross stitched pattern = polyploid LOH).
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Table 1. LOH regions found in AML cases.

Whole LOH Region Copy Number Alterations in this region
Case Prognosis Karyotype Findings | LOH Type Chr Start Size | Ploidy Start Size

N/IL 3 79068495 28.3 - - -
1 Favorable inv(16) N/IL 11 38454177 20.4 - - -
N/IL 16 72456853 4.7 - - -
2 Favorable inv(16) - - - - - - -
N/IL 2 140813260 7.3 - - -

in 20388180 11.6

. C/IL 8 14126601 19.6 | >2n 31979736 1.3

3 Favorable inv(16) Tn 33298381 05
N/IL 18 42005991 4.6 - - -
N/IL 20 11799 5.1 - - -
Favorable inv(16) N/IL 2 88389214 2.6 - - -
. N/IL 6 28033346 0.8 - - -
Intermediate 18 NIL 14 43576901 416 | - - -
6 Intermediate +19 N/IL 2 58387567 2.8 - - -
N/IL 3 113653472 17.0 - - -
7 Intermediate +8 N/IL 9 128451226 1.3 - - -
N/IL 20 34875713 7.0 - - -
8 Intermediate NK - - - - - - -
; N/IL 5 151372673 1.8 - - -
9 | Intermediate NK NTL 13 27338007 86.8 | - - -
10 Intermediate NK N/TL 12 131872351 0.5 - - -
11 Intermediate NK - - - - - - -

12 Adverse Complex C/TL 17 51088 22.1 in 15495286 6.7

13 Adverse Complex C/TL 17 51088 786 | 1n 51088 47.0
14 Adverse Complex - - - - - - -
15 Adverse Complex - - - - - - -
N/IL 6 121445811 1.5 - - -
16 Adverse MLL NTL 16 37354 05 | - - -

Type of LOH: N=neutral, C=complex, IL=interstitial, TL=telomeric

Figure 1
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Haematologica. 2007 Jun;92(6):795-802. Links

Multiple myeloma primary cells show a highly rearranged unbalanced genome with
amplifications and homozygous deletions irrespective of the presence of immunoglobulin-
related chromosome translocations.

Largo C, Saéz B, Alvarez S, Suela J, Ferreira B, Blesa D, Prosper F, Calasanz M),
Cigudosa JC.

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Multiple myeloma (MM) is a malignant plasma cell
neoplasia in which genetic studies have shown that genomic changes may affect almost all
chromosomes, as shown by fluorescence in situ hybridization (FISH) and comparative
genomic hybridization (CGH). Our objective was the genomic characterization of CD 138
positive primary MM samples by means of a high resolution array CGH platform. DESIGN
AND METHODS: For the first time, a high resolution array CGH with more than 40,000
probes, has been used to analyze 26 primary MM samples after the enrichment of CD138-
positive plasma cells. RESULTS: This approach identified copy number imbalances in all
cases. Bioinformatics strategies were optimized to perform data analysis allowing the
segregation of hyperdiploid and non-hyperdiploid cases by array CGH. Additional analysis
showed that structural chromosome rearrangements were more frequently seen in
hyperdiploid cases. We also identified the same Xq21 duplication in nearly 20% of the cases,
which originated through unbalanced chromosome translocations. High level amplifications
and homozygous deletions were recurrently observed in our series and involved genes with
meaningful function in cancer biology. INTERPRETATION AND CONCLUSIONS: High
resolution array CGH allowed us to identify copy number changes in 100% of the primary
MM samples. We segregated different MM subgroups based on their genomic profiles which
made it possible to identify homozygous deletions and amplifications of great genetic
relevance in MM.

Oncogene. 2008 Mar 27;27(14):2084-90.

