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RESUMEN

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias
clonales, caracterizados por una hematopoyesis ineficaz, displasica, citopenia(s) periférica(s), y
elevada tendencia de transformacion a leucemia mieloide aguda (LMA). La evolucién clinica de
la enfermedad es variable; por esta razon, recientemente, se han establecido diversos sistemas
de clasificacion y prondstico, dividiendo asi a los pacientes de acuerdo con la supervivencia
global (SG) y el riesgo de progresion leucémica. Actualmente, los mecanismos determinantes de
la patogénesis del SMD permanecen sin aclarar. Mientras que las alteraciones citogenéticas se
detectan en el 50% de los pacientes al diagnostico, los estudios de secuenciacion masiva han
identificado al menos una mutacion en el 85-90% de los mismos. Especialmente, la presencia de
mutaciones somaticas adquiridas en genes de alto riesgo molecular (High Molecular Risk,
HMR) (TP53, ETV6, ASXL1, RUNX1, EZH2) han sido asociadas con prondstico desfavorable,
independientemente de los sistemas prondsticos actuales.

En consonancia, algunos autores asocian el riesgo de progresién de la enfermedad con méas de
40 mutaciones, donde la aparicion de variantes tumorales resistentes favoreceria dicho proceso.
Pero, con independencia de que existan fendmenos mutacionales y/o epigenéticos intrinsecos a
la célula neoplésica que le confieran un aumento en la capacidad proliferacion, anti-apoptética,
ect., existen evidencias que apoyan una alteracion en el control inmunitario que llevaria al
escape inmunolégico y expansion de las clona maligna. En este contexto, el SMD de Alto riesgo
se caracteriza por un aumento de células mieloides supresoras (MDSCs), disminucion de
linfocitos T CD8* citotdxicos y células NKs, entre otras.

A la vista de lo recogido en la bibliografia, tanto los factores genéticos como inmunoldgicos
descritos hasta la fecha han sido estudiados por los diversos autores en contextos
independientes. Sin embargo, este estudio recoge por primera vez un analisis conjunto de las
caracteristicas genéticas (cariotipo y perfil mutacional) e inmunogénicas (HLA y expresién de
PD-L1) intrinsecas a la célula tumoral CD34*, junto con un analisis de las caracteristicas
inmunofenotipicas del microambiente tumoral en el que se desarrolla.

Nuestros resultados muestran cambios profundos que afectan a diferentes poblaciones
leucocitarias, tanto a nivel medular como periférico. Los estudios llevados a cabo mediante
citometria de flujo revelan que los pacientes diagnosticados con SMD presentan una
disminucién en el nimero absoluto de células T CD4*, una mayor presencia de marcadores
asociados a células T exhaustas, una mayor frecuencia de células MDSC, y cambios
inmunofenotipicos asociados con la funcionalidad de células NK.

En base a las caracteristicas genéticas de la célula tumoral CD34*, el estudio del perfil
mutacional revel6 que la mayoria de los pacientes ~80%) presentaron mutaciones somaticas en
los genes estudiados, dato similar al recogido en otros estudios. Especialmente, las mutaciones
en genes HMR se asociaron con el grupo de pacientes de SMD en etapas avanzadas de la
enfermedad. Curiosamente, algunos de ellos fueron clasificados segln score pronostico IPSS-R
de bajo riesgo y/o cariotipos favorables. Los resultados revelan el importante papel de las
mutaciones somaticas en la progresion y transformacion leucémica, independientemente de
scores pronosticos.



Asi mismo, los analisis del perfil mutacional en relacién con el microambiente leucocitario no
revelaron ninguna asociacién entre ellos, por lo que sugerimos que, las mutaciones somaticas
representan mecanismos desfavorables con valor pronostico independiente del microambiente
inmunitario. De igual forma, la presencia de cariotipos adversos en la célula tumoral se asocio
con el grupo de pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad; sin embargo, a diferencia del
status mutacional, los andlisis estadisticos revelaron cierta asociacion del perfil citogenético con
el microambiente leucocitario, contribuyendo ambos de forma conjunta a la progresion tumoral.

En relacién a las caracteristicas inmunogénicas de la célula tumoral CD34* y que podrian
afectar al reconocimiento y a la activacion celular T y NK, en contra a lo observado por otros
grupos en otro tipo de tumores, la transformacion y progresion del SMD no lleva consigo
cambios importantes en la expresion de moléculas HLA. Por el contrario, se observé un
aumento de la expresion del ligando inhibidor PD-L1 en el grupo de pacientes con SMD. La
expresion HLA-I se conservo en todos los casos estudiados; no se ha observado ningn caso con
pérdida total de expresion HLA-I. Sin embargo, se ha detectado una pérdida de heterocigosidad
(Loss of Heterocigosity, LOH) en 3 de los casos estudiados. Los estudios de SNP-Array (Single-
Nucleotide Polimorfism Array) en el cromosoma 6 revelaron que, solamente 3 de los 36
pacientes estudiados, presentaron una LOH en la region HLA, sin alteracion en el nimero de
copias (Copy Neutral Loss of Heterozigosity, CN-LOH).

Inicialmente, los pacientes con CN-LOH HLA fueron clasificados de bajo riesgo de progresion
segun scores pronosticos, sin embargo, experimentaron una evolucion dramatica que no pudo
explicarse por la adquisicion de factores adversos (cariotipo desfavorable y/o mutaciones
asociadas a riesgo molecular). En 2 de estos pacientes, la CN-LOH HLA fue completa; v,
curiosamente, ambos presentaban homocigosidad para los grupos HLA-C (C1/C1), lo que
explicaria el escape a la accion de células NK. El tercer paciente presentaba una CN-LOH HLA
parcial, debido posiblemente a la heterocigosidad para los grupos HLA-C; sin embargo, la
progresion de la enfermedad podria explicarse por la duplicacion de los ligandos de inhibicion
para el alelo HLA-C conservado. Por lo que, en ausencia de factores de riesgo, la CN-LOH
HLA podria suponer un mecanismo de inmunoevasion que explicaria la progresion y
transformacion en este grupo de pacientes. De nuestros datos se desprende que, es posible que la
pérdida selectiva (LOH) antes que la pérdida total de expresion HLA en la célula neoplasica,
contribuya de una manera mas eficiente al escape simultaneo de células T y NKs. En el resto de
casos, en los que no hemos podido demostrar alteraciones intrisecas a la célula neoplésica, es
probable que la progresién tumoral se pueda ver favorecida por las importantes alteraciones
observadas en el microambiente medular y que afectan tanto a células T como a células NK.

En resumen, factores inmunoldgicos, extrinsecos e intrinsecos a la célula tumoral, se encuentran
alterados en el SMD, disminuyendo asi la efectividad de la inmunovigilancia tumoral.
Simultaneamente, la adquisicion de algunas alteraciones genéticas (cariotipo y/o mutaciones
somaticas) contribuyen a la expansién clonal y progresién de la enfermedad de forma
independiente.
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1. INTRODUCCION

1.1. CONCEPTO Y ANTECEDENTES HISTORICOS

Los Sindromes Mielodisplésicos (SMD) fueron probablemente descritos en 1900 por Leube
bajo el término “leukanamie”, quién describié una anemia macrocitica severa con evolucion
hacia leucemia aguda, de origen infeccioso (Nimer 2008). Algunas décadas después, en 1942,
Chevalier y col. utilizaron el término “odo-leucemia”, para definir a un conjunto de patologias
gue se encontraban en el umbral de la leucemia. En 1949, otros autores usaron la terminologia
“pre-leucemia” o “leucemia latente”, describiendo a un grupo de pacientes con anemia
refractaria (AR) antes del desarrollo de Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Hamilton-Paterson
1949); y posteriormente, en 1953 se amplié el concepto incluyendo citopenias de todas las
estirpes (Block et al., 1953). En 1975 en Paris, en una conferencia sobre leucemias
inclasificables se sugirié el término “displasia hematopoyética” (Bessis et al., 1976) v,
finalmente, en 1976, el grupo Franco Americano Britanico (FAB) denomind a estos desordenes
Sindromes Mielodisplasicos. La primera clasificacion de los SMD fue definida por este mismo
grupo en 1982 (Bennett et al., 1982).

Actualmente, los SMD constituyen un grupo heterogéneo de desérdenes hematoldgicos clonales
que afectan a la célula madre hematopoyética (Hematopoietic Stem Cell, HSC). Se caracterizan
morfol6gica y clinicamente por hematopoyesis ineficaz y displasica, con alteraciones
morfol6gicas en uno o mas linajes celulares de origen mieloide, que se traduce de forma
habitual en una médula 6sea (MO) hipercelular y citopenia(s) periféricas. La citopenia mas
comun es la anemia, presente en el 60% de los casos al diagndstico, y que, a lo largo del curso
evolutivo, suele suponer dependencia transfusional. Otras manifestaciones comunes son: riesgo
elevado de infeccion o hemorragia y tendencia de evolucion a Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) (Béjar and Steensma 2014).

1.2.  EPIDEMIOLOGIA

Actualmente, la incidencia gobal exacta de los SMD es dificil de establecer debido a que existen
varios factores que limitan una evaluacion precisa. Se consideran una enfermedad rara, con una
incidencia estimada de 3,7-4,8 casos por cada 100.000 habitantes al afio, sin ajustar por edad
(Ma 2012; Neukirchen et al., 2011). Afectan principalmente a la poblacion anciana, donde la
edad media al diagndstico es de 70 afios (Irons et al., 2006; Ma 2012).

La incidencia es mayor en personas de edad avanzada. No existen argumentos para decir que los
casos aumenten; el incremento de la incidencia se atribuye al envejecimiento de la poblacién
junto con una mejora de las técnicas diagnosticas. Mientras que en pacientes menores a 50 afios
(5-10%), la incidencia anual es 0.5 por cada 100.000 habitantes (Kuendgen et al., 2006); la
estimacion anual de incidencia en el rango comprendido entre los 60-69 y mas de 70 afios es de
5y 30 casos por cada 100.000 habitantes, respectivamente. La afectacion en el varon es mayor
que en la mujer (1.5-2 veces); sin embargo, en el sindrome 5¢, se ha observado un predominio
hacia las mujeres. Por otro lado, no se ha encontrado ninguna asociacién con la raza (Ma 2012;
Neukirchen et al., 2011). Son infrecuentes en edades pediétricas, representando el 10% de todas
las hemopatias de la infancia (Niemeyer et al., 2008).
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1.3. ETIOLOGIA

El 90% de los SMD son de etiologia desconocida (SMD de novo) y s6lo en una minoria de los
pacientes (<10%) aparecen de forma secundaria, debido principalmente al empleo de drogas
antineoplésicas (esquemas prolongados o intensos, y los que incorporan agentes alquilantes o
inhibidores de la topoisomerasa Il (epipodofilotoxinas y antraciclinas)). Los SMD secundarios
se caracterizan por presentar una morfologia altamente displasica, con médulas Oseas
hipocelulares y con fibrosis. En la mayoria de los casos (90%) presentan cariotipos complejos,
afectando principalmente a los cromosomas 5 y/o 7, y TP53 mutado. Cuando la aparicién de la
enfermedad ocurre tras tratamiento con inhibidores de la topoisomerasa I, se ha observado una
rapida progresion hacia LMA, comprometiendo de forma mayoritaria a los cromosomas 11923
0 21922 (Catenacci et al., 2005; Qian et al., 2010).

Otros factores como: la edad, el sexo masculino, el tabaquismo, la exposicion a solventes,
pesticidas y/o radiaciones ionizantes, el contacto con productos quimicos, fundamentalmente los
derivados del benceno; el tratamiento con inmunosupresores y las infecciones viricas, pueden
influir en el desarrollo de la enfermedad (Catenacci et al., 2005; Qian et al., 2010). En la
infancia su aparicién se asocia con la existencia de enfermedades constitucionales, como el
Sindrome de Down o sindromes de fallo medular congénitos, como la anemia de Fanconi
(Niemeyer et al., 2008).

1.4. DIAGNOSTICO

El diagnostico de SMD resulta complejo, ya que es fundamental descartar otras posibles causas
gue cursan con citopenia(s) y/o rasgos displasicos, sin que estas constituyan una enfermedad
clonal. En 2007, se publicé un documento concenso que recogia los criterios minimos para el
diagnostico del SMD, establecido ante la presencia de unos pre-requisitos, y al menos uno de
los criterios decisivos. En ausencia de criterios decisivos, los co-criterios pueden ayudar a
establecer el diagnostico de ““alta sospecha de SMD” (Valent et al., 2007).

Los requisitos previos son: citopenia constante en una o mas de las lineas: Eritroide
(Hb<11g/dL), Neutrofilica (neutréfilos<1.5x10%L), Megacariocitica (plaquetas<100x10%L); y
exclusion de otras causas, hematolégicas o no, de citopenias y/o displasia. Los criterios
decisivos incluyen: displasia en al menos 10% de las células de una o mas lineas
hematopoyéticas en MO; 5-19% blastos en extension de MO, y anomalias cromosémicas
recurrentes caracteristicas de SMD, por cariotipo convencional o FISH. A los pacientes que no
cumplen los criterios decisivos, pero presentan hallazgos tipicos relacionados con el SMD
(anemia megaloblastica con dependencia transfusional), se les puede aplicar pruebas
adicionales (co-criterios), para el diagnéstico de “alta sospecha de SMD”. Tales pruebas
incluyen: citometria de flujo (fenotipo andmalo en MO), evidencia molecular de clonalidad por
ensayo HUMARA, perfil genético o andlisis de mutaciones puntuales (por ejemplo, mutacién
RAS), y disminucion de formacion de colonias en MO y/o progenitores circulantes en sangre
periférica (SP) (Valent et al., 2007).
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1.5. CLASIFICACION E INDICES PRONOSTICOS

1.5.1. CLASIFICACION FAB

En el afio 1982, el grupo cooperativo “Franco-Americano-Britanico” (FAB) propuso la primera
clasificacion para los SMD “de novo”. En dicha clasificacion se establecieron 5 subgrupos,
basandose en los siguientes criterios: porcentaje de blastos existentes en MO y SP, porcentaje de
sideroblastos en anillo y presencia de monocitosis en SP (Bennett et al., 1982). Sin embargo,
algunas entidades definidas, como la AR, englobaban un grupo de pacientes con caracteristicas
morfoldgicas y prondsticas muy heterogéneas. Ademas, se incluia dentro de la categoria AREB-
t, pacientes con blastos 21-30%, lo que en la clasificacion OMS, corresponde con LAM. Por
otro lado, no aportaba un claro valor pronéstico, y no consideraba las anomalias citogenéticas,
factor hoy en dia imprescindible a nivel diagndstico y prondstico.

1.5.2. CLASIFICACION OMS

Desde el afio 1990, la OMS ha ido proponiendo nuevas modificaciones con el objeto de
clasificar, de una manera mas eficiente, a los pacientes con SMD: 1999 (Jaffe et al., 1999), 2001
(Brunning et al., 2001), 2008 (Vardiman et al., 2009), y recientemente, 2016 (Bennett 2016),
finalmente publicada en 2017. En esta Ultima revision, la OMS distingue siete categorias, y se
fundamenta, principalmente, en el grado de displasia (nUmero de lineas displasicas) y en el
porcentaje de blastos para la clasificacion de la enfermedad; mientras que las citopenias
especificas presentan un impacto minimo (Arber et al., 2016). Por ello, cambia la nomenclatura
(p.€j. sustituye los términos “citopenia” y “anemia” por el de “SMD”) y mantiene los
parametros previos de citopenias, segun IPSS original, y el porcentaje de blastos. Mantiene el
umbral para definir displasia (10% células displasicas en cualquier linaje hematopoyético).

Redefine el subtipo SMD sideroblastico en funcién de la mutacién SF3B1 y el subtipo SMD
del(5q) con anomalia citogenética aislada (permitiendo una anomalia citogenética adicional
aislada, a excepcion -7/del (79)).

Existe un cambio importante en los criterios diagnésticos para las neoplasias mieloides con
predominio eritroide (precursores eritroides >50% en MO). En la clasificacion actualizada, el
denominador utilizado para calcular el porcentaje de blastos es el conjunto de células nucleadas
en MO, no solo las "células no eritroides". Esto originard que los casos diagnosticados como
eritroleucemia, ahora seran considerados como SMD con exceso de blastos.



En la Tabla 1, se recogen de forma resumida las principales modificaciones:
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OMS 2008 OMS 2017 Citopenias % % SA en Displasia Citogenética
* blastos MO morfoldgica
MO
CRDU SMD con DU lo2 <5%** <15% 1 linea Cualquiera***
AR
NR
TR
ARSA SMD con SA+y DU Anemia <5%** >15% Eritroide Cualquiera***
(+ mutacion SF3B1)
CRDM SMD con DM <15% Cualquiera***
Citopenias <5%** >2 lineas
CRDM-SA SMD con SA Bastones >15%
SMD con SA y SF3B1- Auer - >15%
SMD con SAy SF3B1+ >5%
AREB-1 SMD con exceso de blastos  Citopenias 5-9% Indistinto Indistinto Cualquiera***
tipo 1 Bastones
Auer—
AREB-2 SMD con exceso de blastos  Citopenias 10-19% Indistinto Indistinto Cualquiera***
tipo 2 Bastones
Auer+/-
SMD del(5q) SMD 5g- sin exceso de Del 5q aislado o
aislada blastos en SP/MO sin con con una
displasia granulocitica. alteracion
Puede coexistir una segunda citogenética
alteracion  citogenética de <5%** Megacariocit (excepto
bajo riesgo Anemia Bastones  Indistinto  os con nicleo -7/del(7q))
Recomendado estudio de Auer +/- hipolobulado
TP53
TP53+ (1 riesgo. | respuesta
a Lenalidomida)
TP53- (| riesgo. 1 respuesta a
Lenalidomida)
SMD CRDU con pancitopenia Citopenias <5%** <10%en>1 Cualquiera***
Inclasificable Las citopenias deben ser linea mieloide
IPSS: Neutrofilos + alteracion
<1.8x10°%L, Hb<10g/dL, citogenética
PLT<100x10%L compatible

CRDU/CRDM con 1% de
blastos en SP

SMD sin exceso de blastos o
displasia pero con
citogenética SMD+

Tabla 1. Clasificacion diagndstica de los SMD propuesta por la OMS en 2008 con las modificaciones
maés relevantes propuestas en 2017. AR: anemia refractaria; ARSA: AR con sideroblastos en anillo; NR:
neutropenia refractaria; TR: trombopenia Refractaria; AREB: AR con exceso de blastos; CRDU:
citopenia refractaria con displasia unilinea; CRDM: citopenia refractaria con displasia multilinea; DM:
displasia multilineal; DU: displasia unilineal; SA: sideroblastos en anillo. *10% de displasia en linea
megacariocitica pasaria a ser del 30-40% en la nueva clasificacion. **Informar el % exacto de blastos (no
el rango). *** A no ser que cumpla los criterios SMD del(5q).
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1.5.3. CLASIFICACION DE LOS SMD EN RELACION CON EL
PRONOSTICO

Los SMD son un grupo de patologias con una elevada heterogeneidad en cuanto a sus
caracteristicas clinicas, bioldgicas, y pronosticas, siendo ésta Gltima variable en funcion de
grupos de riesgo y comorbilidades asociadas. En algunos casos, la enfermedad evoluciona y
progresa hacia fases méas avanzadas; sin embargo, en otros pacientes, las complicaciones
derivadas de las citopenias son la principal casusa de morbimortalidad. Por ello, es
imprescindible identificar pardmetros prondsticos que nos permitan predecir, con la mayor
precisién posible, su evolucién clinica.

A partir de pardmetros que han demostrado su valor prondstico independiente, se han
desarrollado esquemas prondsticos integrados que permiten la estratificacion de los pacientes en
distintos grupos de riesgo. Los scores pronosticos con mayor aplicabilidad en la préctica clinica
son: el Sistema Prondstico Internacional o IPSS (International Pronostic Scoring System) y el
IPSS revisado (IPSS-R) (Greenberg et al., 1997; Greenberg et al., 2012). Suponen sistemas de
calculo sencillo, capaces de definir grupos prondsticos. Por estas razones, se consideran de
referencia para establecer el prondstico individual y para la planificacion de los tratamientos.

Otros sistemas pronosticos integrados son: indice Pronostico Espafiol (IPE) (Sanz et al., 1989),
el Indice prondstico de Dusseldorf (Aul et al., 1994) y el WHO classification-based prognostic
scoring system (WPSS) (Malcovati et al., 2007), el cual incorpora la dependencia trasfusional.
Sin embargo, ninguno de los esquemas prondsticos mencionados anteriormente se ha
desarrollado sobre una cohorte recogida de forma prospectiva, como se recomienda en estos
€asos.

1.5.3.1. Internatinal Prognostic Scoring System (IPSS)

En 1997, Greenberg y col. desarrollaron el primer sistema pronéstico en esta patologia, el IPSS
(Greenberg et al., 1997).

Fue propuesto por el International MDS Risk Anlysis Workshop y esta basado en el porcentaje
de blastos medulares, nimero de citopenias y 3 categorias citogenéticas que incluyen 6 patrones
citogenéticos diferentes definidos en base a 4 alteraciones citogenéticas concretas: -Y, del(5q),
del(20q) y anomalias del cromosoma 7, de manera aislada o en combinacién con otras
alteraciones citogenéticas menos frecuentes; con elevada capacidad predictiva a nivel de
supervivencia global (SG) y transformacion leucémica, pero presenta una serie de limitaciones:

e No es aplicable cuando el estudio citogenético no esta disponible, lo que ocurre
aproximadamente en el 30% de los casos.

¢ No tiene en cuenta la severidad de las neutropenias o plaquetopenias. La dependencia
transfusional est& asociada con pronoéstico desfavorable.

e Las implicaciones prondsticas del grupo de riesgo citogenético Intermedio no estan bien
establecidas, presentando estos pacientes una evolucion muy variable.
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Puntuacion
Prondstico 0 0.5 1 15 2
Blastos medulares <5% 5-10% 11-19% 20-30%
Cariotipo Bueno* Intermedio* Malo*

Citopenias 0-1 2-3

Tabla 2. Variables del IPSS. * Cariotipo: Bueno: normal, -Y, del(5q), del(20qg) (tnica anomalia). Malo:
complejo (>3 anomalias), anomalias en cromosoma 7. Intermedio: otras anomalias citogenéticas.
Citopenias: Hb <10 g/dl; Neutréfilos < 1.8x10%L; Plaguetas <100x10° /L.

En base a los parametros citados anteriormente (Tabla 2), los pacientes con SMD se clasifican
en cuatro categorias: Bajo, Intermedio-1, Intermedio-2 y Alto riesgo de progresion a LMA; con
un pronostico signitivamente diferente. La mediana estimada de supervivencia para los grupos
de riesgo y el tiempo en el que el 25% de los pacientes evolucionan a LMA, se detalla a
continuacion (Greenberg et al., 1997) (Tabla 3).

Pronostico Puntuacion Mediana SV (afios) 25% progresiéon LMA
(ausencia tto) (ausencia tto)
Bajo 0 5-7 9.4
Intermedio-1 0.5-1.0 35 3.3
Intermedio-2 1.5-2.0 1.1 1.1
Alto >2.5 0.4 0.2

Tabla 3. Grupos pronosticos IPSS y resultados clinicos. Mediana de supervivencia (en afios) para cada
grupo de riesgo. Tiempo de transformacién a LMA del 25% de pacientes para cada grupo de riesgo (en
afos).

1.5.3.2. IPSS-Revisado (IPSS-R)

Con la aparicion de nuevos indices pronosticos, fue necesario realizar una modificacion del
IPSS, el IPSS-R. Para ello se cre6 un proyecto, el Working Group for Prognosis in MDS (IWP-
PM), donde se realiz6 un estudio internacional en el que participaron investigadores de
maultiples instituciones internacionales (Greenberg et al., 2012). ElI IPSS-R esta basado en las
variables ya presentes, pero redefiniendo sus valores, y confiriéndole una mayor relevancia a las
alteraciones citogenéticas (Tabla 4).

e Se modifica el % blastos en MO, dividiendo el grupo de <5% de blastos en dos: de 0-2%
y >2-<5%; y el grupo de >10% de blastos se unifica en una categoria.

e Respecto a las citopenias, se modifica el valor de la cifra absoluta de neutréfilos a
0.8x10%/L.

e Se evaltan algunas variables: la edad, el estado general, las comorbilidades e
indicadores bioguimicos, como el nivel de LDH, ferritina y B2-microglobulina; pero
estas variables no forman parte de dicho score.
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Puntuacion
Prondstico 0 15 1 15 2 3 4
Riesgo Muy Bueno Bueno Intermedio  Pobre  Muy Pobre
Citogenético
Blastos MO % 0-2 >2-<5 5-10 >10
Hb (g/dL) >10 8-<10 <8
Plaquetas x10%/L >100 50-99 <50
PMN x10%L >0.8 <0.8

Tabla 4. Variables consideradas en sistema IPSS-R. Citopenias: Hb <10 g/dl; Neutréfilos < 0.8x10%/L;
Plaguetas <100x10° /L.

Schanz y col., junto con el Grupo Cooperativo Espafiol de Citogenética Hematoldgica
(GCECGH), propusieron un nuevo score citogenético basado en los estudios llevados a cabo en
pacientes con SMD o LMA oligoblastica de los grupos espafiol, aleman-austriaco, e
internacional. Definieron 19 alteraciones citogenéticas, las cuales clasificaron en 5 subgrupos
pronosticos segun el riesgo de progresién a LMA 'y SG (Chanz et al., 2012).

Por tanto, para cada variable prondstica (Tablas 4 y 5) se establece una puntuacion y se definen
cinco grupos de riesgo (Tabla 6).

Riesgo Anomalias Citogenéticas

Muy Bueno -Y, del(11q) aisladas

Bueno Normal, del(5q), del(12p) y del(20p) aisladas y anomalias dobles que
incluyen del(5q)

Intermedio Del(7q), +8, +19, i(17q) aislada y cualquier otra anomalia Unica o doble
independiente

Pobre -7 e inv(3) / t(3q) / del(3q) aisladas, anomalias dobles que incluyen

-7/del(7q) y anomalias complejas con 3 anomalias

Muy Pobre Complejo > 3 anomalias

Tabla 5. Categorias de riesgo citogenético que establece el grupo de Schanz (Chanz et al., 2012) en las
gue se basa el score IPSS-R.

Pronéstico Puntuacién Mediana SV (afios) 25% progresion LMA
(ausencia tto) (ausencia tto)
Muy Bajo 0-1.5 8.8 No alcanzada
Bajo >1.5-3 5.3 10.8
Intermedio >3-4.5 3 3.2
Alto >4.5-6 1.6 14
Muy Alto >6 0.8 0.7

Tabla 6. Grupos pronosticos IPSS-R y resultados clinicos. Mediana de supervivencia (en afios) para
cada grupo de riego. Tiempo de transformacion a LMA del 25% de pacientes para cada grupo de riesgo
(en afios).
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1.5.4. SMD HIPERPLASICO vs. HIPOPLASICO

Atendiendo a la celularidad medular, los SMD se clasifican en dos grupos: (1) SMD con
celularidad normal o aumentada (SMD-NH), y (2) SMD con celularidad disminuida o
hipoplésicos (SMD-h).

Los SMD Normo/Hipercelulares o Hiperplasicos son la variante mas frecuente. Representan una
elevada frecuencia del total de casos con SMD diagnosticados (65-70%), por lo que la mayoria
de los estudios publicados sobre impacto pronéstico IPSS o IPSS-R y/o perfil mutacional de
riesgo hacen referencia a este grupo (Nazha et al., 2015). A pesar de la presencia de citopenias
en SP, la MO es tipicamente Normo/Hipercelular.

Sin embargo, un grupo de pacientes (10-15%) presentan una MO hipocelular; con una
frecuencia mayor en pacientes de temprana edad (Tong et al., 2012). Globalmente, los SMD-h
de novo se caracterizan por una mayor dependencia transfusional y mayor frecuencia de los
subtipos de bajo riesgo de acuerdo con el IPSS-R. Histolégicamente, existe un predominio de
disgranulopoyesis y dismegacariopoyesis, escasa displasia eritroide y a menudo ausencia de
incremento en % blastos (Yao et al., 2016). La frecuencia de anomalias citogenéticas parece ser
similar al resto de SMD (47%), y no se han descrito anomalias especificas de SMD-h. En
relacion con el perfil mutacional, varios estudios concluyen que los SMD-h presentan inferior
score mutacional (nimero total de mutaciones somaticas) y una menor frecuencia de
mutaciones en genes de alto riesgo molecular (High Molecular Risk, HMR): ASXL1, RUNX,
EZH2, ETV6 y TP53 (Béjar et al., 2011).

Como se ha comentado anteriormente, son escasos los trabajos publicados en relacion al SMD-
h. A pesar de las caracteristicas que lo definen (MO hipocelular, varios grados de
dismielopoyesis y, en ocasiones, alteraciones cariotipicas), diversos autores han implicado
también al sistema inmunitario en la patogénesis del SMD-h. En esta linea, se han observado
una serie de hallazgos también presentes en los SMD-NH. Se ha postulado una expansion
oligoclonal de linfocitos T CD8* citotdxicos (CTLs), una expansion policlonal de linfocitos T
colaboradores o helper (Th), una sobreexpresion de FAS-L en los linfocitos T CD3* y un
aumento de la expresion de TRAIL (ligando inductor de la apoptosis relacionada con el TNF)
en las células NK, induciendo asi la apoptosis de las células displasicas (Serio et al., 2014).

Ademas, se ha observado en ambos grupos una mayor liberacion de citoguinas Thl, como IFN-
v, 0 de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), con respecto al grupo control. Asi mismo,
también se ha detectado una elevada frecuencia de polimorfismos relacionados con la
produccion de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-a; y de interleucina (IL) 10 (IL-10)
(Serio et al., 2014).
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1.6. FISIOPATOLOGIA DEL SINDROME MIELODISPLASICO
1.6.1. ALTERACIONES EPIGENETICAS EN EL SMD

La transformacion del SMD a LMA es un proceso que envuelve tanto alteraciones genéticas
como epigenéticas. Se sabe que la metilacion del ADN es un mecanismo epigenético que regula
la transcripcion de los genes mediante la metilacion de citosinas de las regiones promotoras
presentes en las islas CpG; asocidndose con el silenciaminento de muchos genes supresores de
tumores (Esteller 2008).

En los SMD también se encuentran alterados mecanismos epigenéticos que regulan los procesos
de metilacion del ADN y la deacetilacion de las histonas (Issa 2013). Actualmente, se
desconoce el papel que juega la hipermetilacion en el SMD de bajo riesgo, sin embargo, en el
alto riesgo la hipermetilacién de genes supresores de tumores esta asociada con una
supervivencia reducida y un elevado riesgo de transformacion leucémica (Aggerholm et al.,
2006). Aproximadamente, se ha observado que el 50% de los casos con SMD presentan una
hipermetilacién del promotor del gen P15 (INK4b), asociandose con blastosis en MO (Quesnel
et al., 1998). Por otro lado, se ha descrito también en el SMD de alto riesgo, una expansion de
las células T reguladoras (Treg) reguladas epigenéticamente (Kordasti et al., 2007). Estas dianas
biolégicas son la clave de los tratamientos hipometilantes que constituyen la terapia estandar de
los SMD de alto riesgo.

1.6.2. ALTERACIONES CITOGENETICAS EN EL SMD

La presencia de anomalias citogenéticas en el SMD confirma una alteracion clonal, identifican
ciertas entidades morfolégicas y/o se comportan como factor pronostico independiente.
Ademas, en algunos casos, presentan valor predictivo de respuesta al tratamiento; por ejemplo,
algunos autores han asociado la presencia de del(13g) con una respuesta favorable a IST
(Hosokawa et al., 2012).

Se han detectado mediante FISH o cariotipo convencional de bandas G alteraciones
citogenéticas aproximadamente en el 50% de los pacientes con SMD de novo, y en el 80%
relacionados con la terapia. Los SMD secundarios presentan un mayor nimero de cariotipos
anormales, cambios citogenéticos complejos, y pérdidas que implican el cromosoma 5, 7 o
ambos (Godley and Larson 2008; Haase et al., 2007). No existe una alteracion exclusiva que sea
diagndstica por si misma de SMD, al contrario de otras enfermedades hematoldgicas como las
leucemias agudas.

Ademas, la frecuencia de las alteraciones citogenéticas difiere segun distintas entidades clinicas.
Mientras que la frecuencia de dichas alteraciones es mayor en el subtipo “Anemia Refractaria
con Exceso de Blastos” (AREB) (75% de los casos), en los pacientes con AR y Anemia
Refractaria con Sideroblastos en Anillo (ARSA), esta frecuencia disminuye (15-20%).
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Las alteraciones cromosomicas mas frecuentes en SMD primario son las deleciones totales o
parciales de los cromosomas 5, 7, 12, 20 e Y; la trisomia del cromosoma 8 y los cariotipos
complejos (>3 alteraciones cromosomicas, que incluya al menos 1 alteracién estructural). En el
SMD de bajo riesgo IPSS-R, los hallazgos méas frecuentes corresponden a cariotipos normales,
del (5g) o del (20q) aisladas y pérdida del Y (Haase 2008; Raza and Galili 2012).

La pérdida total o parcial del cromosoma 5, aislada 0 acompafiada de otras alteraciones, es un
hallazgo frecuente en el SMD. En el brazo largo del CRM 5 se localizan numerosos genes
relacionados con los procesos que regulan la hematopoyesis. Actualmente, no se ha identificado
ningun gen supresor de tumores cuya ausencia sea responsable del sindrome 5g-. Se cree que la
haploinsuficiencia de un gen que codifica a la proteina ribosomica RPS14 podria ser la causa de
dicho sindrome (Thomay et al., 2014).

La pérdida total o parcial del cromosoma 7 es otra anomalia citogenética comudn (10% de los
SMD primarios y 50% de los secundarios). El segmento delecionado se encuentra a nivel de la
banda g22, afectando a 14 genes. Se piensa que el mecanismo implicado es la haploinsuficiencia
(Adema et al., 2013). Otras alteraciones, como la del(20qg) aislada se asocia con minima
displasia morfoldgica y trombocitopenia (Gupta et al., 2007).

Se cree que al menos una proporcién de las células T derivan del clon maligno. En algunos
pacientes con SMD se han detectado, mediante hibridacién genémica comparativa (aCGH),
anomalias citogenéticas idénticas presentes tanto en células hematopoyéticas stem como en
células T. Se postula que la ausencia de deteccion en el resto de pacientes es debido al bajo
namero de células T derivadas del clon maligno. Por otro lado, se ha demostrado un elevado
porcentaje de células en MO con monosomia 7 (células hematopoyéticas stem, progenitores de
células B y células T/NK), sin embargo, no fue detectada en células By T de SP (Miura et al.,
2000). La ausencia de deteccion en muestras de SP se le atribuye a un posible proceso de
apoptosis medular antes de éstas lleguen a ingresar en circulacion.

Deletion Y
2%
Good

Complex =3
abnormalities
10-15%

Poor

17p abnormalities
2-5%
Poor

Normal 40%
Good

del (20q) + 1
other abnormality
2-5%

Intermediate

del(20q)
isolated
2-5%
Good

Trisomy 8 isolated
10-15%
Intermediate

Chr 5 and 7 abnormalities del (5q) isolated
10-15% Chr 7 abnormalities 10% 5-10%
Intermediate Poor Good

Figura 1. Incidencia y pronéstico de las anomalias cromosdmicas mas frecuentes en el SMD (Raza and Galili
2012).
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El cariotipo convencional puede llegar a ser no informativo en el 20% de los casos. Cuando se
combina con estudios citogenéticos y moleculares (FISH, aGCH y SNP-Array (Single-
Nucleotide Polimorfism Array), la deteccion de aberraciones cromosomicas recurrentes o
desequilibradas mejora a casi el 80%, mejorando la estratificacion del riesgo y la precision
diagndstica. La aCGH facilita la identificacién de pequefias anomalias cromosémicas que
pueden no llegar a ser detectables mediante citogenética tradicional (Stevens-Kroef et al., 2017).
Estas anomalias pueden incluir deleciones en la region 4924, que contiene el gen TETZ;
pequefias deleciones en la region 5q31 y deleciones en las regiones 7q22.1 y 21g22.12 (Thiel et
al., 2011). Por otra parte, el mantenimiento de la integridad génica (pérdida <3 MB), ha sido
asociado con menor riesgo de transformacion leucémica (Starczynowski et al., 2008).

Del mismo modo, SNP-Array es una técnica de alta resolucién que permite identificar
alteraciones adicionales, incluido el nimero de copias y la pérdida o retencion de
heterocigosidad, no detectables mediante técnicas convencionales (Mohamedali et al., 2007).
No precisa de células en division (metafases); sin embargo, no detecta pequefias clonas ni
translocaciones balanceadas (Tiu et al., 2011).

1.6.3. MUTACIONES SOMATICAS EN EL SMD

Actualmente, se desconoce en qué célula se originan los eventos iniciadores en los SMD. Se
considera al igual que la practica totalidad de las hemopatias malignas mieloides, afectarian a
las HSCs; siendo esta afectacion mucho menos frecuente entre las neoplasias linfoides. Los
estudios realizados en pacientes con SMD con cariotipos alterados, han demostrado la presencia
de poblaciones mieloides y de células linfoides clonales (Della Porta et al., 2008). Un estudio
reciente ha descrito mutaciones TET2 en células T en un namero significativo de pacientes con
SMD (Smith et al., 2010). Las mutaciones somaticas ocurririan en el genoma de las HSCs,
conduciendo a la transformacién de una HSC normal en una célula de origen clonal. La
hematopoyesis clonal se define por la presencia de eventos genéticos, tales como
reordenamientos cromosomicos y/o alteraciones genéticas, confiriéndole una ventaja selectiva
en el crecimiento con respecto al resto de la celularidad (Sperling el al., 2017). De acuerdo con
el modelo de evolucion Darwiniano, la aparicion de mutaciones aleatorias en una célula inicial y
la posterior seleccién de dichas variantes tumorales explicarian el desarrollo del cancer.

Las mutaciones somaticas aparecen en las HSCs durante la replicacion normal del ADN, pero
son corregidas por los diferentes sistemas de reparacion; sin embargo, algunas persisten tras los
ciclos de autorenovacion celular. EI nimero de mutaciones se acumula durante décadas, de
forma que, en tejidos autorenovables, se podria correlacionar directamente con la edad
(Tomasetti et al., 2013). De forma aproximada, la HSC acumula 1,3 + 2 mutaciones exénicas
cada 10 afos (Xie et al., 2014). En consonancia con esto, a los 60 afios, una persona habré
acumulado un total aproximado de 8 mutaciones con potencial suficiente para alterar la
secuencia de ADN que codifica para una determinada proteina.

Desde la ultima década, la aplicacion de las nuevas tecnologias, incluyendo SNP-Array y la
secuenciacion de ultima generacion (NGS), han permitido la identificacion de mutaciones
somaticas recurrentes en el SMD, donde una 0 mas mutaciones se detectan en la mayoria de los
casos (90%) (Pellagatti and Boultwood 2015).
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A diferencia de las neoplasias mieloproliferativas, donde la mutacién en uno de estos genes
(JAK2, CALR y MPL) se detecta en mas del 85% de los casos; en el SMD no existe ninguna
mutacion que sea dominante y especifica de la enfermedad. Las mutaciones somaticas en estos
genes no se limitan a las enfermedades mieloides, como la LMA de novo (NMP1, CEBPA, WT1
y FLT3) o neoplasias mieloproliferativas (JAK2, CALR MPL), sino también han sido observadas
en las neoplasias linfoides (Cazzola et al., 2013; Vainchenker et al., 2011). Por otro lado,
tampoco existe un patron mutacional definido en base a las diferentes entidades establecidas
OMS, por ejemplo, Citopenia Refractaria con displasia Unilinea (CRDU), Citopenia Refractaria
con Displasia Multilinea (CRDM) o SMD con delecién aislada 5qg. Contrariamente, un estudio
reciente ha observado que los linfomas difusos de células B grandes (DLBCL), a pesar de ser
una entidad fenotipica y genéticamente muy heterogénea, muestra un perfil de expresion génica
caracteristico en relacion a los diferentes subgrupos (Schmitz et al., 2018). La identificacion de
mutaciones asociadas al SMD proporciona una informacién muy util en aquellos casos donde la
presentacién clinica y la morfologia son ambiguas.

Actualmente, se han identificado mutaciones somaticas en mas de 40 genes (Papaemmanuil et
al., 2013), validando su pronéstico independiente, y utilizando algunas de ellas como
biomarcadores de respuesta clinica a tratamientos especificos. Por ejemplo, mutaciones en
TET2, y quizds DNMT3A, se asocia con una mayor probabilidad de respuesta a la terapia con
agentes hipometilantes; mientras que otras mutaciones (por ejemplo, TP53), se asocia con un
elevado riesgo de recaida y una menor supervivencia tras un trasplante alogénico de MO (Béjar
etal., 2014a; Béjar et al., 2014b; Traina et al., 2014).

Se considera que el desarrollo del SMD es un proceso gradual. Se ha detectado mutaciones
somaticas en la practica totalidad de las células tumorales, postulandose asi que puedan
constituir eventos primarios en el desarrollo de la enfermedad. Estas alteraciones primarias
ocurririan en las HSCs, originando un mayor grado de inestabilidad genética asociado a una
mayor predisposicion a la adquisicién de mutaciones adicionales (secundarias), influyendo asi
en la progresion de la enfermedad.

Como se ha comentado anteriormente, no existe un patron recurrente de evolucion clonal
asociado al SMD. Contrariamente, se sabe que el nimero de mutaciones somaticas detectadas
en un paciente es inversamente proporcional a la SG y al tiempo libre de transformacién a LMA
(Papaemmanuil et al., 2013). Ademas, se han identificado mutaciones somaticas recurrentes en
al menos 25 genes, asociadas con un pronoéstico desfavorable independiente; siendo las mas
prevalentes TET2 (21-90%), ASXL1 (14-63%), RUNX1 (9-38%), TP53 (8-33%) y EZH2 (7-
28%) (Béjar et al., 2011, Béjar et al., 2014b).
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Figura 2. Distribucién de las mutaciones somaticas recurrentes (segun las diferentes categorias
bioldgicas, y su frecuencia mutacional (%)) y de las alteraciones citogenéticas en el SMD.
Aproximadamente, alrededor del 50% de los pacientes SMD presentan mutaciones en los factores del
splicing, y un 45% en los factores de regulacién epigenética; aproximadamente un 25% presentan
mutaciones en ambos grupos. Los pacientes con mutacion en TP53 presentan menos mutaciones
cooperantes; por el contrario, estos pacientes presentan una elevada tasa de alteraciones cromosémicas
y cariotipos complejos (5%). Las mutaciones en otros genes pueden presentarse de forma cooperante con
mutaciones que afectan a los genes del splicing y la regulacién epigenética, aunque una fraccion de los
pacientes (15%) presenta mutaciones en ausencia de éstas. Por Gltimo, solamente un 10% de los
pacientes con SMD no presentan mutaciones somaticas recurrentes (Béjar and Steensma 2014).

Los genes que aparecen mutados en el SMD se han clasificado en base a la proteina que
codifican, definiéndose los siguientes grupos: i) mutaciones que afectan al “espliceosoma” o
“splicing del ARN” (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2), ii) mutaciones que afectan a la regulacién
epigenética (metilacion del ADN (TET2, DNMT3A, IDH1/2) y modificacion de histonas
(ASXL1, EZH2), iii) mutaciones en diversos componentes de la cohesina (STAG2, SMC3,
RAD21), iv) mutaciones asociadas a genes relacionados con la diferenciacion celular (RUNX1,
NPM1, ETV6, GATA2), v) mutaciones en genes supresores de tumores (TP53, WT1), y
finalmente vi) mutaciones que estan relacionadas con las vias de sefializacion celular (RAS,
CBL) (Figura 2). A continuacion, se detalla cada uno de los grupos:

1.6.3.1. Factores del splicing

Los genes que codifican para los componentes del espliceosoma aparecen mutados con elevada
frecuencia en pacientes con SMD (60%). Estos estan implicados en el procesamiento del ARN
mensajero (ARNm); durante la eliminacion intrones del pre-ARNm vy la posterior generacion
del ARNmM maduro. Las mutaciones en estos genes son alteraciones missense en los
denominados hotspots, originando cambios recurrentes en la secuencia aminoacidica. Esto
origina patrones alterados del splicing, contribuyendo a pérdidas o ganancias de funcién, con
repercusion en las diferentes funciones celulares.
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Las mutaciones en estos genes se encuentran en heterocigosis y son mutuamente excluyentes,
sugiriendo que la presencia de dos mutaciones es inviable para la célula o bien presentan un
papel similar y redundante. Mutaciones en estos genes pueden alterar la capacidad de
diferenciacion celular, asociandose asi con el fenotipo de displasia celular (Yoshida et al.,
2011).

Dentro de los factores del splicing, las mutaciones mas frecuentes corresponden al gen SF3B1
(25%), relacionandose con la presencia de sideroblastos en anillo (80% de los casos) y
prondstico favorable (Malcovati el al., 2015; Papeemmanuil et al., 2011). La mutacion SF3B1
rara vez aparece de forma aislada, sino que generalmente se asocia con mutaciones en los genes
DNMT3A o TET2. Sin embargo, la coexistencia con un evento epigenético no previene la
formacion de sideroblastos en anillo.

SRSF2 es el segundo gen mas mutado dentro de este grupo (en torno al 15%). En el 85% de los
casos, las mutaciones en SRSF2 coexisten con otra mutacion, principalmente en los genes
RUNX1, IDH2 y ASXL1, y se encuentra mutado de forma frecuente en los sindromes de
solapamiento SMD/NMP (Kim et al., 2015). Por otra parte, las mutaciones en U2AF1 han sido
descritas en un 5-10% de los SMD, y no se han asociado a ningun fenotipo morfolégico. En
cuanto a su impacto prondstico, los estudios son contradictorios (Graubert et al., 2011). Se ha
observado que mutaciones en los genes SRSF2 o U2AF1 confieren un prondstico desfavorable
aun cuando se encuentran asociadas con el gen SF3B1 (Malcovati el al., 2015).