Array CGH and gene-expression profiling reveals distinct genomic instability patterns
associated with DNA repair and cell-cycle checkpoint pathways in Ewing's sarcoma.
Ferreira BI, Alonso J, Carrillo J, Acquadro F, Largo C, Suela J, Teixeira MR, Cerveira
N, Molares A, Goméz-Lopez G, Pestaiia A, Sastre A, Garcia-Miguel P, Cigudosa JC.
Ewing's sarcoma (ES) is characterized by specific chromosome translocations, the most
common being t(11;22)(q24;q12). Additionally, other type of genetic abnormalities may
occur and be relevant for explaining the variable tumour biology and clinical outcome. We
have carried out a high-resolution array CGH and expression profiling on 25 ES tumour
samples to characterize the DNA copy number aberrations (CNA) occurring in these
tumours and determine their association with gene-expression profiles and clinical outcome.
CNA were observed in 84% of the cases. We observed a median number of three aberrations
per case. Besides numerical chromosome changes, smaller aberrations were found and
defined at chromosomes 5p, 7q and 9p. All CNA were compiled to define the smallest
overlapping regions of imbalance (SORI). A total of 35 SORI were delimited.
Bioinformatics analyses were conducted to identify subgroups according to the pattern of
genomic instability. Unsupervised and supervised clustering analysis (using SORI as
variables) segregated the tumours in two distinct groups: one genomically stable (< or =3
CNA) and other genomically unstable (>3 CNA). The genomic unstable group showed a
statistically significant shorter overall survival and was more refractory to chemotherapy.
Expression profile analysis revealed significant differences between both groups. Genes
related with chromosome segregation, DNA repair pathways and cell-cycle control were
upregulated in the genomically unstable group. This report elucidates, for the first time, data
about genomic instability in ES, based on CNA and expression profiling, and shows that a
genomically unstable group of Ewing's tumours is correlated with a significant poor
prognosis.
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Haematologica. 2008 Mar 26 [Epub ahead of print]

Comparative genome profiling across subtypes of low-grade B-cell lymphoma identifies
type-specific and common aberrations that target genes with a role in B-cell neoplasia.
Ferreira BI, Garcia JF, Suela J, Mollejo M, Camacho FI, Carro A, Montes S, Piris MA,
Cigudosa JC.

Background Low-grade B-cell lymphomas are a very heterogeneous group of tumors, whose
differential diagnosis is frequently compromised by the lack of specific cytogenetic or
molecular features. Our objective was to search for genomic features that allow a better
molecular identification of the different types of lymphoma studied. DESIGN AND
METHODS: We selected a panel of 87 low-grade B-cell lymphoma tumor samples that were
unambiguously diagnosed (clinically and cytogenetically) as: follicular, splenic marginal
zone, nodal marginal zone, lymphoplasmacytic, mantle cell, extranodal marginal zone
MALT-type lymphoma or B-cell chronic lymphocytic leukemia. All samples were subjected
to the same high-resolution genomic DNA analysis (array-based comparative genomic
hybridization): a whole genome platform that contained 44000 probes distributed across the
genome. Genomic imbalances were recorded, compiled and analyzed. RESULTS: Eighty
percent of analyzed cases showed genomic imbalances (deletions and gain/amplifications)
but the frequency of these imbalances ranged from 100% in mantle cell lymphomas to 33%
in MALT lymphomas. A total of 95 new genomic imbalances affecting all lymphoma
subtypes, were defined. We evaluated the extension of the genomic instability, detecting
distinct patterns of genomic instability within subtypes. Specific pathways, such as nuclear
factor kB (gains of REL and BCLI11A, and losses of COMMD3, BIRC1, IKK1 and
NFKB2), Polycomb group proteins (gain of BMI1 and deletion of PCGF6), DNA repair
checkpoint pathways (deletion of 16q24 involving CDT1), or miRNA with a role in B-cell
lymphoma pathogenesis (MIRN15A, MIRN16-1), were targeted by this genomic instability.
Conclusions Although all subtypes of lymphomas showed gains and losses of DNA, the
analysis of their genomic profiles indicated that there are specific aberrations in almost every
subtype as well as frequent aberrations that are common to a large number of lymphoma
types. These common aberrations target genes that are important in B-cell lymphomagenesis.
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