La incidencia de mutaciones en el gen ZRSR2 es muy baja (menos del 5%), asociandose con un
elevado porcentaje de blastos (riesgo intermedio -1 y -2) y neutropenia. Otros genes implicados
en la via del procesamiento ARN son: Factor 8 del procesamiento del pre-ARNm (PRPF8),
U2AF2 y Factor 2 del splicing (SF2), entre otros; con frecuencias inferiores al 2% (Béjar and
Steensma 2014).

1.6.3.2. Requlacion epigenética

La metilacion del ADN y las modificaciones post-traduccionales de las histonas constituyen dos
importantes mecanismos de regulacion epigenética. Los genes relacionados con estos procesos
representan el segundo grupo de genes que aparece mutado con mayor frecuencia en el SMD.
Los mecanismos implicados que conducen a una alteracion en el patron de metilaciéon en el
SMD son complejos; y varios estudios no han podido encontrar una asociacion entre el grado de
metilacion y la expresion génica (Béjar and Steensma 2014).

> Metilacion ADN. Las alteraciones en la via de metilacion del ADN son un hallazgo

frecuente en pacientes con SMD. Diversos estudios confirman en MO de pacientes un patron de
metilacion de los residuos de citosina en las islas CpG alterado. Los genes implicados en esta
via son TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2.
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Las mutaciones en DNMT3A y TET2 se encuentran aproximadamente en el 10-15% y 30% de
los casos, respectivamente. Mutaciones missense, nonsense, splite site y frameshift han sido
identificadas en DNMT3A, que codifica una ADN metiltransferasa (DNMT); y en TET2, el cual
codifica una enzima que hidroxila los residuos de citosina metilada en el proceso de
desmetilacion del ADN (Bernard et al., 2009; Walter et al., 2011). Las mutaciones en TET2
originan una hipermetilacion de los residuos de citosinas de las secuencias enhancer
provocando la represién de genes implicados en la diferenciacion mieloide. Aunque DNMT3A y
TET2 son genes con actividades bioldgicas opuestas, aparecen co-mutados de forma frecuente
en pacientes con SMD.

La actividad de TET2 se ve también afectada por alteraciones en los genes que codifican para la

enzima “Isocitrato Deshidrogenasa” (IDH1 e IDH2), originando un oncometabolito (2-
hydroxiglutarato) que inhibe la actividad, entre otros, de TET2. Las mutaciones en los genes
IDH1 e IDH2 han sido descritas en el 5-10% de los pacientes con SMD, se presentan en
heterocigosis y son mutuamente excluyentes (Ward et al., 2010).

> Modificacién de histonas. Los genes que codifican las enzimas que se encargan de la
modificacion de las histonas aparecen frecuentemente alterados en el SMD. La modificacién
covalente de las colas de las histonas induce cambios en la estructura de la cromatina y altera la
unioén de diversos factores reguladores. PCR1 y PCR2 son dos complejos represores de la
transcripcion implicados en la diferenciacion celular, a través de la modificacion de las histonas
y la compactacion de la cromatina. EZH2 codifica la subunidad catalitica PRC2 y aparece
mutado en el 5-10% de los casos. Este gen es responsable de la metilacion de histonas, y aungue
se ha descrito una ganancia de funcién en algunos tipos de linfomas, en el SMD prevalece una
pérdida de funcion. EZH2 mutado se ha asociado con un prondstico desfavorable y un mayor
riesgo de progresion leucémica. BCOR y BCORL1 son dos genes que codifican el complejo
PRC1 (conocido como PRC1.1), y aparecen mutados en el 5% de los pacientes, asociandose con
prondstico desfavorable (Cao et al., 2002; Wang et al., 2004).

La frecuencia de mutaciones en el gen ASXL1 es superior (20% de los casos). Las mutaciones
patogénicas en ASXL1 afectan a los exones 11 y 12, originando una proteina truncada que
aumenta la ubiquitinacion llevada a cabo por la proteina 1 asociada a BRCA1l (BAP1),
asociandose con una disminucion de la metilacién llevada a cabo por PCR2 (Balasubramani et
al., 2015). Las mutaciones en estos genes conducen a una alteracion de la hematopoyesis,
incluyendo los genes Hox; relacionandose con la presencia de citopenia y displasia.

1.6.3.3. Factores de la cohesina

Las cohesinas (STAG1, STAG2, SMC3, SMC1A, y RAD21) forman una estructura
multiproteica que rodea al ADN y que ayuda a mantener la union entre cromatidas hermanas, y
facilita la recombinacién homologa durante el proceso de reparacion del ADN. Las mutaciones
en estos genes ocurren aproximadamente en el 15% de los casos de SMD vy han sido asociadas
con pérdida de funcidn. A pesar del papel que desempefian las cohesinas en la unién de
cromatidas hermanas, no se ha descrito asociacion entre la presencia de mutaciones en estos
genes y fendmenos de aneuploidias o aberraciones cromosémicas (Thota et al., 2014).
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Figura 3. Vias celulares funcionales y genes implicados en el SMD. Las mutaciones activadoras se
muestran en rojo, mientras que mutaciones o deleciones en genes que implican una pérdida de funcién se
muestran en azul. Mutaciones en los genes CBL, ASXL1, NPM1c, IDH1/IDH2, TP53, y RUNX1 pueden
también causar una ganancia de funcién (adaptado de Béjar et al., 2011).

1.6.3.4. Factores de transcripcion

Un pequefio nimero de factores de transcripcion hematopoyéticos se encuentran alterados de
forma recurrente en el SMD, tales como RUNX1, GATA2 y ETV6. En estos genes se han
descrito mutaciones con pérdida de funcion presentes en la linea germinal que se han asociado a
fallo medular, y a un mayor riesgo de progresion leucémica. RUNX1 es la subunidad de unién
al ADN del core binding factor (CBF), que regula genes relacionados con los procesos de
diferenciacion mieloide. Ademas de las mutaciones germinales, las mutaciones somaticas en
este gen se encuentran en el 10% de los casos de SMD, relaciondndose con trombocitopenia
grave (Owen et al., 2008). GATA2 codifica un factor de transcripcion de dedo de zinc altamente
expresado en las HSCs, esencial para el correcto desarrollo de la hematopoyesis. Al igual que
RUNX1, las mutaciones presentes en GATA2 pueden ser germinales o somaéticas, pero en
GATA2, las mutaciones somaticas se encuentran presentes en el 1-2% de los pacientes. Las
mutaciones somaticas en el ETV6 parecen estar asociadas con mal prondstico y con presencia de
alteraciones en el cromosoma 7. Por ultimo, otros factores de transcripcion aparecen también
alterados en el SMD, pero con frecuencias inferiores. Por ejemplo, la frecuencia de mutacién en
WT1 en el SMD es inferior al 5% (Haferlach et al., 2014).
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1.6.3.5. TP53

TP53 es el gen supresor de tumores que aparece alterado de forma recurrente en una amplia
variedad de tumores, incluido el SMD. En condiciones de estrés celular, p53 aumenta la
expresion de genes implicados en los porcesos de apoptosis y parada del ciclo celular. En
pacientes con sindrome de Li-Fraumeni, se ha observado un riesgo aumentado al desarrollo de
otros tipos de canceres, incluidos el SMD y LMA (Rlicker et al., 2012).

Las mutaciones somaticas en TP53 se encuentran en un 5-10% de los SMD y se asocian
estrechamente con bajos niveles de plaquetas, un elevado recuento de blastos, cariotipos
complejos y disgranulopoyesis (Lai et al., 1995); y mas de un 30% de los casos estan
relacionados con la exposicién previa a quimioterapia en neoplasias mieloides. En muchos
casos, la delecion de uno de los alelos, incluidos los casos con del(17p), coexiste con una
mutacion inactivadora en el otro alelo. La pérdida de TP53 confiere un prondstico desfavorable,
aumentando el riesgo de transformacion leucémica y el riesgo de recaida postrasplante.
Curiosamente, la presencia de cariotipos complejos en ausencia de mutaciones en TP53 confiere
un pronostico similar tras un Trasplante de Precursores Hematopoyéticos (TPH), que aquellos
pacientes que presentan un cariotipo normal (Béjar et al., 2011).

1.6.3.6. Sefnalizacion celular

Las mutaciones en los componentes de la via de sefializacion se asocian con estados pro-
proliferativos y se han observado en una amplia variedad de neoplasias mieloides, incluidas
LMA (FLT3), policitemia vera (JAK2), trombocitemia esencial (JAK2 y el gen que codifica el
receptor de trombopoyetina, MPL), Leucemia Mielomonocitica Cronica (CBL) y neoplasias de
células cebadas (mastocitosis) (KIT). Las mutaciones en estos genes ocurren con una frecuencia
relativamente baja en el SMD (5-10%) en comparacién con LMA, LMMC o neoplasias
mieloproliferativos (Béjar et al., 2011).

La mayoria de estas mutaciones en el SMD conllevan a la activacion de la via de las MAP
quinasas (Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK); asi como de otras vias de sefializacion.
Las mutaciones en la via MAPK (NRAS, KRAS, NF1) y la tirosina fosfatasa son las mas
comunes, representando el 10% de los casos, y constituyen eventos tardios.

Son mutaciones subclonales y se relacionan a menudo con la transiciéon a LMA. La mayoria son
mutaciones missense o implican pequefias inserciones o deleciones que conducen a la activacion
constitutiva (Takahashi et al., 2013). Una excepcion es el gen CBL, que codifica una tirosina
quinasa asociada a una ubiquitina ligasa. En pacientes con SMD, las mutaciones en dicho gen
conllevan al aumento de proteinas de sefializacidn, tales como FLT3 y MPL (Béjar et al., 2011).

Actualmente, el diagnoéstico de SMD no incorpora las mutaciones somaticas, sino que se basa en
los criterios morfolégicos en MO, las anomalias citogenéticas y citopenias en SP. Por el
contrario, dado que aun no se ha identificado la totalidad de mutaciones involucradas en la
fisiopatologia del SMD, la ausencia de mutaciones sométicas conocidas tampoco excluye el
diagnostico de la enfermedad.
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1.6.4. ARQUITECTURA CLONAL DEL SMD

El desarrollo del SMD es un proceso gradual. Se considera que la transformacion maligna en
pacientes con SMD va asociada a un acumulo secuencial de lesiones genéticas en la HSC
tumoral cuya progenie tiene caracteristicas clonales asociadas a rasgos displasicos y una funcion
alterada, debido en parte a alteraciones madurativas (Flach et al., 2011) y donde los distintos
subclones de células tumorales coexistentes desplazan progresivamente la hematopoyesis
normal. EI acimulo de lesiones genéticas secundarias, junto con los procesos de apoptosis
intramedular, acaban por traducirse en una hematopoyesis ineficaz, asociada a hipercelularidad
medular y citopenias periféricas de grado variable (Malcovati et al., 2013).

Se ha definido una nueva entidad denominada hematopoyesis clonal con potencial
indeterminado (CHIP). Los pacientes que presentan CHIP no cumplen los criterios diagndsticos
de SMD, aunque sus células hematopoyéticas presentan mutaciones puntuales asociadas a la
enfermedad; con una Frecuencia Alélica de la Variante (Variant Allele Frecuency, VAFs) de al
menos, el 2% en SP (Steensma et al., 2015). Las mutaciones que se observan de forma
recurrente en CHIP afectan a los genes DNMT3A, TET2, ASXL1, TP53, JAK2 y SF3B1; siendo
los mds cominmente mutados DNMT3A y TET2, ambos encargados de la regulacion
epigenética. Por otro lado, las mutaciones menos frecuentes en CHIP afectan a los factores del
splicing (Jaiswal et al., 2014).

Estas mutaciones pueden también observarse en una fraccion de pacientes que presentan
displasia moderada y/o citopenias idiopaticas de significado incierto, pudiendo contribuir hacia
la transicion a SMD, cuyo diagnostico positivo se basa en los criterios morfol6gicos de la OMS,
la evolucion clinica del paciente y la presencia de VAFs superiores al 10% (Steensma et al.,
2015).

La hematopoyesis clonal preclinica parece indicar una mayor predisposicién al desarrollo de
una neoplasia hematoldgica. Aproximadamente, el 10% de las personas mayores de 70 afios y
mas del 20% de las personas mayores de 90 afios, presentan mutaciones clonales en genes
asociados a neoplasias mieloides, como DNMT3A, TET2 y SF3B1; presentando una
probabilidad del 0,5% al 1% por afio en adquirir mutaciones adicionales que conduzcan al
desarrollo del SMD (Steensma et al., 2015).

En este modelo de evolucidon y expansion clonal propuesto en el SMD, la transicion desde CHIP
hacia SMD y posterior transformacion leucémica, conlleva la adquisicion de mutaciones
adicionales y/o cambios epigenéticos (Flach et al., 2011). Se ha observado que el evento
iniciador estd mayoritariamente relacionado con los procesos epigenéticos, afectando a genes
relacionados con la metilacion del ADN, como (TET2 o DNMT3A); genes relacionados con la
remodelacion de la cromatina (ASXL1 o EZH2); y genes implicados en el splicing del ARN,
como SF3B1, SRSF2, U2AF1 o ZRSR2; promoviendo la capacidad de autorenovacion de la
HSCs (Delhommeau et al., 2009; Gelsi-Boyer et al., 2009; Yoshida et al., 2011). Como
consecuencia, los eventos iniciadores alteran la diferenciacion celular sin llegar a producir un
blogueo total de ésta hasta el final del mismo.
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Por el contrario, durante la progresién hacia LMA ocurren con mayor frecuencia mutaciones en
genes que afectan las vias de diferenciacion y proliferacion celular (RUNX1, GATA2, BCOR,
N/K-RAS, CBL) o cohesinas (STAG2, RADZ21), inhibiendo totalmente el proceso de
diferenciacion celular (Takahashi et al., 2013; Damm et al., 2013; Mazumdar et al., 2015). La
presencia subclonal de mutaciones activadoras en vias de sefializacion celular, como FLT3 y N-
RAS en pacientes de SMD de bajo riesgo, han sido asociadas con la transformacion leucémica
(Figura 4) (Takahashi et al., 2013).
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Figura 4. Expansion clonal en el SMD. En las primeras etapas, una 0 mas HSC del individuo
adquiririan mutaciones sométicas que podrian predisponer al desarrollo del SMD; estas primeras
alteraciones no tienen por qué proporcionar una ventaja proliferativa a la HSC alterada. En una etapa
posterior, dichas HSCs y su progenie, podrian adquirir nuevas mutaciones conductoras (del inglés,
“driver”) que favorecerian su proliferacién y/o mayor supervivencia respecto al resto de HSC no
mutadas. Cuando esto ocurre, se produciria un acimulo de células tumorales que progresivamente irian
reemplazando la hematopoyesis normal (fase de expansion o crecimiento tumoral). Finalmente, la
adquisicion de nuevas mutaciones favoreceria la expansion clonal y progresion de la enfermedad
(Takahashi et al., 2013).

La LMAs es una entidad distinta a la LMA de novo, caracterizada por una respuesta menos
eficiente tras terapia de induccion, una mayor tasa de recaida y peor pronostico. Evidencias
bioldgicas reflejan su evolucion a partir del SMD. Se ha demostrado que mutaciones en los
genes SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR y STAG2, estan fuertemente
asociadas al SMD vy, por lo tanto, definen a un grupo de pacientes que se comportan
clinicamente como LMAs incluso en ausencia de displasias o citopenias preexistentes (Sperling
etal., 2017).

Por el contrario, mutaciones en los genes NPM1, MLL1/KTM2A (localizado en el cromosoma
11923) o reordenamientos cromosoémicos que afectan al CBF, se restringen principalmente a la
LMA de novo, siendo poco comunes en el SMD.
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El resto de mutaciones, como por ejemplo las que afectan al gen DNMT3A, mutaciones o
duplicaciones internas en tandem en FLT3, entre otros; no son exclusivas y son compartidas por
ambas entidades (Figura 5) (Sperling et al., 2017). La presencia mutaciones en el gen TP53 en
la LMA se considera por si sola una categoria independiente, caracterizada por la minima
presencia y/o ausencia de mutaciones cooperantes y una elevada frecuencia de cariotipos
complejos (Béjar et al., 2011).

LMA “de novo"” LMA SECUNDARIA

DNMT3A

NRAS

LMA TP53+

Figura 5. Perfiles genéticos en la LMA definidos por el tipo de mutaciones somaticas subyacentes.

El orden de aparicion de la mutacion puede contribuir a la presentacion fenotipica de la
enfermedad, como se ha observado en neoplasias mieloproliferativas, donde la mutacion
iniciadora puede afectar a los genes TET2 0 JAK2. Si el primer evento mutacional ocurre a nivel
de TET2, los pacientes presentan un mayor nimero de progenitores mieloides en MO; mientras
que, si la mutacion iniciadora ocurre en JAK2, presentan un elevado nimero de progenitores
megacariociticos y eritroides, con mayor riesgo de trombosis (Ortmann et al., 2015). En el
SMD, la influencia del orden mutacional en el fenotipo del paciente estd menos clara. Sin
embargo, en ratones inmunodeficientes se ha observado que cuando coexisten dos mutaciones
clonales (afectando aproximadamente al 50% de la celularidad en MO), el clon que dirige la
enfermedad es aquel que presenta los eventos mas tempranos.

Por otro lado, el tipo de mutacién puede influir en el fenotipo del SMD, donde algunas
mutaciones han sido asociadas con presentaciones clinicas especificas. La mutacién en SF3B1
estd fuertemente asociada con la presencia de sideroblastos en anillo, existiendo una estrecha
correlacion entre la VAF de dicho gen y la frecuencia de sideroblastos en anillo (Cazzola et al.,
2013). Por otra parte, mutaciones en el gen ATRX se asocian con la a-talasemia adquirida
(Steensma et al., 2004), RUNX1 con trombocitopenia (Papaemmanuil., 2013) y TP53 con la
presencia de cariotipos complejos y disgranulopoyesis (Lai et al., 1995).
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1.6.5. PAPEL DE LA RESPUESTA INMUNITARIA EN LA
FISIOPATOLOGIA DEL SMD

1.6.5.1. MICROAMBIENTE MEDULAR

El nicho medular estd constituido por diferentes tipos de células estromales, tales como
mesenquimales estromales (Mesenchymal stromal cells, MSCs), células endoteliales,
macrogafos, adipocitos, fibroblastos, osteoclastos, condrocitos, entre otros; junto con elementos
de la matriz extracelular como fibronectina. Las células estromales estan implicadas en la
regulacion de la hematopoyesis gracias a la secrecion de diversas citoquinas, manteniendo asi la
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion de la HSC (Morrison et al., 2008).

En el SMD, diversos estudios muestran una expresion alterada de al menos 30 citoquinas tanto
en el microambiente medular como en SP (Kornblau et al., 2010). Se ha observado un aumento
en los niveles de TNF-a, IFN-y, factor de crecimiento transformante  (TGF-B) e IL-6 en
pacientes con SMD. Ademas, otras citoquinas producidas por el microambiente medular, como
la IL-1B, SCF (Stem Cell Factor) e IL-32, se han visto también significativamente aumentadas
en estos pacientes, contribuyendo asi a un ambiente proinflamatorio. El TNF-o actla como un
factor prondstico adverso, ya que niveles elevados en suero se han relacionado con un aumento
en el ndmero de leucocitos, B2-microglobulina ((B2m) y creatinina; y con bajos niveles de
hemoglobina (Tsimberidou et al., 2008).

El SMD de bajo riesgo se caracteriza por un aumento marcado de la apoptosis de precursores
hematopoyéticos en MO, originando grados variables de citopenia(s), mientras que, en pacientes
con alto riesgo de progresion, prevalecen mecanismos de proliferacion clonal e inmunoevasion,
permitiendo a las células tumorales evolucionar a LMA (Acquaviva et al., 2010).

De acuerdo con esto, el SMD de bajo riesgo se caracteriza por un aumento de citoquinas pro-
inflamatorias/pro-apoptéticas a nivel de fibroblastos y macréfagos medulares (TNF-a, IL-6 e
interferon-y (INF-y)), contribuyendo a una desregulacion del microambiente medular y a la
apoptosis de los precursores mieloides. La apoptosis intramedular a través del receptor de
muerte Fas y de su ligando especifico (Fas-L) es una de las principales causas de citopenia en
SMD (Deeg et al., 2000). Bajo condiciones fisioldgicas, los progenitores CD34* no expresan
Fas, pero la expresion aumenta tras la exposicion a diversas citoquinas como TNF-a o IFN-y
(Zeng et al., 2006). La sobreexpresion del receptor FAS en células progenitoras CD34* explica
la respuesta in vitro e in vivo frente a agentes anti-TNF-a como infliximab o agentes
inmunomoduladores (IMIDs) como Talidomida y Lenalidomida (Baron et al., 2012). La IL-17,
junto con otras citoquinas inflamatorias, ha sido también relacionada con altos niveles de
apoptosis medular (Kordasti et al., 2009).

En condiciones normales, las MSCs son las principales responsables en el mantenimiento de la
hematopoyesis normal en MO, ejerciendo una actividad inmunosupresora paracrina. En el SMD
de bajo riesgo, se ha observado una menor capacidad para inhibir la activacion de células T, y la
diferenciacion y maduracion de células dendriticas (DCs) (Wang et al., 2013). Una publicacion
reciente muestra que las HSCs de pacientes con SMD presentan la habilidad de reprogramar las
MSCs, induciendo cambios en su expresion génica, permitiendo sobre las células CD34" in
vivo, un aumento de la renovacion celular y bloqueo de la diferenciacion mieloide.
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Por el contrario, el perfil de citoquinas presentes en el SMD de alto riesgo difiere del anterior,
donde prevalecen citoquinas con actividad inmunosupresora, como la I1L-10 (Kordasti et al.,
2009). Ademas, este estado se caracteriza por la sobreexpresion de proteinas antiapoptoéticas,
tales como el Factor Nuclear kB (NF-«kB) y la familia de proteinas Bcl-2, correlacionandose asi
con la progresion de la clona maligna (Braun et al., 2006). Ademas, los factores solubles
angiogénicos, tales como el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos, se encuentran aumentados en el alto riesgo; junto con un aumento
de la vascularizacién y densidad medular (Aguayo et al., 2000).

Asi mismo, las MSCs en este grupo de pacientes se caracterizan por un aumento en los niveles
de expresion de TGF-B, propiedades inmunosupresoras y una mayor capacidad para inducir
células Treg. Se ha observado que la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) es secretada por MSCs,
la cual detiene a las células T en la fase G1 del ciclo celular (Wang et al., 2013).

1.6.5.2. CELULAS DE LA RESPUESTA INMUNITARIA INNATA Y
ADAPTATIVA.

1.6.5.2.1. SMD BAJO RIESGO vs. ALTO RIESGO SEGUN IPSS

Diversos estudios clinicos e inmunolégicos sugieren una desregulacion inmunitaria en la
fisiopatologia del SMD (Wang et al., 2018). Paraddjicamente, en contraposicion al papel que
gjerce en la inmunovigilancia tumoral, su interaccion aumenta el crecimiento tumoral,
promoviendo asi la progresion de la enfermedad.

Generalmente, aunque los pacientes con SMD presentan linfopenias, la inmunidad celular se
encuentra aumentada en aquellos de Bajo Riesgo en comparacion con los de Alto Riesgo de
transformacion leucémica. Los pacientes de bajo riesgo presentan un aumento de CTLs, células
Th17 y células NK, junto con una disminucién de linfocitos Treg (Kordasti et al., 2009).
Ademas, se ha observado que existe una relacién inversa entre las células Thl7 y las células
Treg, sugiriendo que la ratio Thl7/Treg puede ser usada para la eleccion de pacientes
candidatos a IST, a base de agentes como la CsA o ATG. La expansion de las células T CD8* ha
sido observada principalmente en pacientes de SMD con trisomia 8. Un estudio reciente ha
identificado la proteina del tumor de Wilms como epitopo potencial para las células T
autologas, lo que explica la elevada respuesta frente a IST (Sloand et al., 2011).

En general, la(s) citopenia(s) observadas en el SMD de bajo riesgo debida al alto grado de
apoptosis intramedular, es causada no sélo por la muerte de las células displasicas, sino también
por el resto de células precursoras en MO, ya que son diana de linfocitos-T especificos que
reconocen autoantigenos expresados en ambos tipos celulares. Es probable que los antigenos
asociados a displasia liberados debido a la muerte celular puedan ser presentados por las células
presentadoras de antigenos (CPAs) originando asi una respuesta inmunitaria adaptativa
(Baumann et al., 2002).
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Varios estudios demuestran que las células T CD3* naive de pacientes con SMD presentan un
acortamiento de los telémeros y consecuentemente, menor potencial proliferativo (Yang et al.,
2013). Se ha observado que méas del 90% de pacientes albergan CTLs clonales u oligoclonales
en MO y SP, y que la mayoria derivan del clon maligno (Vercauteren et al., 2012), proponiendo
que la mielosupresion observada podria deberse a un proceso autoinmune. La terapia con IST
utilizada en pacientes de bajo riesgo altera la funcionalidad de las células T, lo que podria
contribuir a la progresion de la enfermedad. Contrariamente a dicha idea, diversos ensayos
clinicos han demostrado un riesgo similar de progresion leucémica (Sloand et al., 2008).
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Figura 6. Citoquinas, Vias de Sefializacion celular y células del sistema inmunitario del
microambiente medular en el SMD de Alto y Bajo Riesgo segun score IPSS (Serio et al., 2014).

Por otro lado, los SMD de alto riesgo se caracterizan por una respuesta inmunitaria celular
deficiente, promoviendo asi la proliferacion y expansion del clon displasico. Por lo general,
presentan una disminucion de células T CD8" y células Th17, junto con un aumento de células
NK no funcionales y células Treg (Epling-Burnette et al., 2007a; Kordasti et al., 2009). Ademas,
la secrecion de citocinas proinflamatorias en el microambiente medular, tales como TNF-o e
IFN-y, induce la expresion del receptor de muerte programada (PD-1) sobre las células T y su
ligando (PD-L1) sobre las células CD34* (Yang et al., 2014).
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La via inhibitoria PD-1/PD-L1 ha sido también sugerida por otros autores como un factor
determinante de la inmunoevasién. Se ha observado que células progenitoras CD34" en este
grupo de pacientes presentan un aumento en la expresion de ligandos PD-L1. Los niveles de
expresion de PD-L1/PD-1 en los SMD se ve reforzada por el tratamiento con agentes
hipometilantes, por lo que dicha desregulacion se asocia con una resistencia a la terapia y con
un pronostico desfavorable (Yang et al., 2014).

La disminucion en la citotoxicidad de las células NK fue inicialmente notificada en los
sindromes preleucémicos. En estos primeros estudios, no se encontré ninguna asociacion entre
la disminucion de dicha toxicidad y el nimero absoluto de células NK en MO o SP. Sin
embargo, posteriormente, en 1984, Kerndrup y col. observaron en pacientes con SMD, que los
defectos en la citotoxicidad se relacionaban con el descenso en el nimero de células NK
circulantes (Kerndrup et al., 1984). Mas adelante, en 1994, Yokose y col. observaron que la
disminucién de células NK en el SMD de alto riesgo se asociaba con un aumento en los niveles
plasmaticos del receptor soluble de la IL-2, el cual se ha postulado que es producido por las
celulas neoplésicas en la MO afectando asi al crecimiento de las células NK estimulado por IL-2
(Yokose et al., 1994).

En el SMD de alto riesgo, se ha observado una disminucién en la expresion de receptores
activadores en células NK junto con una disminucion de su actividad citolitica; sin embargo,
actualmente, no esta bien definido. Inicialmente, algunos estudios observaron una disminucion
de la citotoxicidad y un aumento de la apoptosis de células NK periféricas, sin cambios en la
expresion de receptores inhibidores o estimuladores (Kiladjian et al., 2006). Contrariamente a
esto, Epling-Burnette y col. atribuyeron el descenso de la toxicidad NK con una disminucion en
la frecuencia de receptores NKG2D sobre células NK en SP (Epling-Burnette et al., 2007a).
Ademas, en dicho estudio se observd que las concentraciones de MICA soluble en suero
(SMICA) y que la expresion de la cadena CD3( fueron normales (Epling-Burnette et al., 2007a).
Por otro lado, estudios recientes muestran en pacientes con SMD una elevada frecuencia de
células NK con fenotipo CD565"" y un repertorio de receptores KIR (Killer Immunoglobuline-
like receptors) desplazado hacia la expresion del receptor KIR2DL3; expresado en estadios mas
tempranos durante la adquisicion secuencial del repertorio KIR (Hejazi et al., 2015).

1.6.5.2.2. SMD HIPOPLASICO vs. HIPERPLASICO

En relacion al entorno leucocitario y a la celularidad medular en pacientes con SMD, se ha
observado que los pacientes con SMD-h presentan neutropenias y trombocitopenias méas
severas, menor porcentaje de blastos y menor frecuencia de cariotipos alterados; en
comparacion con aquellos que presentan una MO normocelular o hipercelular.

En el SMD, la presencia de un clon HPN se restringe, mayoritariamente, a los subgrupos de
bajo riesgo. En estos pacientes, la displasia morfologica es menos dramética, la presencia de
cariotipo alterado es menos comdn y la progresiéon a leucemia aguda es menos frecuente (De
Souza et al., 2014). Sin embargo, la presencia de un clon de HPN no se restringe a h-SMD.
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En el SMD-h, los hallazgos compatibles con un proceso inmunitario (linfocitosis relativa en
MO, expansion oligoclonal de células T y aumento de los niveles de citoquinas), no contribuyen
al diagnostico diferencial, ya que, por ejemplo, estos elementos son compartidos con la AA.
Actualmente, aunque se sugiere la implicacidn del sistema inmunitario, no existen estudios a
nivel del microambiente medular que discriminen si existen diferencias significativas entre el
SMD-h y el SMD-NH en relacion a dicha composicion leucocitaria (Serio et al., 2014).

1.7. TRATAMIENTO DEL SINDROME MIELODISPLASICO

1.7.1. ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO CONVENCIONALES

Investigadores del International Working Group of MDS definieron los criterios para determinar
las diferentes opciones de tratamiento en los SMD. La eleccidn de la terapia varia en funcion de
cada paciente, e influyen diversos factores tales como la edad, estado clinico, complicaciones
médicas y la severidad de la enfermedad. La identificacion de diversos mecanismos implicados
en la patogénesis de la enfermedad (alteraciones moleculares, genéticas y epigenéticas; y la
implicacion de una respuesta inmunitaria), han llevado al desarrollo de diversas terapias; aunque
actualmente no existe ningun tratamiento con impacto verdadero en la supervivencia.

A continuacion, se lleva a cabo una breve descripcion de las terapias de soporte dirigidas a los
pacientes con SMD de Bajo riesgo, que no modifican la historia natural de la enfermedad; y de
terapias modificadoras de curso clinico, pero no curativas, como agentes hipometilantes o
Lenalidomida. Por otro lado, el trasplante alogénico de MO es Unico tratamiento curativo en el
SMD, pero debido a que los pacientes en los que debuta la enfermedad son de edades
avanzadas, la mayoria de ellos no son candidatos debido a que son terapias muy intensivas; por
lo que, en estos casos, el Unico tratamiento terapéutico es el mantenimiento de la enfermedad.

o EIl tratamiento de soporte continla siendo el empleado para ayudar a mejorar los
sintomas y signos provocados por las citopenias. Consiste en transfusiones de sangre en
combinacion con antibi6ticos y fatores de crecimiento hematopoyéticos, como la eritropoyetina
(Epo). El uso profilactico de otros agentes, como factor estimulante de colonias de granulocitos
y macréfagos (GM-CSF), o agonistas de trombopoyetina, no son recomendados, salvo en casos
muy seleccionados. ElI Trombopag, un estimulante de la produccién de plaquetas, ha mostrado
en ensayos fase 2, un aumento en el riesgo de transformacion leucémica, y en combinacion con
agentes hipometilantes, inferioridad respecto a agentes hipometilantes ailados. Su uso esta
indicado solo en el SMD de Bajo riesgo y fundamentalmente, variante hipoplésica (Dickinson et
al., 2018). El Luspatercept es el primer agente anti TGF-p que ha mostrado su eficacia en el
SMD de Bajo riesgo en ensayos clinicos, con capacidad de estimular la eritropoyesis. Por otro
lado, el Imetelstat es un agente inhibidor de telomerasas que actGa en el SMD de Bajo riesgo
tras fallo a agentes estimulantes de eritropoyesis.
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e Los agentes Hipometilantes son el estdndar terapéutico en el SMD de Alto riesgo, en
pacientes no candidatos a TPH.

En el SMD, las islas CpG de las regiones promotoras de diversos genes a menudo se encuentran
hipermetiladas y, por lo tanto, silenciadas epigenéticamente. La capacidad de los agentes
hipometilantes (HMA) para revertir la hipermetilacion es un enfoque terapéutico para restaurar
la expresion génica. La 5-azacitidina (5-AZA) y su derivado 5-aza-2'-desoxicitidina (decitabina)
son dos farmacos hipometilantes que presentan actividad anti-neoplasica, utilizados en pacientes
con SMD. Ambos farmacos inhiben las DNMT, originando una hipometilacion global del ADN.
Se ha observado gue el tratamiento con 5-AZA induce la re-expresién de genes anteriormente
silenciados asociados con los procesos de crecimiento, diferenciacion y apoptosis celular.
Ademas, la desmetilacidn de diversos genes relacionados con la respuesta inmunitaria han sido
también implicados.

Se ha demostrado que los HMA mejoran las funciones efectoras de células T mediadas por
citocinas y la lisis tumoral (Zhang et al., 2017). Sin embargo, el tratamiento con 5-AZA produce
un aumento de células Tregs gracias a la sobreexpresion del factor de transcripcién FoxP3
(desmetilacién de promotor FoxP3). Asi mismo, se ha observado un aumento en la expresion de
receptores KIR sobre las células NK, al mismo tiempo que origina una disminucion en la
expresion del receptor activador NKG2D; aunqgue sus efectos funcionales sobre la citotoxicidad
no se han establecido firmemente (Sohlberg et al., 2015). Ademas, se ha observado que la 5-
AZA aumenta la expresion de los genes PD-1, PD-L1, PD-L2 y CTLA-4, relacionadndose asi
con la resistencia al farmaco en algunos pacientes (Yang et al., 2014).

e La Unica indicacion actualmente aprobada por la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA) en el uso de la Lenalidomida es en el SMD del(5q) como anomalia aislada en pacientes
con dependencia transfusional. La lenalidomida es un IMID que inhibe la angiogénesis y acelera
la apoptosis del clon neoplasico. También se ha descrito que presenta funciones
inmunomoduladoras en células NK, monocitos y células dendriticas y células T. Los efectos
inmunomoduladores son complejos. Por una parte, inhibe la produccién de citoguinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1f e IL-6) y células Treg; sin embargo, estimula la produccion de
citoquinas asociadas a Thl, INF-y, y asociadas a Th2, IL-10 (Fozza and Longinotti 2012).
Ademas, estudios recientes han sugerido que induce la ubiquitinacién y la degradacion de la
caseina quinasa 1A1 (CKla), una serina/treonina quinasa cuyo gen esta ubicado en la region
cromosomica 5q. La degradacion de CK1a induce apoptosis celular a través de la activacion de
p53, por lo que la expresion haploinsuficiente del gen en el SMD del(5g) sensibiliza a sus
células a la accion de lenalidomida, lo que explica su eficacia (Kronke et al., 2015).

e Los inhibidores de puntos de control de la respuesta inmunoldgica (immune
checkpoints), serian una buena estrategia terapéutica en pacientes con SMD, tal y como ha sido
observado en los tumores sélidos. La inhibiciobn combinada de las principales vias co-
inhibitorias con ab anti-CTLA-4 (Ipilimumab), anti-PD-L1 (Prembolizumab) y anti-PD-1
(Nivolumax), esta siendo investigada en pacientes con SMD. También existen ensayos clinicos
en fase Il, en combinacién con agentes Hipometilantes, en pacientes con SMD no
respondedores a dicho tratamiento, en los que se postula que dicha terapia combinada podria
restaurar el microambiente medular.
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e Muchas citoquinas (TNF-a, INF-y, TGF-p e IL-6, entre otras) presentan un papel clave
en la regulacién de la hematopoyesis. Se ha observado que su desregulacién contribuye al
desarrollo del SMD; por lo que la terapia anti-citoquina o anti-apoptdtica podrian ser empleadas
como posibles dianas terapéuticas.

Actualmente, no existen evidencias clinicas sobre estos agentes y no estan aprobados en el
tratamiento del SMD; sin embargo, se pueden encontrar en fase de investigacion. Un estudio
reciente observo que el cA2, un AcMo quimérico anti-TNF-a, redujo los niveles de TNF-a y
mejoro significativamente la hematopoyesis (Boula et al., 2006). El Infliximab es otro AcMo
anti-TNF-a con el que se ha obtenido también resultados muy satisfactorios. En ausencia de
TNF-a, las células T naive CD4* pueden diferenciarse bajo la influencia de TGF-B en células
Treg en vez de en células Th17. La disminucion de células Treg observadas en el SMD puede
contribuir al fenbmeno de apoptosis. En esta linea, la terapia celular basada en la transferencia
adoptiva de células Treg activadas ex vivo es una estrategia para tratar las caracteristicas
autoinmunes de la enfermedad. Por altimo, el Daclizumab (Ab Anti-IL-2) ha mostrado una
disminucion de las citopenias en pacientes con SMD, al inhibir la expansion clonal de los
linfocitos T.

Actualmente, existen maltiples investigaciones con el fin de desarrollar nuevos y/o distintos
farmacos dirigidos frente a diversas dianas claves implicadas en la patogénesis de la
enfermedad. Entre ellos, cabe mencionar, inhibidores de las quinasas, de la desacetilasa de
histonas, de los fendmenos de apoptosis medular y del metabolismo celular, entre otros (Béjar
and Steensma 2014).

1.7.2. TRASPLANTE DE PRECURSORES HEMATOPOYETICOS (TPH)

Actualmente, en el SMD de Alto riesgo, el TPH alogénico es la Unica estrategia curativa en
aquellos pacientes candidatos por edad y en ausencia de comorbilidad; aunque esta opcién solo
beneficia a una minoria de pacientes debido a que la edad media al diagndstico oscila en torno a
la 7% década de vida. Actualmente, la edad limite para el trasplante alogénico se ha
incrementado gracias a la modalidad de TPH con acondicionamiento de intensidad reducida
(Micro-aloTPH).

Existe mucha variabilidad en relacién a las tasas de SG y supervivencia libre de progresién en

estos pacientes tras TPH, debiendo aplicar scores de comorbilidad especificos asociados al
trasplante de precursores hematopoyéticos, tales como HCT-CI (Sorror score).
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1.7.2.1. ALOREACTIVIDAD DE CELULAS NK

Se ha demostrado en el trasplante de MO HLA-haploidéntico, que determinadas combinaciones
genéticas entre donante y receptor de las moléculas que regulan la funcién de las células NK,
favorecia la lucha del injerto contra la leucemia. En este sentido, las células NK aloreactivas
desempefian un papel crucial. Se ha demostrado en pacientes con LMA, que la presencia de
células NK aloreactivas mejora el resultado del TPH (Ruggeri et al., 2002). Una caracteristica
de las células NK aloreactivas es la expresion de receptores KIRs que no estén comprometidos
con alelos HLA de clase | presentes en las células alogénicas. Ademas, las células NK
aloreactivas no deben expresar el receptor CD94/NKG2A, especifico para moléculas HLA-E
(presente en todas las células HLA-1Y).

Los criterios para la seleccién de un donante ideal se basan en trabajos llevados a cabo por los
grupos Moretta y Ruggeri, entre otros; el cual debe presentar, al menos, una incompatibilidad
con el receptor en los ligandos KIR (HLA-C1, HLA-C2 o HLA-Bw4), es decir, que al menos un
ligando esté ausente en el receptor, pero presente en el donante. Esto permitiria que una clona
NK KIR* manifieste capacidad aloreactiva frente a las células leucémicas del receptor, al
reconocer en ellas la pérdida de su ligando correspondiente, en base a la teoria pérdida de
identidad o missing self. Las células NK han sido relacionadas con una baja tasa de recaida
postrasplante aldgenico de MO, en los que existe una incompatibilidad KIR entre donante y
receptor (Moretta et al., 2008; Moretta et al., 2011; Ruggeri et al., 2002; Ruggeri et al., 2006;
Ruggeri et al., 2007).
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Figura 7. Papel terapéutico de células NK aloreactivas en la prevencion de la recaida leucémica en el
TPH haploidéntico. Las células NK aloreactivas del donante pueden matar a las células leucémicas
residuales después de la quimioterapia y la radioterapia (régimen de acondicionamiento). También
pueden eliminar las CDs del paciente, evitando asi la activacion de las células T alogénicas y
disminuyendo la reaccién de injerto contra huésped. Finalmente, las células NK aloreactivas destruyen las
células linfohemopoyéticas residuales del receptor, incluidos los linfocitos T, lo que evita el rechazo del
injerto (Moretta et al., 2008).
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1.8. RECONOCIMIENTO INMUNOLOGICO EN CANCER

1.8.1. TEORIA DE LA INMUNOVIGILANCIA FRENTE AL
DESARROLLO DE TUMORES: INMUNOVIGILANCIA,
INMUNOEDICION E INMUNOESCAPE

La idea de que el sistema inmunitario puede controlar el desarrollo del cancer ha sido tema de
debate durante méas de un siglo. A principios de 1900, Paul Ehrlich fue quizas la primera
persona en proponer que el cancer seria un evento comin en organismos de vida larga si no
fuera por los efectos protectores de la inmunidad (Manjili 2011). Sin embargo, en aquel
entonces se sabia muy poco sobre la composicion y la funcion del sistema inmunitario, por lo
que fue imposible evaluar la validez de esa prediccion. Pasaron casi 50 afios antes de que la idea
del control inmunolégico del cancer reapareciera, estimulada en gran parte, por una mejora en
su comprension y por la existencia de los antigenos tumorales (Old and Boyse 1964). Estos
avances proporcionaron la base sobre la cual Burnet y Thomas construyeron su hipotesis de la
inmunovigilancia tumoral, la cual preveia formalmente que la inmunidad adaptativa era la
responsable de prevenir el desarrollo del cancer en huéspedes inmunocompetentes (Burnet
1957; Thomas 1959). Después de eso, se demostrd el papel que presentaban las CPAs en la
activacioén de las células T, y se desarrolld el modelo de la inmunovigilancia del cancer. Sin
embargo, la idea de la inmunovigilancia no fue totalmente aceptada hasta 1990, cuando modelos
experimentales en ratones knockout con tumores inducidos validaron su existencia (Hankaran et
al., 2001).

El sistema inmunitario, no s6lo protege al huésped del desarrollo del tumor, sino que, a través
de su interaccién con éste, esculpe el fenotipo del cancer y favorece la inmuno-seleccién de
variantes tumorales menos inmunogénicas que, al escapar del control inmunitario, progresan.
Por lo que, tal y como se concebia originalmente, la inmunovigilancia es la funcién protectora
del huésped en estadios tempranos de la transformacion celular. Por este motivo, se introdujo un
nuevo término que refind y completé la teoria de la inmunovigilancia: immunoediting o
inmunoedicién del cancer, estableciendo el papel dual de la inmunidad, tanto en la prevencion
como en el modelado de la enfermedad neoplasica (Dunn et al., 2002; Hankaran et al., 2001).
En individuos inmunocompetentes, este proceso involucra cambios en el tumor, en el
microambiente y en el sistema inmunitario (Mailloux and Epling-Burnette 2013). Actualmente,
el proceso de inmunoedicion conduce desde la inmunovigilancia hasta el inmunoescape,
pasando por tres fases diferenciadas: eliminacion, equilibrio y escape (Dunn et al., 2004;
Hankaran et al., 2001) (Figura 8).

Eliminacion: La fase de eliminacidn representa el concepto original de inmunovigilancia. El
proceso de eliminacion tumoral incluye respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas.
Esta fase se inicia cuando el sistema inmunologico se alerta de la presencia del tumor, el cual
produce la alteracion del tejido local como resultado del modelado estromal, como consecuencia
de los procesos de angiogénesis (Carmeliet and Jain 2000) y el crecimiento invasivo del tumor
(Sternlicht and Werb 2001).
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Si la destruccion de células tumorales es total, la fase de eliminacion representa el punto final
del proceso del cancer immunoediting. Mientras que multiples respuestas inmunitarias protegen
al hospedador al desarrollo del cancer, la inflamacion crénica puede promover a la vez su inicio
y progresién. En un principio, la respuesta inflamatoria desencadenada en el microambiente
tumoral protege frente al desarrollo del cancer; pero, sin embargo, el mantenimiento de los
mediadores de la inflamacion, originan un estado cronico, polarizando la inmunidad hacia un
fenotipo que promueve la activacion de células inmunosupresoras adicionales que apoyan la
progresion tumoral (Mittal et al., 2014).

Equilibrio: El siguiente paso del cancer immunoediting es la fase de equilibrio, en la que el
sistema inmunitario y las células tumorales que escapan a la fase de eliminacién, entran en un
equilibrio dindmico. En este proceso, la presion ejercida por la inmunovigilancia es suficiente
para controlar la progresion tumoral, en la que los linfocitos y el IFN-y desempefian un papel
critico, pero sin lograr extinguirlas totalmente (Kim et al., 2007). Esta fase es la menos
estudiada debido a la dificultad de obtener modelos murinos para la misma.

Durante este periodo de seleccion Darwiniana, muchas de las variantes originales del tumor son
destruidas, pero surgen nuevas variantes con nuevas mutaciones que les permiten aumentar la
resistencia al ataque inmunoldgico, originando asi una poblacién con inmunogenicidad
reducida, tras la modelacion por el sistema inmunitario. Estas células presentan una mayor
capacidad de sobrevivir en un huésped inmunocompetente, lo que explica la aparente paradoja
de la formacion de tumores en individuos inmunoldgicamente intactos (Kim et al., 2007;
Schreiber et al., 2011).

Dado que la fase de equilibrio implica la eliminacion continua de células tumorales y la
produccién de variantes tumorales resistentes debido a la presion ejercida por el sistema
inmunitario, es probable que la fase de equilibrio sea el proceso mas largo de la inmunoedicién
del cancer, pudiendo llevarse a cabo durante muchos afios (Dunn et al., 2004). De hecho, se ha
estimado que, para la mayoria de los tumores sélidos, existe un intervalo que abarca desde
meses hasta 20 afios desde la exposicién inicial al carcindgeno y la deteccion clinica del tumor
(Loeb et al., 2003). Esto se debe a que el sistema inmunitario mantiene a la célula tumoral en un
estado funcional durmiente, conocido como "estado de latencia”. Durante este periodo, la
heterogeneidad e inestabilidad genética de las células tumorales son posiblemente las
principales fuerzas que capacitan al tumor a la resistencia frente al huésped, permitiendo a la
célula tumoral la capacidad de dividirse, invadir y metastatizar.
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Figura 8. Representacion esquématica del proceso de inmunoedicion (Schreiber et al., 2011).

Es importante destacar que, mecanismos inmunitarios adaptativos, especialmente la 1L-12, IFN-
vy, Células T CD4* y CD8", y no mecanismos de la inmunidad innata, son los responsables de
este periodo de latencia tumoral.

La IL-12 promueve la eliminacion de las células tumorales, mientras que la IL-23 (que
comparte la subunidad (p40) con la IL-12), promueve su persistencia; manteniendo asi los
tumores en el equilibrio (Teng et al., 2012). Otros mecanismos también implicados son: la IL-4,
IL-17A, TNF, IFN-ap. Esta fase de equilibrio ha sido relacionada con un aumento de células T
CD8*, células NK, células Tyd. Por otra parte, se ha relacionado con una baja proporcion de
células NKT, células Treg y MDSCs en el microambiente tumoral (Wu et al., 2013). Estudios
adicionales muestran que células T especificas del tumor pueden detener el crecimiento de
tumores pancreaticos inducidos experimentalmente en ratones, mediante la interaccién
coordinada de IFN-y y TNF. Ademas, en ausencia del receptor del TNF (TNFR) o IFN-y, las
células T promueven la angiogénesis y la carcinogénesis. Por otra parte, la combinacion de IFN-
v y TNF induce senescencia en numerosos canceres murinos y humanos (Mdller-Hermelink et
al., 2008).
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Escape tumoral: Este estadio se origina cuando los cambios epigenéticos y genéticos presentes
en la célula tumoral, junto con la induccion de mecanismos inmunosupresores, le confieren
resistencia a la deteccion inmunoldgica y/o eliminacion (Dunn et al., 2002). En este punto, el
sistema inmunitario es incapaz de contener al tumor que continla creciendo progresivamente,
traduciéndose desde el punto de vista clinico en el desarrollo maligno de la enfermedad. Se cree
que la mayoria de los tumores se diagnostican, generalmente, en esta etapa final de escape
inmunitario.

1.9. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA EN
CANCER

1.9.1. INMUNOTOLERANCIA DENTRO DEL MICROAMBIENTE
TUMORAL

Hallazgos experimentales sostienen que el cancer no solo se desarrolla como un
proceso multifasico de adquisicion por la célula tumoral de unas caracteristicas (hallmarks) que
parecen ser una constancia en muchos tipos de cancer (Hanahan and Weinberg 2000), sino que
hay que adicionarles otras caracteristicas biolégicas importantes no clésicas que tienen que ver
con el microambiente celular (células del estroma, fibroblastos) y la respuesta inflamatoria,
tanto innata como adaptativa. La respuesta antitumoral efectiva depende de la correcta
interaccién de diversos componentes del sistema inmunitario; sin embargo, los tumores
malignos desarrollan numerosos mecanismos para evadir su reconocimiento y eliminacion,
existiendo una gran complejidad entre el sistema inmunitario y el tumor.

En el escape inmunoldgico influyen numerosos factores que se pueden dividir, de forma
general, en 2 categorias: 1) Mecanismos de tolerancia tumoral y, 2) Mecanismos de
resistencia a la muerte celular. Este Gltimo puede llevarse a cabo a través de la induccion de
mecanismos antiapoptoticos, que involucran activacion de oncogenes, tales como Stat3; o a
través de la expresion de moléculas anti-apoptéticas como Bcl-2 (Drake et al., 2006).
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(i) Loss of antigenicity (ii) Loss of immunogenicity (iii) Immunosuppressive
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Figura 9. Mecanismos de inmunoevasion en tumores. Las células tumorales deben adquirir una serie de
mecanismos que le permitan evadir al sistema inmunoldgico: (i) pérdida de antigenicidad y/o (ii) pérdida
de inmunogenicidad. La pérdida de antigenos en la superficie celular tumoral puede ser debida a defectos
en el procesamiento y presentacion de antigenos o mediante la pérdida de antigenos tumorales
inmunogénicos presentados en el contexto MHC. Aunque la pérdida de antigenos se asocia a con una
pérdida de inmunogenicidad, las células tumorales pueden adquirir propiedades inmunosupresoras
adicionales, como la expresion de PD-L1 o la secrecion de citocinas inmunosupresoras (ej. 1L-10, TGF-
B), reduciendo atin mas su inmunogenicidad. (iii) Ademas, los tumores pueden también escapar al sistema
inmunitario gracias a la formacién de un microambiente inmunosupresor (Beatty and Gladney 2015;
Lengauer et al., 1998).

La tolerancia tumoral puede encuadrarse en dos vias distintas no excluyentes (Beatty and
Gladney 2015).

(1) Cambios en la célula tumoral que originaria la seleccion de clonas celulares no
reconocibles por el sistema inmunitario (Garrido et al., 1997; Ruiz-Cabello and Garrido
1998; Senovilla et al., 2012). La pérdida de la expresion de antigenos tumorales es uno de
los mecanismos de escape mejor estudiados, y puede ocurrir a través de diferentes vias: (i)
aparicion de células tumorales que carecen de la expresion de neoantigenos altamente
inmunogénicos, (ii) pérdida de expresion de moléculas MHC de clase 1, necesarias para la
presentacién antigénica a los linfocitos T CD8* especificos del tumor, o (iii) alteracion de
la maquinaria de procesamiento antigénico (APM). Todas estas alteraciones son
probablemente impulsadas por una combinacion entre los fenémenos de inestabilidad
genética inherente a toda célula tumoral y el proceso de inmunoseleccion.

(2) Cambios en el sistema inmunitario: i) en respuesta a factores inmunosupresores a
nivel local inducidos por el tumor. Alternativamente, el escape tumoral puede llevare a
cabo gracias a la formacién de un entorno inmunosupresor (Schreiber et al., 2011).
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Las células tumorales pueden promover dicho estado mediante la secrecion de citocinas
inmunosupresoras tales como: TGF-B, IL-10, VEGF, galectina, o IDO; y/o mediante el
reclutamiento de células con funcidén inmunosupresora, que abarcarian células Treg,
células MDSC y macréfagos M2, entre otras (Coussens et al., 2013); o ii) por defectos en
su funcién. Las células tumorales pueden inducir anergia de células T tumorales
especificas (debido a una disminucion de moléculas coestimuloadoras en las CPASs) o
inducir defectos en la sefializacién mediada por TCR (debido a un descenso de la cadena
CD3¢& del TCR).

1.9.2. ALTERACION DE LA EXPRESION DE ANTIGENOS DE
HISTOCOMPATIBILIDAD EN TUMORES

Desde hace tiempo se conoce que la transformacion maligna de la célula tumoral se
asocia a una alteracion en la expresion de las moléculas HLA de clase | (HLA-I) codificadas en
el cromosoma 6 (CRM 6). Uno de los mecanismos mas importantes es la pérdida o down-
regulacién del MHC de clase | en la célula tumoral. La pérdida antigénica del MHC, asociada
con la molécula HLA de clase | H-2K¥, fue descrita por primera vez en 1976 en un linfoma de
ratén; y un afio después, en 1977, se detectaron pérdidas HLA en tumores humanos (Garrido et
al., 1976). Con el paso del tiempo, estas alteraciones han sido encontradas en una proporcion
creciente de tumores (Garrido et al., 1993; Garrido et al., 1997).

Esta anomalia proporciona a las células neoplasicas la capacidad de ser reconocidas por el
sistema inmunoldgico adaptativo, haciéndolas resistentes a la citotoxicidad mediada por células
T. Contrariamente, las alteraciones en moléculas HLA-I las hace susceptible al ataque por
células NK, capaces de lisar células tumorales que no expresan alelos HLA-I a través de un
mecanismo en el que participan receptores inhibidores KIR ("missing self") (Ljunggren and
Kérre 1990). Otro mecanismo de inmunoseleccion es la pérdida parcial de las moléculas HLA-I,
permitiendo el escape simultaneo al ataque por CTLs y células NK, como ha sido observado en
cancer colorectal; asociandose ademas con un prondstico desfavorable en comparacion con
tumores totalmente HLA positivos 0 HLA negativos (Watson et al., 2006).

La expresién de las moléculas de HLA-I es variable; esto depende de su sintesis, ensamblaje,
transporte y/o expresion en la superficie celular. Los mecanismos moleculares responsables de
alteraciones en la expresion de moléculas HLA-I, pueden afectar directamente a las cadenas
pesadas, a la cadena de la p2m, o bien, a los componentes de la APM. En algunos casos, hasta el
90% de las células tumorales presentan fenotipos HLA-I alterados. Estos fenotipos pueden
clasificarse como: Fenotipo | (pérdida total HLA-I); Fenotipo Il (pérdida de haplotipo HLA,
debido a una pérdida de heterocigosidad (LOH) en CRM 6); Fenotipo 111 (pérdida de locus
HLA-A, -B o -C); Fenotipo IV (pérdida de alelo HLA); Fenotipo V (Fenotipo compuesto;
acumulacion de varias alteraciones que conllevan a la expresion de un unico alelo HLA Clase 1),
o finalmente, Fenotipo VI (Falta de respuesta a IFN) (Figura 10) (Garrido et al., 1997).
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La expresion de HLA-1 en la superficie celular tumoral puede detectarse mediante citometria de
flujo utilizando un panel de anticuerpos especificos anti-HLA-I. El uso de un panel de AcMo
anti-HLA que define determinantes monomérficos, locus especificos o alélicos, es
absolutamente necesario ya que las células tumorales pueden perder todo o s6lo algunos alelos
HLA (Méndez et al., 2008).

» Pérdida total de antigenos HLA clase I (Fenotipo I)

La pérdida completa de expresion HLA puede estar relacionada con alteraciones en las
diferentes etapas de la sintesis de la molécula. El defecto molecular més frecuente es la
presencia de alteraciones en el gen que codifica la f2m, originando una cadena no funcional
(Seliger et al., 2002). Mutaciones o defectos en la sintesis de la p2m (Benitez et al., 1998),
hipermetilacion de los genes de la cadena pesada del MHC-I (Serrano et al., 2001) y/o
alteraciones en la produccion, ensamblaje o transporte del péptido antigénico debido a una
pérdida o down-regulacion de los componentes de la APM (Seliger et al., 2002), pueden causar
ausencia total de expresion de estas moléculas en la superficie celular. Con frecuencia, la
inactivacion bialélica de la p2m como resultado de una mutacion en una copia del gen en
combinacion con una pérdida de heterocigosidad, origina la pérdida total de la expresion HLA
(Benitez et al., 1998; Paschen et al., 2003). Se han identificado mutaciones en el gen de la f2m
que abarcan grandes deleciones hasta inserciones o deleciones de nucle6tidos simples, asi como
sustituciones de nucle6tidos con una consecuencia funcional. Esto origina una parada de la
transcripcion o en la mayoria de los casos, la traduccion del ARNm; originando una proteina no
funcional (Bernal et al., 2012).

» Pérdidas selectivas de antigenos HLA clase | (Fenotipo I1, 11, 1V)

Entre las pérdidas selectivas HLA encontramos pérdida de haplotipo (Fenotipo 1), pérdida de
locus (Fenotipo Il1) y pérdidas alélicas (Fenotipo 1V). La pérdida de haplotipo fue descrita en
lineas celulares derivadas de tumores de distintos tipos histolégicos debido a una LOH en la
region del MHC. Puede ser debido a defectos en la segregacion cromosémica o0 a
recombinaciones mitéticas, causando la pérdida del brazo corto del cromosoma 6 (Marincola et
al., 1994). Por otro lado, las pérdidas selectivas de locus (Fenotipo Ill) parecen deberse a un
fallo en la regulacion de la transcripcion, y suelen afectar frecuentemente al locus B. Se han
detectado alteraciones en las secuencias promotoras de locus HLA clase I que originan la down-
regulacién (Griffioen et al., 2000). La pérdida de un alelo HLA (Fenotipo 1V) puede deberse a
mutaciones o deleciones parciales que afectan a la transcripcion o a la traduccion de la cadena
pesada (Real et al., 2001; Seliger et al., 2002; Serrano et al., 2001).
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Figura 10. Fenotipo HLA normal y fenotipos HLA alterados en tumores. En condiciones normales,
las células con fenotipo normal expresan 6 moléculas HLA-I en la superficie celular. Sin embargo, las
moléculas HLA pueden estar ausentes de forma total o parcial en la superficie de las células tumorales
(Fenotipo I-Fenotipo V). Ademaés, la célula tumoral puede no responder a INFs (Fenotipo VI) o expresar
moléculas HLA-E alteradas junto con una disminucion en la expresiéon de moléculas HLA clasicas (HLA-
A, -B, -C). Imagen adaptada del libro: Bernal et al; “Inmunoterapia del cancer. Perspectivas y
realidades”. Sociedad Espafiola de Inmunologia (SEI). Cap. 2, 2015, 9-19. Ed. Elsevier, ISBN: 978-84-
9022-887-6.

Por otro lado, las alteraciones en la molécula HLA pueden ocurrir a nivel genético (gen o
cromosoma) o pueden ser reguladoras (transcripcional y postranscripcional), por lo que, desde
el punto de vista funcional, los diferentes fenotipos HLA: i) aquellos que son capaces de
aumentar la expresién de moléculas HLA mediante la accién de citoquinas (defectos soft o
reguladores) aumentando asi la respuesta antitumoral; (ii) aquellos que no pueden recuperar la
expresion de HLA 1 (lesion hard), favoreciéndose el escape tumoral. En el primer caso, el
defecto molecular es reversible, mientras que en el segundo caso el defecto es estructural,
resultando irreversible, y solamente pueden corregirse reemplazando el gen defectuoso. De
acuerdo con esto, la naturaleza de la lesion de HLA clase | va a determinar el resultado de la
inmunoterapia del cancer.

e Defectos irreversibles

La LOH en el CRM 6 en la region HLA (6p21) es el mecanismo irreversible que conlleva a una
pérdida de haplotipo HLA; y ha sido observada en varios tipos de tumores humanos con una
incidencia del 35% (Maleno et al., 2004; Maleno et al., 2006). Otro mecanismo irreversible es la
LOH en el CRM 15, que afecta al gen de la 32m. Por otra parte, la LOH es un evento que ocurre
con mayor frecuencia (40% en cancer de colon, melanoma y carcinoma laringeo; y 50% en
carcinoma de vejiga) (Maleno et al., 2002), que la presencia de mutaciones en el gen de la f2m,
describiéndose principalmente en cancer de colon y lineas celulares de melanoma (Pérez et al.,
1999); y podria representar uno de los primeros eventos ya que las células tumorales pueden
pasar inadvertida al presentar un patron “normal” de HLA.
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Por otra parte, las mutaciones bialélicas en el gen de la B2m constituyen un evento poco
frecuente. Otro mecanismo irreversible es la pérdida de alelos HLA debido a mutaciones,
deleciones y/o mecanismos de recombinacion somética (Garrido et al., 1997). Las mutaciones
en los genes HLA-1 son un evento poco frecuente (Serrano et al., 2000). De manera similar, las
mutaciones en TAP conducen a la pérdida de HLA-I, y han sido descritas en cancer de pulmény
melanoma (Seliger et al., 2001). Por ultimo, la resistencia a la regulacion por IFN-y es debida a
alteraciones en los componentes Jak-Stat de la ruta de sefializacion mediada por IFN (Rodriguez
et al., 2007).

e Defectos reversibles

La down-regulacion de las moléculas de HLA-I puede ser debida a defectos en la regulacién de
los genes de la cadena pesada, el gen de la f2m o los componentes de la APM. Estos defectos
son reversibles, ya que pueden corregirse in vitro con IFN-y u otras citocinas (Seliger et al.,
2008). A diferencia de las alteraciones genéticas, las modificaciones epigenéticas pueden, en
algunos casos, revertirse in vitro con agentes farmacoldgicos que inducen la hipometilacién del
ADN o inhiben la desacetilacion de histonas.

1.9.2.1. HLA EN NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Es conocido que la alteracion en la expresion de moléculas HLA-I en la superficie de la célula
tumoral es un mecanismo ampliamente utilizado para escapar al control por células T (Garrido
et al., 1997; Seliger et al., 2000; Seliger et al., 2002). Varios estudios demuestran la existencia
de diferentes fenotipos HLA-I en un amplio rango de tumores sélidos, incluyendo la pérdida
total o down-regulacién de los antigenos de HLA-I, pérdida de haplotipo y/o pérdidas alélicas,
entre otros; asociandose a diferentes mecanismos moleculares (Garrido et al., 1997; Méndez et
al., 2007). El mecanismo méas frecuentemente observado implica la LOH en la region HLA
(LOH HLA), sugiriendo una estrategia comin de inmunoevasion como resultado de una presion
selectiva (Chowell et al.,, 2018; McGranahan et al., 2017; Perea et al., 2017b). asi, la
homocigosidad en la region HLA podria proporcionar una ventaja selectiva a la célula tumoral
al disminuir el repertorio antigénico presentado a los linfocitos T CD8*, en comparacion con un
estado de heterocigosidad (Chowell et al., 2018; McGranahan et al., 2017).

Hasta la fecha, la mayoria de las investigaciones enfocadas en anomalias de la expresion HLA
han sido llevadas a cabo en tumores so6lidos (70-90%), detectando una mayor frecuencia de
pérdidas HLA en comparacion con las neoplasias hematoldgicas: 49% en carcinoma de pulmén
(McGranahan et al., 2017; Perea et al., 2017a), 20-70% en melanoma (Méndez et al., 2007);
carcinoma laringeo (Maleno et al., 2002), 38% en cancer de mama de alto grado; y 90% en
cancer de cuello de Utero (Koopman et al., 2000).

Contrariamente a lo que ocurre en tumores sélidos, la expresion de antigenos HLA-I ha sido
investigada en un namero limitado de neoplasias hematoldgicas; siendo detectada en un bajo
porcentaje de leucemias, tales como: Leucemia linfatica Crénica (LLC) (Nouri et al., 1998),
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) y LMA (Brouwer et al., 2002).
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Se ha observado que la pérdida parcial de alelos HLA ocurre con mayor frecuencia en
neoplasias hematoldgicas que las pérdidas de haplotipo HLA (Wetzler et al., 2001). La down-
regulacién o la pérdida de antigenos HLA-I en la célula tumoral parece ocurrir de forma
preferencial, observandose pérdidas selectivas en leucemias en estadios previos al trasplante.
Masuda y col. detectaron por primera vez una pérdida de haplotipo HLA en el 11.1% de lineas
celulares leucémicas (Masuda et al., 2007). Posteriormente, un estudio realizado en pacientes
con LLC mostré una elevada tasa de homocigosidad en los loci HLA-A, B, C y DRBL1 en
comparacion con la poblacion general, sugiriendo LOH HLA como posible mecanismo de
inmunoseleccion (Shah et al., 2011). En esta linea, algunos autores han observado una Copy
Neutral Loss of Heterocigosity (CN-LOH) en la region HLA en pacientes con AA, postulando
dicho mecanismo como un fenémeno de escape a la autoinmunidad ejercida por los CTLs
(Katagiri et al., 2011).

La down-regulacion o pérdidas selectivas de alelos HLA, pero no la pérdida total de la
expresion de moléculas HLA en la superficie tumoral, han sido observadas en células
leucémicas. Curiosamente, mutaciones en el gen que codifica la f2m que originen una pérdida
total de expresién HLA han sido observadas en linfomas, tales como Linfoma de células B y
Linfoma de Hodgkin (Challa-Malladi et al., 2011; Riemersma et al., 2000): no siendo
observadas en leucemias. En esta linea, la pérdida total de antigenos HLA-I se ha asociado con
un curso agresivo de la enfermedad en el Linfoma no Hodgkin (Amiot et al., 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, son escasos los trabajos que muestran pérdidas HLA en
leucemias; sin embargo, LOH HLA ha sido identificada aproximadamente en el 20-33% de las
recaidas leucémicas post-trasplante. Estudios recientes muestran CN-LOH HLA gracias a
mecanismos de disomia uniparental adquirida (aUPD) en pacientes tras un TPH-haploidéntico, a
través del cual las células leucémicas escapan a la presién inmunitaria del injerto contra
leucemia a través de la pérdida del haplotipo HLA no coincidente (Vago et al., 2009; Villalobos
etal., 2010).

En un TPH-haploidéntico, la funcién antitumoral de las células NK cobra particular relevancia.
Las células NK presentan en su superficie diversos receptores KIR, cuyos ligandos inhibidores
son moléculas HLA-C. Pérdidas en cantidad y/o calidad de las moléculas HLA serian
permisibles en aquellos casos en los que existe homocigosidad para los grupos HLA-C, ya que
la ausencia de ligandos especificos para receptores KIR las haria susceptible al ataque por
células NK. A diferencia de las aloespecificidades de HLA-C, no todos los alelos HLA-B
inhiben la citotoxicidad de las células NK, solo los alelos HLA-B que portan el epitopo HLA-
Bw4 protegen a las células diana (Demanet et al., 2004).

Gracias a la identificaciéon de antigenos especificos o asociados a leucemia reconocidos por los
CTLs, se estan desarrollando inmunoterapias especificas que incluyen la transferencia adoptiva
de CTLs y la vacunacion usando antigenos especificos de la leucemia. Sin embargo, la
efectividad de la inmunoterapia depende en gran medida de la expresion de las moléculas HLA-
I, por lo que la pérdida o disminucion de la expresion HLA podria alterar el resultado de la
misma. Incluso la eficacia de los tratamientos convencionales, como el TPH o la infusion de
linfocitos del donante van a depender también de la expresion de antigenos HLA.
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1.9.3. CELULAS DE LA INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA EN EL
MICROAMBIENTE TUMORAL

1.9.3.1. CELULAS MIELOIDES SUPRESORAS (MDSCs)

Fueron descritas en 1990 por Bronte y col. como «supresores naturales» en modelos animales
de tumores asociandose con la disfuncion de linfocitos citotdxicos (Bronte et al., 1998).
Gabrilocich y col. acufaron el término de “Células Mieloides Supresoras (MDSCs)” para
describir a una poblacion morfolégicamente heterogénea de células mieloides en humanos con
fenotipo inmaduro, originadas en MO (Gabrilovich 2017). En individuos sanos, se encuentran
en bajo nimero en SP y estan encargadas de la regulacion de la respuesta inmunitaria y de la
reparacion de los tejidos (Gabrilovich 2017).

La MDSCs carecen de marcadores especificos, por lo que existe una gran dificultar a la hora de
su identificacidn en los pacientes con cancer. En humanos, se caracterizan por la expresion en
superficie de marcadores mieloides CD33, CD11b y baja/ausencia HLA-DR (CD33" CD11b*
HLA-DR"). Se han definido 2 subconjuntos clinicamente relevantes, MDSCs monociticas (Mo-
MDSCs) (CD14* CD15") y granulociticas o polimorfonucleares (PMN-MDSCs) (CD14° CD15%)
(Gabrilovich 2017).

En circunstancias normales, las HSCs ubicadas en la médula dsea dan lugar a células mieloides
inmaduras, y se diferencian hacia células mieloides maduras (macréfagos, DCs, granulocitos),
en presencia de citoquinas especificas (Geissmann et al., 2010). Sin embargo, bajo condiciones
patologicas como cancer, proceso traumatoldgico, u otra enfermedad caracterizada por una
inflamacidn croénica, los mediadores producidos por el tumor favorecen la acumulacion de las
células mieloides inmaduras con fenotipo inmunosupresor, denominadas MDSCs; en diferentes
lugares como MO, higado, bazo y microambiente tumoral (Gabrilovich 2017). La presencia de
MDSCs se ha relacionado con procesos pro-tumorales, tales como la angiogénesis, progresion
del tumor y metastasis; asociandose a un desarrollo clinico desfavorable (Pyzer et al., 2016).

Han sido descritas en una amplia variedad de canceres tales como carcinoma renal, melanoma,
cancer de prostata, carcinoma hepatocelular, cancer colorectal-colon, carcinoma de células
renales, cancer gastrointestinal, adenocarcinoma pancreéatico, cancer de eséfago y cancer de
pulmon de células no pequefias, entre otros (Pyzer et al., 2016). Recientemente se ha estudiado
el papel de las MDSCs en las neoplasias hematoldgicas; presentando una gran relevancia en el
Linfoma no Hodkin de células B, Linfoma de Hodkin y LLC; entre otros (Damuzzo et al., 2015;
Pyzer et al., 2016).

La expansion de MDSCs durante el desarrollo del cancer no representa un evento patolégico
sino fisiologico. Las células tumorales inducen la expansion de MDSCs gracias a la secrecion
de factores derivados del tumor, que comprenden una variedad de compuestos bioldgicamente
activos incluyendo factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas (Damuzzo et al., 2015).

Todos los mecanismos usados por las MDSCs para suprimir la inmunidad innata y adaptativa

son dependientes de la proximidad de éstas con las células diana, ya que dependen del contacto
directo célula-célula a través de receptores celulares o mediadores solubles (Gabrilovich 2017).
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Los mediadores locales de sefializacion, tales como la ciclooxigenasa-2 (COX2),
prostaglandinas, IL-1B8 e IL-6, TNF-a, GM-CSF y VEGF promueven la expansion de las
MDSCs en la MO gracias a la activacion de rutas que implican a JAK quinasas y factores de
activacién de la transcripcion (Stat) (Gabrilovich 2017; Sawanobori et al., 2008). Stat3 actla
sobre diferentes factores anti- y pro- apoptéticos, c-myc, Bcl-xL, ciclina D1 y survivina,
previniendo asi la diferenciacion y maduracion hacia células mieloides maduras (Gabrilovich
2017). Por otro lado, IFN-y, IL-13, IL-4 y TGF-B, producida por las células estromales después
de la muerte de las células tumorales, promueven la activacion de las MDSCs, mediante la
induccidn de factores intracelulares como STAT1 y STAT6. A su vez, estos factores inducen la
expresion de la Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS), arginasa y citoquinas inmunosupresoras
por las MDSCs (Gabrilovich 2017; Pyzer et al., 2016).

Las MDSCs pueden inducir inmunosupresion gracias a la inhibicion de los nutrientes necesarios
para la sintesis de proteinas de activacion linfocitaria (Gabrilovich et al., 2012). Por ejemplo,
pueden eliminar la L-Arginina y L-Cisteina (Rodriguez et al., 2004; Srivastava et al., 2010), 2
aminodcidos necesarios en la diferenciacion celular T. Las MDSCs expresan Arginasa-1 (Argl)
e iINOS2, resultado de la estimulacion de citoquinas, incluyendo IL-10, IFN-y y TNF-a. La
Argl convierte la L-Arginina en urea y L-ornitina, y la iINOS2 la transforma en 6xido nitrico
(NO) y L-citrulina. Se ha demostrado que las PMN-MDSCs producen Argl mientras que Mo-
MDSC producen iNOS.

La privacién de L-arginina induce la disfuncién de las células T, originando una down-
regulacion de la cadena ¢ del TCR, requerida para su activacion linfocitaria; y, ademas, el NO
producido por las MDSCs interfiere en la sefializacion Jak-Stat, necesario para varias funciones
efectoras de las células T e induciendo la apoptosis celular T (Waldron et al., 2013).

Por otro lado, las células T carecen de la enzima para la sintesis de L-cisteina y el transportador
de membrana para importar cistina, por lo que son dependientes de los macréfagos y CDs para
que les proporcionen cisteina durante la presentacion antigénica (Pyzer et al., 2016). Las células
MDSC carecen de cistationasa y dependen de la cistina extracelular para la sintesis de cisteina
por lo que importan cisteina a una tasa similar a los macrofagos y DC, pero no exportan
cisteina. Esta accion produce deplecién de cisteina ambiental y produce la inhibicién de la
funcion y activacion de las células T (Draghiciu et al., 2015). Por otro lado, la Argl inhibe la
proliferacion de las células NK y la produccion de INF-y por éstas (Oberlies et al., 2009).

Otro tipo de mecanismo supresor de las MDSCs consiste en la induccién de estrés oxidativo.
Las MDSCs expresan altos niveles de estrés oxidativo debido al aumento de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y a la actividad iNOS, originando asi especies reactivas de nitrégeno (RNS),
tales como peroxinitrito, H-02, y NO (Bogdan 2001). EI NO suprime la funcién de las células T
alterando la via de sefalizacion Jack/Stat, reduciendo la expresion del MHC, induciendo la
apoptosis celular T, disminuyendo la expresion de la cadena { TCR y originando la
desensibilizacion del TCR.

Las células T activadas son altamente dependientes de triptéfano y, por lo tanto, sensibles a su
deplecién. La IDO es una enzima inmunomoduladora que polariza la presentacion antigénica
hacia un fenotipo tolerante. En la LLC, las Mo-MDSCs expresan altos niveles de IDO. El
blogueo de dicha encima origina un aumento de la proliferacion celular T y una disminucion de
las células Treg (Jitschin et al., 2014).
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Figura 11. Mecanismos llevados a cabo por las MDSCs que contribuyen al inmunoescape. Las células
MDSCs suprimen la funcién de células de la inmunidad innata y adaptativa mediante una variedad de
mecanismos: (i) Bloguear la migracion de los linfocitos T naive CD62L hacia 6rganos linfoides y
posterior transformacion hacia células T efectoras; (ii) liberar factores que estimulan la conversién hacia
células Treg y su expansion; (iii) inducir vias intracelulares que promueven la auto-expansion; (iv)
producir altos niveles de (Arg-1 reduciendo la disponibilidad a las células T de L -arginina, induciendo la
detencién del ciclo celular; (v) estimular la producciéon de ROS y RNS, que disminuyen la funcionalidad
del TCR (Ostrand-Rosenberg and Sinha 2009).

La via de sefializacion PD-1/PD-L1 juega un papel crucial en la inmunotolerancia dentro del
microambiente tumoral. Las MDSCs expresan el ligando PD-L1, el cual se une al receptor PD-1
situado en la superficie de las células T, transformandolos en linfocitos T exhaustos. De forma
similar, las MDSCs expresan Galectina 3, el cual se une a TIM-3 situado en los linfocitos T,
induciendo su apoptosis. Por otra parte, la IL-1p derivada del tumor induce la acumulacién y
activacion de las MDSCs, lo que conlleva al aumento de NF-xB, con actividad
inmunosupresora. La produccion de TGF-f e IL-10 por las MDSCs origina el reclutamiento de
las Treg. Ademas, la IL-10 inhibe la funcidén de las CDs y, ademas, actta sobre los macréfagos
gue producen IL-10, originando una repuesta Th2 (Draghiciu et al., 2015; Pyzer et al., 2016).

Varios estudios han demostrado que las MDSCs pueden también influir en el trafico de
linfocitos tumorales y en su viabilidad. Para migrar a los ganglios linféticos las células T naive
deben expresar altos niveles de L-selectina CD62L. Tras la activacion dentro de los nédulos
linfaticos, los niveles de CD62L disminuyen, permitiendo a las células T activadas salir a la
periferia. Cuando las MDSCs expresan en su membrana la proteina ADAM 17, el contacto entre
las MDSCs y células T naive elimina la L-selectina CD62L (Hanson et al., 2009).

1.9.3.2. CELULAS NATURAL KILLER (NKs)

Las células asesinas naturales o células natural killer (NKSs) constituyen un tipo de linfocitos
producidos en la MO. Se localizan de forma mayoritaria en SP y en los nddulos linfoides,
aungue también se pueden encontrar en la piel, el higado, el intestino, los pulmones y el Gtero,
entre otros (Cichocki et al., 2013).
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Constituyen una poblacion relativamente pequefia de linfocitos circulantes que no expresan
marcadores propios de los linfocitos T o B maduros. Su funcién efectora estd mediada por la
produccion de citocinas y actividad citotoxica. Presentan funciones reguladoras gracias a la
secrecion de citoguinas y quimioquinas favoreciendo asi el desarrollo de una respuesta
inmunitaria Th1 (Cichocki et al., 2013; Maghazachi 2010). Su capacidad citotoxica es llevada a
cabo a través de las mismas moléculas empleadas por las células T citoliticas (perforina,
granzima, Fas-Fas ligando e interaccion TRAIL-receptor TRAIL). Pero, a diferencia de las
células T que requieren una activacion previa para inducir la expresion de granulos que
contienen perforina y granzima, las células NK expresan de forma natural los granulos
citoliticos (Screpanti et al., 2005).

Representan entre el 7-15% del total de linfocitos circulantes en SP. En términos morfoldgicos,
se definen como linfocitos grandes granulares; los cuales carecen del marcador CD3, pero
expresan las moléculas CD56 y/o CD16. La maduracion de las células NK conlleva un continuo
proceso de diferenciacion desde CD56P"9" hacia CD56™, alterando su fenotipo y propiedades
funcionales. En base a esto, la expresion de las moléculas CD56 y CD16 es variable y permite
su clasificacion: a) CD5659" |as cuales no expresan CD16 y presentan baja expresion de
receptores KIR; b) CD56%™, que constituyen aproximadamente el 90% de las células NK. Una
pequefia proporcién son CD167, pero en su mayoria, expresan CD16 y receptores KIR; y
finalmente ¢) CD56, con elevada densidad de la molécula CD16 (Bjorkstrom et al., 2010).
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Figura 12. Caracterizacion fenotipica de células NK en SP. Tradicionalmente, los dos subconjuntos
principales de células NK (CD56""9" yCD56™) se han caracterizado en SP en funcion de la expresion
diferencial de las moléculas CD56 y CD16. (Freud et al., 2017).

Las células NK CD56""" responden a citoquinas y producen una mayor cantidad de citoquinas
inmunomoduladoras, tales como IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-15 y GM-CSF, pero presentan baja
capacidad citotdxica. Se caracterizan por expresar altos niveles de CCR7 y CD62L, lo que les
permite migrar hacia los nodulos linfoides. También han sido definidas como células NK
reguladoras, debido a su capacidad para potenciar la respuesta de CDs y, de esta manera,
favorecer la respuesta de los linfocitos T. Las células NK CD56%™ expresan una alta densidad
de receptores activadores que potencian su capacidad citotdxica, con elevada cantidad de
perforina para responder frente a células tumorales.

Los receptores que regulan la funcion de las células NK, incluyen:
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i) Superfamilia de las inmunoglobulinas (receptores KIR y tipo ILT), codificados en el
cromosoma 19. Estos pueden ser activadores o inhibidores y son sensibles a la disminucién de
las moléculas de HLA-I (HLA-A, -B y -C); ii) Superfamilia de las lectinas 0 KLR (Killer-cells
Lectin-like Receptors). Presentan formas inhibidoras NKG2A y B, y formas activadoras
NKG2C y E, cuyo ligando es la molécula no clasica HLA-E; iii) Heterodimero NKG2D/CD94,
codificado en el cromosoma 12, encargado también en el reconocimiento de HLA-E (La
molécula HLA-E contiene el péptido lider de los alelos HLA-A, By C, por lo que no precisa del
haplotipo del individuo para inhibirse) (Braud et al., 1998; Parham 2005;); iv) Receptores de
citotoxicidad natural (Natural Citotoxicity Receptors, NCR), que incluyen los receptores
activadores NKp30 y NKp46 (expresados constitutivamente en células NK de SP) y NKp44
(inducido bajo estimulacion por IL-2); v) El receptor CD16, un receptor Fc del tipo FcyRIIIA de
baja afinidad para la IgG; implicado en el reconocimiento de células opsonizadas por
anticuerpos 1gG (Biassoni et al., 2001). La activacion de las células NK esté regulada por un
balance del total de sefiales recibidas a partir de los receptores que expresan, es decir, por el
balance entre sefiales de activacion e inhibicion (Bakker et al., 1998).

Estructuralmente, los receptores KIR estdn constituidos por dominios extracelulares tipo
inmunoglobulina y una cola intracitoplasmatica. De esta forma, la nomenclatura de estos
receptores se basa en sus caracteristicas morfoldgicas segin el numero de dominios
inmunoglobulina (2D o 3D) en la region extracelular, codificados por los exones 3, 4, 5; o si el
tallo intracitoplasmatico es corto (“S” del inglés “Short”; dotados de dominios estructurales
ITAM con funcién activadora) o largo (“L” del inglés “Long”; dotados de dominios
estructurales ITIM con funcion inhibidora), y seguido de un digito que diferencia las moléculas
codificadas por genes diferentes (Kulkarni et al., 2008; Parham 2005).

Debido a la proximidad entre los distintos genes KIR, por lo general se segregan en haplotipos
con alto desequilibrio de ligamento. Tradicionalmente, se distinguen dos grupos:

e Haplotipo A, se compone de cinco genes que codifican receptores inhibidores
(KIR2DL1, 2DL3, 3DL1, 3DL2, 3DL3), un gen de activacion (KIR2DS4) e KIR2DL4,
con capacidad activadora e inhibidora. Curiosamente, muchos haplotipos A poseen
variantes nulas de KIR2DS4 y KIR2DL4, que no se expresan en la superficie
celular. Por lo tanto, estos haplotipos técnicamente no poseen receptores activadores
KIR funcionales (Kulkarni et al., 2008; Parham 2005).

e Haplotipo B, contienen un nimero variable de receptores activadores e inhibidores;
siendo los principales contribuyentes de la diversidad de asociaciones de presencia-
ausencia de genes y de polimorfismos entre los presentes en cada genotipo.

Se han descrito mas de 100 haplotipos KIR diferentes en funcion del contenido de genes que
presenten; y sus frecuencias varian entre las distintas poblaciones. Destacar que los genes KIR
(2DL4, 3DL2, 3DL3 y 3DP) estan presentes en todos los haplotipos por lo que se denominan
genes marco o framework (Becker et al., 2016; Kulkarni et al., 2008; Parham 2005).
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En humanaos, los receptores KIR tienen como ligando de mayor afinidad las moléculas del MHC
de clase | con diferente afinidad (HLA-C > HLA-B > HLA-A) y en particular, los dominios
al/a2. Dicha union se genera a través de puentes de hidrégeno y de interacciones hidrofébicas.
La especificidad KIR-HLA se ve influenciada por la presencia de ciertos aminoacidos
localizados en la a1 hélice MHC-I, clave en la interaccion. En este sentido, las moléculas HLA-
C han sido clasificadas en dos grupos definidos en base a la presencia de dimorfismo en el
dominio al de la cadena pesada (Kulkarni et al., 2008; Parham 2005).

o Grupo 1 (C1) constituido por aquellos alelos con motivos Asn80 y Ser77. Se incluyen
los alelos HLA-C*01, *03, *07, *08, *12, *14, *16, ligandos para KIR2DL2/3
(CD158b1/b2) y KIR2DS2 (CD158j).

e Grupo 2 (C2), con motivos Asn77 y Lys80 presentes en los alelos HLA-C*02, *04,
*05, *06, *15, *17 y *18, ligandos para KIR2DL1 (CD158a) y KIR2DS1 (CD158h).

HLA-C1
800 HLA-C2 I HLA-Bw4 I
cwi 80K [ Bw4-801 Bwd-80T |
Ccw3 Cw2 B*51
w7 Cw4 B'52 B3
Cws Cws B'53 B*27
Cwi12 Cwb B*57 8437
Cwi3 Cwis B*s8 B*44
Cwi4 Ccwi7 | HLA-G Ar24 HLA-A3, A11

7 s
\Y \3 ¥/
/ % / % l /';\ j l
b7 b %4

KIR2DL2/2DL3 KIR2DS2  KIR2DL1 KIR2DS1 KIR2DL4 KIR3DS1 KIR3DL1 KIR3DL2

Figura 13. Especificidades HLA pertenecientes a los diferentes grupos de ligandos de receptores KIR.
Se cree que los receptores activadores KIR2DS2, 2DS1 y 3DS1 presentan especificidades HLA similares
que los correspondientes receptores inhibidores, aunque las interacciones KIR/HLA son mucho mas
débiles (representadas como flechas rojas). Los ligandos para KIR2DL5, 2DS3, 2DS4, 2DS5 y 3DL3 aln
no han sido identificados (Kulkarni et al., 2008).

La activacion de las células NK esta regulada negativamente a través de receptores inhibitorios
localizados en la superficie celular, especificos para las moléculas HLA | propias; por lo que la
ausencia de sefial negativa conlleva a la lisis de la célula diana. Como consecuencia, en un
contexto autdlogo, las células NK lisan a las células diana que carecen o expresan niveles bajos
de moléculas de MHC de clase I. En un contexto alogénico HLA-haploidéntico, la
aloreactividad de las células NK viene determinada por los ligandos KIR, es decir, alelos HLA-I
agrupados en 3 grupos: grupo 1 HLA-C, grupo 2 HLA-C, y alelos HLA-Bw4. Dicho en otras
palabras, la aloreactividad de las células NK se genera solamente entre aquellos individuos entre
los que existe una incompatibilidad entre grupos de ligandos KIR. Por el contrario, las células
NK que expresan la molécula CD94/NKG2A no son aloreactivas, ya que su ligando es la
molécula HLA-E, expresado por todos los individuos (Ruggeri et al., 2006).
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NOMBRE CLUSTER DE DIFFERENCIACION LIGANDOS
MOLECULAS ADHESION
N-CAM CD56 ?

RECEPTORES INHIBIDORES

KIR2DL1 CD158a HLA-C2
KIR2DL2 CD158b1 HLA-C1
KIR2DL3 CD158b2 HLA-C1
KIR3DL1 CD158e1 HLA-Bw4
RECEPTORES ACTIVADORES
KIR2DS1 CD158h HLA-C2 (débil)
KIR2DS2 CD158) HLA-C1 (débil)
KIR2DS3 - Desconocido
NKRP-1 CDi61 LLT-1
NKG2D CD314 MIC-A, MIC-B, ULBPs
NKp46 CD335 ?

Tabla 7. Diferentes receptores expresados sobre las células NK y sus correspondientes ligados.

Por ejemplo, los individuos gque expresan alelos HLA-C del grupo 2 y poseen receptores KIR
especificos (KIR2DL1), presentaran células NK aloreactivas frente a las células del otro
individuo que no expresen alelos HLA-C del grupo 2 (homocigotos para el grupo 1 HLA-C). De
igual forma, los individuos que expresan alelos HLA-C del grupo 1 y que poseen receptores
KIR especificos (KIR2DL2 y/o KIR2DL3), tendran células NK aloreactivas frente a los
individuos que no expresen los alelos HLA-C del grupo 1 (homocigotos para el grupo 2 HLA-
C). Del mismo modo, individuos que poseen receptores KIR3DL1 para alelos HLA-Bw4,
presentaran células NK aloreactivas frente a individuos que no expresen HLA-Bw4. Finalmente,
las células NK que coexpresan ambos tipos de receptores KIR especificos para los diferentes
grupos HLA-C, no presentan fendmenos de aloreactividad frente a individuos que expresan
alelos HLA pertenecientes a cualquiera de los grupos (HLA-C1 o HLA-C2) (Becker et al.,
2016; Ruggeri et al., 2006).
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(a) KIR — HLA-ligand match

Stem cell graft (donor) Recipient cell (C1/C2 and Bw4)
Inhibition
KIR2DL1
. . % C2+ C2+
_— X C1+

K|R2DL2I3 c1+
"
K|R3DL1 § Bwa+

(b) KIR — HLA-ligand mismatch (KIR-ligand missing)

Stem cell graft (donor) Recipient cell (C2 negativ)

Activation
Cell lysis (inducing GvL)

— Cc1+

c1+
KIRZDL2/3 Inhlbltlon
/

KIR3DL1 § Bwa+

KIR2DL1

Figura 14. Representacmn esquematica de la inhibicidn o activacion de las células NK del donante en
el alotrasplante a través de la interaccion entre sus receptores KIR y los ligandos, HLA-C1, C2 y
ligandos Bw4, expresados por la célula tumoral (Becker et al., 2016).

Se ha demostrado que la célula tumoral y/o el microambiente que le rodea contribuyen a
suprimir la respuesta mediada por las células del sistema inmunitario. Este mecanismo de
"edicion inversa" ha sido demostrado en células NK y células T, entre otras; y ha sido
ampliamente estudiado en las neoplasias hematoldgicas. Concretamente, la tolerancia/anergia de
las células NK ha sido observada mediante diferentes mecanismos: deficiencias cuantitativas de
células NK, disminucion de la expresion de receptores activadores, aumento de la expresion de
receptores inhibidores, defectos en las vias de sefializacién y defectos en la produccién de
citocinas (Farnault et al., 2012). A diferencia de las alteraciones cualitativas que son comunes
en diferentes tipos de cancer, las alteraciones a nivel cuantitativo en las células NK afectan
principalmente a las neoplasias hematoldgicas.
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Uno de los mecanismos observados con mayor frecuencia consiste en la disminucion en la
expresion de receptores activadores. El receptor NKG2D se expresa en células NK, linfocitos T
CD8" y linfocitos Tyd. Los ligandos de NKG2D son moléculas con un dominio o similar a la
proteina HLA-I, pero sin la asociacion a la p-2m (MIC-A, MIC-B vy las proteinas ULBPS); su
expresion aumenta en condiciones de estrés, tal y como temperatura elevada, transformacion
neoplésica o infeccion viral. La secrecion del ligando de NKG2D en su forma soluble al medio
extracelular ha sido observada en tumores s6lidos y en neoplasias hematolégicas, originando
una down-regulacion del receptor NKG2D, y conduciendo finalmente a una citotoxicidad NK
reducida (Hilpert et al., 2012). Las células tumorales junto con el microambiente asociado
(fibroblastos, macréfagos, CDs y células T) también producen factores solubles
inmunosupresores, como la prostaglandina E2, adenosina, TGF- e IDO, entre otros; que
suprimen directamente la maduracion, proliferacion y funcionalidad celular, alterando asi la
citotoxicidad de la célula NK mediante la down-regulacion de los receptores NKG2D, NKp30 y
NKp46 (Guillerey et al., 2016). Ademas, las Treg y las MDSCs, pueden también inhibir la
activacion y funcién de las células NK. Destacar que, a pesar de ser una citoquina
inmunosupresora, la IL-10 no inhibe la funcion de las células NK.

Las células malignas acumulan alteraciones genéticas que modulan la expresion de moléculas
susceptibles de ser reconocidas por las células efectoras del sistema inmunitario; donde la
alteracion de las moléculas de HLA representa un evento muy frecuente. En estas
circunstancias, la funcién antitumoral de las células NK cobra particular relevancia, ya que las
moléculas que portan en la superficie confieren a las células NK la capacidad de detectar
pérdidas en cantidad y/o calidad de las moléculas HLA que expresan las células malignas
(Carrega et al., 2009). El aumento en la expresion HLA confiere a la célula tumoral resistencia a
la lisis mediada por células NK. Blom y col. observaron en metastasis hepaticas que la célula
tumoral expresaba altos niveles de moléculas MHC clase I, y que el agotamiento de las células
NK empeoraba el curso de la enfermedad. Ademas, estos investigadores demostraron en un
modelo murino que dichas células estaban implicadas en la progresién del melanoma uveal, y
que la mayor expresion de MHC-I encontrada en las metastasis se debia a un proceso de
seleccién basado en la actividad de las células NK, regulada por los receptores inhibidores
KIRs, cuyos ligandos son las moléculas HLA-I. Hay que destacar que la propagacion del
melanoma uveal se realiza a través de la circulacion sanguinea (Blom et al., 1997). Este
aumento en la expresion de moléculas HLA-I en la superficie tumoral ha sido también descrito
en el mieloma maltiple (Carbone et al., 2005). En estos tumores expuestos a un elevado nimero
de células NK, la inmunoedicién es llevada a cabo por estos linfocitos citotdxicos.
Posteriormente, Demanet y col. observaron una down-regulacion selectiva de las moléculas
HLA-A y HLA-Bw6, asociada con una conservacion de la molécula HLA-Bw4 (ligando
inhibidor de células NK) en pacientes con LLA y LLC, postulando dicho mecanismo como
posible escape simultaneo a la accion de las células T y células NK (Demanet et al., 2004).

En la LMA, la down-regulacion de los receptores NCR (NKp30/NCR3 y NKp46/NCR1) ha sido
asociada con una disminucioén en la citotoxicidad de las células NK. En esta linea, otros estudios
han documentado una down-regulacion de diversos ligandos NCR; por lo que la combinacion de
ambos podria ser un potente mecanismo de inmunoevasion (Costello et al., 2002). El receptor
NKG2D desempefia un importante papel en la activacion de las células NK. Se ha observado
que los ligandos de NKG2D, MICA y MICB, son expresados en la mitad de las células
leucémicas en pacientes con LMA.
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Ademas, se ha observado in vitro que dichas células que expresan MICA, son lisadas por las
células NK a través de la interaccion con NKG2D, en contraposicion a los sujetos control, ya
que estos ultimos presentaban altos niveles de SMICA, lo que conlleva a la internalizacion del
receptor. Estudios en pacientes con LMC han revelado niveles elevados de sMICA junto con
una baja expresion del receptor NKG2D (Groh et al., 2002). Por otro lado, Weiss-Steider y col.
demostraron que células leucémicas de pacientes con LMMC producen y secretan MICA y
MICB, pero también expresan el receptor NKG2D, por lo que la activacion cronica resulta en
un agotamiento de las sefiales de estrés, evitando asi la activacion de las células NK (Weiss-
Steider et al., 2011).

1.9.3.3. LINFOCITOS T CD8* CITOTOXICOS (CTLs)

Los CTLs son una de las principales células implicadas en la inmunovigilancia tumoral, desde
las etapas iniciales hasta estadios avanzados de la enfermedad. Eliminan a las células infectadas
por virus y a las células neoplasicas autélogas bajo el contexto de la restriccion por MHC.
Reconocen péptidos derivados de antigenos tumorales presentados via HLA-I sobre la célula
tumoral a través de sus receptores de membrana (TCR). Tras el reconocimiento, en presencia de
moléculas coestimuladoras, se produce la activacion y expansion clonal (Townsend et al.,
1986).

Actualmente, se conoce que la mayoria de los canceres humanos son capaces de activar una
respuesta celular, via HLA, y mediar la destruccion especifica de las células tumorales mediante
la liberacion de diversos componentes liticos. EI aumento de los CTLs ha sido asociado con un
prondstico favorable en una amplia variedad de canceres, tales como melanoma, de mama, de
ovario, colorectal y pulmdn, entre otros; destacando asi el papel de éstas células en la respuesta
antitumoral. Gracias al descubrimiento de que los CTLs reconocen los antigenos tumorales, se
han desarrollado diversas estrategias de inmunoterapia, con el fin de potenciar la respuesta
antitumoral, entre ellas: la terapia adoptiva, vacunas con péptidos especificos, IL-2 0 INF-y
(Rammensee et al., 2013; Van der Bruggen et al., 1991).

1.9.3.4. CELULAS T REGULADORAS (Treg) (CD4* FoxP3* CD25%)

Las Treg constituyen una subpoblacion de linfocitos T CD4*, la cual representa el 1-4% de la
celularidad total de linfocitos T CD4* circulantes en humanos. Suprimen la respuesta
inmunitaria no solo frente a autoantigenos, sino también frente a antigenos extrafios en el
contexto de la inmunotolerancia. Han sido observadas en varios tipos de canceres, tales como
carcinoma de células no pequefias de pulmdn, cancer de ovario, cancer de mama, pancreas y
colon, entre otros (Nishikawa and Sakaguchi 2014).

El papel de Treg en el cancer y en particular en neoplasias hematol6gicas parece ser relevante al
promover la progresion tumoral y suprimir la actividad antitumoral efectiva de las células T
efectoras especificas frente al tumor. Actualmente, existen pocos estudios que reflejen el papel
de las Treg en las leucemias agudas. En general, su frecuencia y funcién inmunosupresora
aumenta en los pacientes con cancer en comparacion con los sujetos sanos. Sin embargo, la
importancia prondstica de esta subpoblacion celular es un tema que actualmente se encuentra en
debate (D" Arena et al., 2017).
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En 1995, Sakaguchi y col. identificaron a las células Treg en raton como células T CD4* que
expresaban la cadena o del receptor de la IL-2 (CD25). Fueron Baecher-Allan y col. quienes
identificaron un subconjunto muy pequefio de células T con una elevada expresion de CD25 y
con funcién reguladora en humanos (Baecher-Allan et al., 2001). Sin embargo, el marcador
CD25 no es exclusivo de las Treg, y se expresa también en linfocitos T efectores tras activacion.
Posteriormente, se identifico el factor de transcripcion FoxP3, requerido para el desarrollo,
mantenimiento y funcién de las células Treg. Finalmente, se caracterizan por la no expresion del
receptor heterodimérico de la IL-7 (CD127) en superficie (Liu et al., 2006).

Las células Treg se caracterizan por expresar bajos niveles de IL-2 y por la expresion
constitutiva de CD25; por lo que su proliferacion y supervivencia depende principalmente de la
IL-2 exdgena. Suprimen a las células T efectoras al privarlas de la IL-2; como consecuencia, las
células T experimentan apoptosis (Pandiyan et al., 2007). Ejercen su funcién inmunosupresora a
través de las principales citocinas inhibitorias, la IL-10 y el TGF-f. La IL-10 disminuye la
expresion de moléculas coestimuladoras en las DCs, lo que induce un estado tolerogénico y
suprime los linfocitos T efectores (Collison et al., 2009). No obstante, algunos estudios revelan
que la capacidad reguladora de las Treg es independiente de la IL-10. EI TGF-B es una citocina
inmunosupresora con propiedades pleiotropicas. Se expresa en las Treg a nivel de membrana y
de forma secretada, y suprime a las células T efectoras y linfocitos T CD8* a través del contacto
célula-célula, aunque estos resultados son contradictorios (Green et al., 2003). La actividad
citotoxica de las células Treg es mediada a través de perforina y granzima A y B. Se ha
observado que las células Treg inducen la apoptosis de las células T efectoras a través de una
via dependiente de TRAIL-DR5 (Ren et al., 2007). Otra interaccion de CD95-CD95L (Fas-
FasL) también parece jugar un papel en la funcion supresora de las células Treg, aungue s6lo en
los linfocitos T CD8" (Strauss et al., 2009).

La regulacion de las células T efectoras es llevada a cabo, entre otros mecanismos, por la
adenosina. Las células Treg expresan en su superficie las ectonucleasas CD73 y CD39, las
cuales degradan el trifosfato de adenosina (ATP) y el difosfato de adenosina (ADP) hasta
adenosina (Deaglio et al., 2007). La adenosina se une a los receptores A2A en otro tipo de
células o de las mismas Treg. En las células T, reduce la secrecién de citocinas
proinflamatorias, tales como la IL-12 y TNF-a; sin embargo, en las CPAs, estimula la
produccion de la citocina antiinflamatoria, IL-10 (Deaglio et al., 2007). El hecho de que las
células Treg respondan también a la adenosina implica que esta molécula actia como factor
autocrino en la optimizacion de la respuesta antiinflamatoria.

Por otro lado, la molécula CTLA-4 es expresada por las Tregs. Por una parte, se une a las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 presentes en las CPAs, y por otro, a la molécula
CD28, presente en los linfocitos T virgenes, induciendo la sefial coestimuladora necesaria para
su activacion y proliferacion. Sin embargo, se ha observado que CTLA-4 presenta una mayor
afinidad por CD80 y CD86, en comparacion con CD28. Esto origina la inhibicion de la sefial
coestimuladora y la inhibicién de los linfocitos T efectores a través de las CPAs (Wing et al.,
2008).
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1.9.3.5. CELULAS T HELPER (Th1, Th17, Th22)

Las células T helper o colaboradoras (Th) juegan un papel importante en el desarrollo y la
progresion de las enfermedades autoinmunes y en los tumores. Las células Thl han sido
relacionadas con procesos inflamatorios autoinmunes, secretan IL-2, TNF-B, grandes cantidades
de IFN- y y promueven la respuesta inmunitaria celular. Se sabe que el equilibrio Th1/Th2 esta
alterado en muchas enfermedades autoinmunes. La respuesta Thl prevalece en la artritis
reumatoide y en la purpura trombocitopénica idiopatica; mientras que respuestas Th2 prevalece
en el Lupus Eritematoso Sistémico. En las neoplasias hematoldgicas, el equilibrio Th1/Th2 se
polariz6 hacia Th2, como ha sido observado en el DLBCL y en la LLA (Mori et al., 2001,
Zhang et a., 2000).

Las células Th17 y Th22 han sido recientemente descritas, presentando funciones en las
respuestas inmunitarias periféricas. Las células Th17 secretan la IL-17, una citoquina altamente
proinflamatoria; mientras que las células Th22 expresan la IL-22. Estudios recientes han
observado un papel de las células Th17 en la patogénesis de varias enfermedades autoinmunes,
tumores sélidos en humanos, como la enfermedad de Crohn, cancer gastrico, cancer de pulmon
y en las neoplasias hematoldgicas, como mieloma multiple, LLC, LMA y Linfoma no Hodkin;
aunque actualmente, el papel de las células Th17 es controvertido (Tesmer et al., 2008). Por otro
lado, estudios recientes han implicado el papel de Th22 e IL-22 en la patogénesis de una
variedad de tumores sélidos y en un numero limitado de neoplasias hematoldgicas que incluyen
LMA y LLA, donde han sido relacionadas con la progresion de la enfermedad.

1.9.3.6. LINFOCITOS T CON EXPRESION DE CD39

CD39 es una proteina integral de membrana, con actividad ectonucleasa, que fosfohidroliza el
ATP, y de manera menos efectiva el ADP, dependiente de Ca?" y Mg?*, para producir AMP, en
coordinacion con CD73, el cual defosforila el AMP extracelular para producir finalmente
adenosina (Antonioli et al., 2013). EI ATP extracelular funciona como indicador de dafio tisular,
activando al sistema inmunitario. EI ATP induce la quimiotaxis y la maduracion de las células
dendriticas, asi como la secrecion de IL-1 por monocitos, la apoptosis de células Treg y la
proliferacion de células Thl7 (Bours et al., 2006); mientras que el AMP y la adenosina
presentan funciones inmunosupresoras, inhibiendo la secrecion de citoquinas inflamatorias y
desensibilizando los receptores de quimiocinas.

En humanos, la molécula CD39 se expresa de forma constitutiva en el bazo, timo, pulmén y
placenta; y asocidndose principalmente con células endoteliales y células del sistema
inmunitario, tales como células B, NKs, CDs, células de Langerhans, monocitos, macréfagos,
neutrdfilos y células T. La induccion de CD39 es promovida por citoquinas pro-inflamatorias,
estrés oxidativo e hipoxia celular. La expresién de CD39 esta aumentada en muchos tumores
solidos, al igual que en leucemias linfociticas cronicas; sugiriendo un papel en el desarrollo y
progresion de la enfermedad (Perry et al., 2012). Un incremento de la concentracién de
adenosina origina un efecto inhibidor como mecanismo de retroalimentacion negativa para
evitar el dafio excesivo del tejido como consecuencia de una respuesta inmunitaria prolongada.
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La adenosina inhibe las funciones efectoras de los linfocitos T y células NK (Hausler et al.,
2011), y contribuye también a la resistencia al tratamiento, como ha sido observado en pacientes
con LLC, protegiendo a las células tumorales frente a la apoptosis inducida por los agentes
quimioterapéuticos (Serra et al., 2011).

Dentro del conjunto de células T, el marcador CD39 se expresa principalmente en los linfocitos
T CD4* (20-30% en SP), y predominantemente, en células Treg. Sin embargo, existen otras
células T CD4* en humanos que expresan también CD39, como las células T efectoras de
memoria (Antonioli et al., 2013).

CD39 también se expresa de forma constitutiva en linfocitos T CD8* (<5% en SP), y se ha
asociado como un marcador de células T CD8 exhaustas en modelos murinos de cancer y en
pacientes con cancer de mama y melanoma, bajo un estado de inflamacion cronico.
Recientemente, se ha observado también en pacientes con infecciones virales cronicas, y que,
ademas, coexpresaban PD-1 (Canale et al., 2018).

1.94. OTROS MECANISMOS QUE CONTRIBUYEN A LA
INMUNOSUPRESION

1.9.4.1. VIA PD-1/ PD-L1

El receptor inhibidor PD-1, CD279, es un receptor co-estimulador inhibidor que se expresa en
timocitos CD4" CD8"y su expresion se induce en células T CD4 *y CD8 * periféricas, células
B, monacitos, células NK, NKT, y algunas DCs (Keir et al., 2008). La expresion persistente de
PD-1 en las células T induce su agotamiento, perdiendo su funcién efectora; siendo incapaces
de segregar moléculas citoliticas, como perforinas y granzimas, y citoquinas pro-inflamatorias,
tales como la IL-2, IFN-y y TNF-a. (Wherry 2011).

Las células Treg, criticas en el mantenimiento de la tolerancia y la atenuacion de la respuesta
inmunitaria, expresan PD-1. La union de éste a PD-L1 en las células CD4 naive, en presencia de
TGF-B, origina la conversion hacia Treg. Por lo que la ruta de activacion de PD-1 conlleva una
reduccion de la funcion efectora de células T, junto con un aumento de la funcién
inmunosupresora Treg.

PD-1 presenta dos ligandos, PD-L1 (CD274) (Freeman et al.,, 2000) y PD-L2 (CD273)
(Latchman et al., 2001), con distintos patrones de expresion celular. PD-L1 se induce en células
hematopoyéticas y no hematopoyéticas, previa estimulacion celular. Citoquinas como IFN-y y
TNF-0 aumentan la expresion de PD-L1 en células T, células B, células endoteliales y células
epiteliales, jugando un papel en el mantenimiento de la tolerancia periférica, y también se ha
observado en células tumorales. Datos recientes demuestran que PD-L1 se une a B7-1 (CD80)
ademas de PD-1 (Keir et al., 2008). La expresion de PD-L2 es inducible y esta restringida a
DCs, macro6fagos, mastocitos y algunas células B en respuesta a IL-4 e IFN. La afinidad de PD-
L2 hacia PD-1 es tres veces superior a la de PD-L1.
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La expresion persistente de PD-1 sobre las células T conlleva a su agotamiento y a la
disminucién de su funcion efectora (Wherry 2011). Este fenotipo se ha observado en linfocitos
del infiltrado tumoral y se ha vinculado a un mal pronéstico y recidiva tumoral. De forma
similar, PD-L1 y PD-L2 también son utilizados como factores prondstico en algunos tumores
humanos. Algunos estudios asocian la elevada expresion de PD-L1 con el tamafio tumoral,
afectacion ganglionar y SG, mientras que PD-L2 s6lo ha sido asociado con una disminucion de
la supervivencia.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La progresion clinica de un proceso tumoral se ve condicionada por diversos factores,
algunos intrinsecos a la biologia del propio tumor y otros, relacionados con el microambiente
donde éste se desarrolla. Las variaciones genéticas que pueden conducir a la transformacion
celular y a su malignizacion, se traducen en un fenotipo distintivo, un patrén de alteraciones
genéticas especificas y una capacidad proliferativa y apoptdtica definida. Actualmente, se
conoce que algunas mutaciones somaticas contribuyen a la progresion a LMA; sin embargo,
esto no explica la evolucion en todos los pacientes. Existen suficientes indicios que indican que,
con independencia de que la mutagénesis y/o los cambios epigenéticos dirijan el proceso de
transformacion neopléasica, deben de ocurrir también alteraciones en la respuesta inmunitaria
que provocarian el escape inmunolégico, la expansion de la clona maligna y la progresién de la
enfermedad.

Por tanto, se establece como hip6tesis general del estudio que, tanto los cambios genéticos en
la célula neoplasica como en el microambiente inmunitario, constituyen factores criticos para la
progresion tumoral.

En esta linea, la investigacion de los diferentes mecanismos inmunoldgicos que subyacen a la
fisiopatologia del SMD contribuye a la identificacién de aquellos individuos con mayor
susceptibilidad de transformacion leucémica y, por tanto, constituirian un factor predictivo de
respuesta hematoldgica, evolucion clinica y supervivencia de los pacientes.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo general de la tesis doctoral consiste en la identificacién de distintos
mecanismos de escape tumoral que incidan en la transformacién y evolucion del SMD, y que
afectarian a las caracteristicas inmunogénicas de la célula neoplasica, como a la formacién de
un microambiente tumoral desfavorable que inhibiria el desarrollo de una respuesta inmunitaria
antitumoral efectiva.

Con este fin, se detallan los siguientes objetivos especificos:

2.2.1. Anélisis inmunofenotipico y caracterizacién funcional de las poblaciones
leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias T y NK en el microambiente medular y en sangre
periférica de pacientes con SMD.

2.2.2. Evaluacion del impacto de la respuesta inmunitaria en la progresion de la
enfermedad: su posible relacién con la blastosis y transformacion a LMA, con los diferentes
subtipos diagndsticos de SMD (clasificacion OMS 2017), con la estratificacion pronéstica segun
los scores IPSS e IPSS-R, y con el riesgo citogenético.
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2.2.2. Caracterizacion de alteraciones genéticas que conducen a la expresién de
fenotipos anémalos HLA-I en la célula tumoral CD34" y que pudieran representar mecanismos
de escape inmunitario al control de células T y células NK; asi como posible impacto en la
respuesta clinica y la progresion de la enfermedad.

2.2.3. Estudio de marcadores genéticos asociados a SMD mediante secuenciacion de
Gltima generacion (NGS), su relevancia en la progresion de la enfermedad y su posible impacto
sobre el microambiente inmunitario y/o inmunogenicidad del clon tumoral.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. GRUPO DE ESTUDIO

El estudio cuenta con un total de 246 pacientes diagnosticados en el periodo
comprendido entre diciembre 2016 y noviembre 2018; pertenecientes principalmente a la region
de Granada y de forma minoritaria, a otros centros andaluces que han participado de forma
activa en el estudio. Los pacientes con SMD (n=194) forman parte del Registro Espafiol de
SMD (RESMD) y han sido clasificados de acuerdo con la reciente revision OMS-2017: 166
pacientes fueron clasificados de SMD primario (media de edad 72 afios, 45-95 afios) y 28
pacientes fueron clasificados de LMAs (media de edad 74 afios, 62-85 afios).

Aunque el objetivo principal del estudio actual se centra en el SMD vy posterior transformacién
leucémica, de forma adicional se han incluido 32 pacientes diagnosticados de LMMC (media de
edad 75 afios, 58-90 afios) y 20 pacientes con LMA de novo (media de edad 68 afos, 57-82
afios).

Los pacientes diagnosticados de SMD fueron clasificados segun criterios de la OMS 2017, tal y
como sigue: SMD con displasia Unilinaje (SMD-DU), SMD con displasia Multilinaje (SMD-
DM); SMD con sideroblastos en anillo (SMD-SA) (SMD-DU/DM-SA); SMD con delecion
aislada 5q (SMD del(5q)), SMD no clasificable (SMD-U), SMD con exceso de blastos 1 (SMD
EB-1) y SMD con exceso de blastos 2 (SMD EB-2). Ademas, los pacientes con SMD fueron
clasificados segun scores pronosticos IPSS, IPSS-R y riesgo citogenético; y perfil mutacional.

Las muestras tanto de aspirado medular como de SP de los pacientes se obtuvieron en el
momento del diagndstico. Las muestras de aspirado medular fueron extraidas por puncion
directa a nivel del esterndn o cresta iliaca, por facultativos de Hematologia, en tubos de EDTA.
Las muestras de SP fueron recogidas en la sala de extracciones, hospital de dia o planta por el
personal de enfermeria, en tubos de EDTA. Ambas fueron remitidas al Laboratorio Clinico
(Hematologia, Inmunologia HUVN) para su procesamiento. Asi mismo, las muestras de SP del
grupo control fueron obtenidas en los correspondientes analisis rutinarios durante los primeros
meses del estudio.

El estudio fue aprobado por el comité ético de la investigacion del Hospital Virgen de las
Nieves de Granada, tras consentimiento escrito informado de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki, garantizando siempre el anonimato de los pacientes. Las caracteristicas clinicas del
grupo de estudio se muestran en la Tabla 10.

Como controles se utilizaron muestras de SP procedentes de 40 individuos sanos (media de edad
70 afios, rango 50-91 afios), para los que no existia antecedentes de enfermedades neoplasicas
conocidas, exposicion previa a firmacos quimioterapicos, radioterapia 0 inmunoterapia, incluida
terapia actual con corticoides.
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3.2. ESTUDIO IMMUNOFENOTIPICO DEL MICROAMBIENTE TUMORAL
3.2.1. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La caracterizacion fenotipica del microambiente tumoral se llevo a cabo, de forma
independiente, en muestras de MO y SP. Tras la recepcion y etiquetado de las mimas, la
caracterizaciébn de los diferentes marcadores de superficie se realizd mediante
inmunofluorescencia directa utilizando AcMo, conjugados con diferentes fluorocromos (Tabla
8).

Para ello, se adiciond 5 uLL de cada AcMo en cada uno de los tubos segun el panel (salvo cuando
se especifique otra cantidad) y posteriormente, se adicion6 50 pL de la muestra a estudiar. La
mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 20 min y posteriormente se afiadié 2 mL de la
solucion de lisado (FACS Lysing Solution, Becton-Dickinson Biosciences) durante 10 min. Tras
centrifugacion y lavado con PBS, se afiadio 300 uL de FACS Lysing Solution y se adquirio
inmediatamente.

TUBO FITC PE PER APC PE-Cy7 APC-H7 V450 V500
1* CXCR3 CCR6 CCR10 (0.5 pl) - - - cD4 CD45
2% - CD39 CD127 CD25 cD8 cD4 - CD45
3% - - CD34 (2.5 pl) CD279**  CD274**  CD8 CD3 CD45
4* CD16 CD56 NKG2D CD161 NKp46 CD3 CD20 CD45
5 KIR2DL1  KIR2DL1/S1  KIR2DL2/L3/S2  KIR2DL3  CD56 - CcD3 cD45
(L ul)
6 CD14 CD64 - - - - DR CD45
7 LIN-1 CD11b - CD33 CD15 - DR CD45
8 CD11b CD13 CD34 HLA CD117 - CD3 CD45

Tabla 8. Panel de estudio de inmunofenotipo para la caracterizacién de los diferentes marcadores de
superficie. La base molecular de la técnica aprovecha la especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo
para después definir el perfil fenotipico. La cantidad de cada uno de los AcMo afadidos por 50ul de
muestra fue de 5pl, excepto donde se indican otras cantidades.

* Linfocitos definidos en ventana FSC/SSC (tamafio y complejidad). Para el analisis, se adquirieron un
total 70,000 eventos en la regidn linfocitaria. ** CD279, se corresponde con el marcador PD1, mientras
que CD274 se corresponde con el marcador PD-L1.

La adquisicion de las muestras fue llevada a cabo mediante el citometro FACS Canto-I1 (Becton
Dickinson, Nueva Jersey, USA). Se generaron plantillas (templates) de adquisicion en Diva
software (Becton-Dickinson®) para cada uno de los tubos. Se disefiaron dot-plots (graficos de
puntos, bidimensionales) en los cuales se crearon las ventanas (gates) para su adquisicion. Para
el analisis de las muestras, se adquirieron un total de 200.000-250.000 eventos y 40.000-70.000
eventos dentro de la region linfocitaria.
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Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el software Infinicyt, version 10.0
(Cytognos). Los paneles de estudio fueron predefinidos e indican los tubos disefiados con las
combinaciones y cantidades de AcMo para el estudio de MO y SP (Tabla 8). A continuacion, se
detallan las caracteristicas de cada uno de los AcMo utilizados en el estudio (Tabla 9).

FLUOROCROMO CLON FABRICANTE REFERENCIA
CD45 V500 2D1 BD 655873
CD3 APC-H7 SK7 BD 641415
CD3 V450 UCHT1 BD 560365
CD4 V450 SK3 BD 651849
CD4 APC-H7 SK3 BD 641398
CD8 APC-H7 SK1 BD 641400
CD8 PE-CY7 SK1 BD 335787
CD20 V450 L27 BD 655872
CD56 PE-Cy7 NCAM16.2 BD 335826
CD56 PE NCAM16.2 BD 345812
CD16 FITC 3G8 BD 555406
CD39 PE TU66 BD 555464
T Cell Cocktail CD4 FITC SK3 BD 560249
CD25 PE-CY7 2A3
CD127 APC hIL-7R-M21
CXCR3 FITC 1C8 BD 561730
CCR6 PE 11A9 BD 561019
CCR10 PercP-Cy5.5 1B5 BD 564772
NKG2D PercP-Cy5.5 1D11 BD 562364
NKp46 PE-Cy7 9E2 BD 562101
Human Lineage CD3FITC SK7 BD 340546
Cocktail 1 (LIN 1)
CD16 FITC 3G8
CD19 FITC SJ25C1
CD20 FITC L27
CD14 FITC MoeP9
CD56 FITC NCAM16.2
HLA-DR V450 L243 BD 642276
CD33 APC P67.6 BD 345800
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FLUOROCROMO CLON FABRICANTE REFERENCIA

CD11b PE ICRF44 BD 555388
CD11b FITC M5E2 BD 562793
CD13 PE L138 BD 347406
CD15 PE-Cy7 HI198 BD 560827
CD117 PE-Cy7 104D2 BD 339217
CD161 APC DX12 BD 561729
CD14 FITC MB5E2 BD 555397
KIR2DL1/S1 PE EB6.B BC A09778

KIR2DL1 FITC 143211 RyD FAB1844F
KIR2DL2/S2/L3 PercP-Cy5.5 GL183 BC A66900

KIR2DL3 APC 180701 RyD FAB2014A
CD103 FITC Ber-ACT8 BD 561677
CD137 PE C65-485 BD 559446
CD34 PE-Cy5 581 BD 561819
CD274 PE-Cy7 M1H1 BD 558017
CD279 APC M1H4 BD 558694

HLA APC W6/32 eBioscience 17-9983-42

Tabla 9. AcMo utilizados en citometria de Flujo Multiparamétrica. * BD: Beckton Dikinson, RyD: RyD
Systems, BC: Beckman Coulter

3.2.2. ANALISIS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO
MULTIPARAMETRICA

La citometria de flujo se ha convertido en una de las metodologias principales que
permiten caracterizar el microambiente tumoral gracias a la expresion celular de ciertos
marcadores de superficie y/o intracelulares, habitualmente empleados en el estudio de
maduracion y desarrollo de los diferentes linajes hematopoyéticos. A continuacion, se detalla
cada una de las ventanas utilizadas para el andlisis, con las regiones necesarias para llevar a
cabo el andlisis porcentual de las distintas poblaciones.

3.2.2.1. Caracterizacion de linfocitos T helper (Th)

La caracterizacion de los linfocitos Th (Thl, Th17 y Th22) se llevd a cabo sobre la poblacion
celular T CD4*, gracias a la expresion de los marcadores de superficie: CCR10, CCR6 y
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CXCR3. Las diferentes subpoblaciones de células T CD4* se definen como: células Thl
(CXCR3"), células Th17 (CCR6*/CCR10) y células Th22 (CCR6*/CCR10%) (Figura 15).

En primer lugar, sobre el plot que enfrenta SSC-A (complejidad celular) frente a CD45
(antigeno pan-leucocitario), se selecciond la poblacion linfocitaria y posteriormente, se
seleccionaron aquellos linfocitos T con expresion positiva para el marcador CD4.
Seguidamente, y sobre el total de la poblacion celular CD4, se analizd la expresién de los
diferentes marcadores, anteriormente citados para cada una de las subpoblaciones T.

La caracterizacion de las células Th22 se realiz6, en primer lugar, en el diagrama que enfrenta a
los marcadores CCR10 vs. CXCRS3, seleccionando aquellas con fenotipo CCR10*, CXCR3".
Posteriormente, sobre este conjunto celular, en un segundo diagrama se enfrent6 los marcadores
CCR6 y CXCRS, seleccionando aquellas CCR6* Una vez seleccionadas la subpoblacion Th22,
las células Thl y Thl7 se seleccionaron en el plot que enfrenta a los marcadores CCR6 vs.
CXCR3, siendo las Th1 CXCR3*/CCR6", y las Th17 CXCR3/CCR6*.
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Figura 15. Tubo-1: disefiado para analizar las diferentes subpoblaciones de linfocitos T-CD4* helper.

3.2.2.2. Caracterizacion de linfocitos T reguladores (Treq)

En primer lugar, sobre el plot que enfrenta SSC-A frente a CD45, se seleccion6 la poblacion
linfocitaria y posteriormente, se seleccionaron aquellos linfocitos T con expresion positiva para
el marcador CD4. Seguidamente, sobre el total de la poblacién celular CD4, se seleccionaron
aquellas con fenotipo CD25* y CD127- (Figura 16).
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Figura 16. Tubo-2: disefiado para el anélisis de los linfocitos T-reguladores con fenotipo CD4*
CD25*CD127-.

3.2.2.3. Andlisis de la expresion del receptor CD39 sobre células T

Tras seleccion de la poblacion linfocitaria en el plot que enfrenta SSC-A frente a CD45, se
seleccionaron en plots independientes los linfocitos T CD4* y los linfocitos T CD8"; y a
continuacion, sobre cada una de estas subpoblaciones celulares, se analizd la expresion del
marcador CD39 (Figura 17).
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Figura 17. Tubo-2: disefiado para analizar la expresion del marcador CD39 sobre células T-CD4*y T-
CD8".
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3.2.2.4. Andlisis de la expresion de PD-1 sobre linfocitos T

A continuacion, se analiz6 la expresién del marcador PD-1 (CD279) sobre linfocitos T CD4* y
CD8". Tras seleccion de la poblacion linfocitaria sobre el plot que enfrenta SSC-A frente a
CD45, se seleccionaron los linfocitos T CD3* y posteriormente, sobre dicha poblacion celular,
se seleccionaron aquellos con expresion positiva para cada uno de los marcadores: CD4 v,
paralelamente, CD8. Finalmente, la expresion del marcador PD-1 se llevo a cabo sobre ambos
tipos celulares (Figura 18).
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Figura 18. Tubo-3: disefiado para analizar la expresiéon del receptor PD-1 sobre linfocitos T CD3*
CD4*y CD3* CD8*.

3.2.2.5. Caracterizacion de las diferentes poblaciones de células Natural Killer

(NKSs)

Tras seleccion de la poblacion linfocitaria y previa eliminacion de las células T CD3* y
linfocitos B CD20*, las diferentes subpoblaciones de células NK se identificaron en base a la
expresion de dos marcadores de superficie: la molécula de adhesion CD56 y el receptor
activador CD16. Seguidamente, se eliminaron aquellas células NK doble negativas para estos
marcadores, identificando finalmente cuatro subgrupos: CD565"MCD16@M) (principales
productoras de citoquinas), CD56*CD16* (principales efectoras citotdxicas), CD56°CD16" y
CD56 CD1659" (Figura 19).
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Figura 19. Tubo-4: caracterizacion de las diferentes subpoblaciones de células NK en base a la
expresion de los marcadores de superficie CD56 y CD16.

3.2.2.6. Analisis de la expresion de los receptores activadores NKG2D, NKp46 v
CD161 sobre células NK.

En el mismo tubo 4 anterior, se analizdé también la expresion de diversos receptores activadores
sobre células NK. Para ello, tras previa seleccién de la poblacidon linfocitaria en el plot SSC-A
vs. CD45 y posterior eliminacion de las células T CD3" y los linfocitos B CD20*, se
seleccionaron las células NK CD56". Posteriormente, sobre este conjunto celular, se analizé, de
forma independiente, la expresion de los diferentes marcadores activadores estudiados:
NKG2D, NKp46 y CD161 (Figura 20). Como control negativo se utilizd la poblacién
linfocitaria B.
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Figura 20. Tubo-4: disefiado para analizar la expresion de receptores NKG2D, NKp46 y CD161 en
células NK CD3-CD56*.

3.2.2.7. Andlisis de la expresion de receptores KIR sobre células NK

A continuacion, sobre el total de células NK CD56", se analiz6 la expresion de los diferentes
receptores KIR: receptores KIR activadores (KIR2DS1, KIR2DS2) e KIR inhibidores (KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3) (Figura 21).

En primer lugar, tras previa eliminacion de la poblacién linfocitaria y los linfocitos T CD3", se
seleccionaron las células CD56*. A continuacidn, sobre el diagrama en el que se enfrentan los
receptores KIR2DL1 vs. KIR2DL1/S1, se identificaron las subpoblaciones de células NK con
fenotipo KIR2DL1*, KIR2DS1* y KIR2DL1"S1*. De igual forma, mediante el plot en el que se
representan los receptores KIR2DL2/L3/S2 vs. KIR2DL3, se seleccionaron aquellas
subpoblaciones de células NK con fenotipo: KIR2DL2*S2" y KIR2DL3".
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Figura 21. Tubo-5: caracterizacién de la expresion de los diferentes receptores KIR (KIR2DL1,
KIR2DS1, KIR2DL2, KIR2DS2 y KIR2DL3) sobre células NK CD3-CD56*.

3.2.2.8. Caracterizacion de las células mieloides supresoras (MDSCs)

Las MDSCs se definen como: HLA-DR-/CD33*/CD11b*. Estas se dividen en dos
poblaciones celulares: Mo-MDSC (CD14%) y PMN-MDSC (CD15%).

Para la caracterizacion de las células Mo-MDSC, en primer lugar, se seleccionaron las
poblaciones leucocitarias; y posteriormente, sobre la poblacién monocitica CD14* y posterior
eliminacion de los promonocitos (grafico CD64 vs. CD14), se seleccionaron aquellas células
con expresion negativa del receptor HLA-DR, utilizando como control negativo la serie
mieloide madura (Figura 22).
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Figura 22. Tubo-6: Caracterizacion de la poblacion de células Mo-MDSC.
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Por otro lado, la caracterizacion de las células PMN-MDSC, se llevo a cabo sobre la celularidad
total. Se identificaron aquellas células Lin- HLA-DR'""" y posteriormente, tras eliminacion de
los eosindfilos mediante el diagrama SSC-A frente CD45, se seleccionaron aquellas con
expresion simultanea para los antigenos CD33 y CD11b. Finalmente, sobre dicha seleccion, se
identificaron las células con expresion positiva para el marcador CD15 (Figura 23).
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Figura 23. Tubo-7: Caracterizacion de la poblacion de células PMN-MDSC.

3.2.2.9. Andlisis de la expresion de moléculas HLA-I v ligandos PD-L1 sobre la
célula tumoral CD34*

Con el fin de estudiar las caracteristicas inmunogénicas de la célula tumoral, se llevo a cabo un
analisis de los niveles de expresion de dos de los principales mecanismos de inmunoevasion:
moléculas HLA-1 y la expresion de ligandos PD-L1.

Para calcular la intensidad de expresion de una molécula sobre una poblacién celular
determinada se utilizd el pardmetro Intensidad Media de Fluorescencia (IMF), el cual es
proporcional al nimero de moléculas detectadas sobre la superficie celular. La determinacion de
los niveles de la IMF de moléculas HLA-I clasicas (HLA-A, -B y -C) se llevo a cabo sobre la
poblacion celular CD34* y durante el proceso de diferenciacion mieloide; y paralelamente, el
estudio se realizé sobre la poblacion celular autéloga T CD3*, usando el AcMo monomorfico
W6/32.

Para ello, sobre la celularidad total CD45%, se seleccionaron en dos plots independientes los
blastos CD34* y los linfocitos T CD3* de pacientes con SMD y/o LMAs (Figura 24, Apartado
A) A continuacion, en base a la expresion de los marcadores CD13 y CD11b, se establecieron
varios estadios de diferenciacion de la serie granulocitica, representados como: estadio 1, estadio
I, estadio 111 y estadio V. Finalmente, se recogieron los valores de la IMF del marcador HLA-I
sobre cada uno de las poblaciones celulares anteriormente seleccionadas (Figura 24, Apartado
B).
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Figura 24. Tubo-8: Andlisis de los niveles de IMF de moléculas HLA-I sobre la célula tumoral CD34*
y sobre los diferentes estadios de maduracion mieloide.

Adicionalmente, se estudio la frecuencia de células CD34" con expresion positiva de
ligandos PD-L1 (Figura 25). Para ello, una vez seleccionada la poblacién celular CD34* sobre
la totalidad CD45*, se selecciond la fraccion celular CD34" positiva para el marcador CD274
(PD-L1).
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Figura 25. Tubo-3: disefiado para analizar la expresidn de receptor CD274 sobre blastos CD34*.

3.3. AISLAMIENTO DE CELULAS CD34* Y CELULAS T CD3*

La purificacion de células CD34" y linfocitos autélogos T CD3* se llevé a cabo
mediante un sistema magnético automatizado de inmunoseleccidn directa (AutoMACS Pro Cell
Separator, Miltenyi Biotec) a partir de muestras procendentes de MO y SP.

La purificacion de las células CD34" se llevo a cabo en muestras que presentaban un porcentaje
de blastos superior al 5%, empleando el Kit comercial (CD34" MicroBead Kit, human, Miltenyi
Biotec, Germany) (n° referencia 130-046-702), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las células mononucleares de SP fueron aisladas tras previa centrifugacion con la solucion
Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). La incubacion de las muestras
con las bolitas magnéticas (beads) conjugadas con ab anti-CD34-PE y posteriormente, el
proceso de separacion magnética se llevd a cabo en el AutoMACS Separator, utilizando para
ello MACS buffer (Miltenyi Biotec). El aislamiento de los linfocitos T CD3* se llevé a cabo de
igual forma a la que se procedi6 para el aislamiento de la fraccion celular CD34", pero usando
en este caso el Kit comercial CD3* MicroBead Kit, human, Miltenyi Biotec.

Ambas fracciones celulares (células CD34" y linfocitos T CD3*) fueron recogidas por separado
en un volumen final de 500 pL, de los cuales se tomaron una muestra de 20 pL para Su
cuantificacion mediante citometria de flujo multiparamétrica. En todos los casos, el grado de
pureza de las muestras fue superior al 96%. Finalmente, se llevé a cabo la extraccion y
cuantificacion del ADN del pellet obtenido.

3.4. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

3.4.1. EXTRACCION DEL ADN

La extraccion del ADN de muestras de MO, SP y células CD34 aisladas, se llevo a cabo
mediante el kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Germany).
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En primer lugar, se resuspendié la muestra en 200ul de PBS. A continuacion, se afiadié en un
nuevo ependorf: 20ul de proteinasa K (lisis), 200 pl de la muestra anterior y 200ul de buffer AL
(buffer de lisis). Esta mezcla se incub6 a 56° durante 10 min, se afiadio 200ul de etanol 70% y
se homogeneiz6 con la ayuda de un vortex. Posteriormente, se vertio sobre una columna de
silica-gel y se centrifug6 a 8000rpm durante 1min. El tubo se desechd y se afiadio a la columna
500 ul de buffer de lavado AW1. Se centrifugd de nuevo a 8000rpm durante 1 min, se desechd
de nuevo el tubo y se afiadié en esta ocasién 500ul de buffer de lavado AW2. Se centrifugo a
14000rpm durante 3 min y posteriormente se paso la columna a un nuevo ependorf previamente
rotulado. Se afiadié 50 ul de buffer de elucién AE y se centrifugd a 8000rpm durante 1 min.
Finalmente, el ADN obtenido se almaceno a -80°C.

3.4.2. CUANTIFICACION DEL ADN

La cuantificacién de ADN se llev6 a cabo mediante el Kit comercial Qubit® dsDNA BR
Assay (Invitrogen Life Technologies), RANGO 1 ng /ul — 100 ng/pul, y el fluorimetro Qubit 3.0
(Life Technologies, USA).
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Figura 26. Protocolo para la cuantificacién de ADN por fluorimetria Qubit® 3.0 Fluorometer.

El primer paso para la cuantificacion del ADN consiste en la preparacion de la solucion
fluorescente: 1/200 del reactivo fluorescente (PicoGreen, Qubit reagment) en una solucion
tampon (Qubit Buffer) (por el n° de muestras). A continuacion, se prepararon las 2 soluciones
de calibrado, para ello se afiadié 10 pl de cada solucion de calibrado de concentracion conocida
(standards) (0 ng/ul y 100 ng/ul) a 190 ul de la solucion fluorescente. Posteriormente, se
procedid a la preparacion de la(s) solucion(es) problema(s): se afiadi6é 2 ul de cada una de las
muestras problema a 198 ul de la solucion fluorescente. Se homogeneizo con la ayuda de un
vortex, se transfirio a un tubo de 600 ul adaptado a la lectura de fluorescencia y se incubd 2
minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Para la calibracion del lector se
selecciond el ensayo a realizar y se introdujo una a una las muestras de calibrado del ADN de
concentracion conocida. Finalmente, se realizé la lectura de la concentracion de las muestras
problema, expresadas en ng/pl.
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3.5. ESTUDIO DEL PERFIL MUTACIONAL

El perfil mutacional de los pacientes incluidos en el estudio se llevé a cabo mediante
técnicas de NGS, usando un panel comercial (TruSight Myeloid Sequencing Panel, lllumina,
USA), que incluye 54 genes asociados a neoplasias mieloides: ABL1, ASXL1, ATRX, BCOR,
BCORL1, BRAF, CALR, CBL , CBLB, CBLC, CDKN2A, CEBPA, CSF3R, CUX1, DNMT3A,
ETV6/TEL, EZH2, FBXW7, FLT3, GATAL, GATA2, GNAS, HRAS, IDH1, IDH2, IKZF1, JAK2,
JAK3, KDM6A, KIT, KRAS, MLL , MPL, MYD88, NOTCH1, NPM1, NRAS, PDGFRA, PHF6,
PTEN, PTPN11, RAD21, RUNX1, SETBP1, SF3B1, SMC1A, SMC3, SRSF2, STAG2, TET2,
TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2.

Tras posterior extraccion y cuantificacion del ADN, se prepararon las librerias de amplicones de
un tamafio de 250 pares de bases (pb), siguiendo el protocolo TruSeqCustomAmplicon y usando
los oligos TruSightMyeloidSequencing Pan Oligos (Illumina, EEUU), partiendo de 50ng totales
de ADN por muestra.

Lo primero que se lleva a cabo para la formacion de las librerias es la hibridacion de los
adaptadores especificos upstream y downstream de las secuencias de ADN diana. Tras una fase
de purificacion, en la que se eliminan los oligos que no han hibridado con las secuencias diana,
se lleva a cabo el proceso de extensién-ligacion de los que si lo han hecho; este proceso consiste
en la conexidn de los oligos upstream y downstream mediante una ADN polimerasa y una ADN
ligasa, de forma que se obtienen productos que contienen las regiones de interés flanqueadas por
secuencias requeridas para la amplificacion posterior. A continuacién, se realiza una
amplificacién utilizando adaptadores que hibridan con las secuencias flanqueantes anteriores.
Estos adaptadores contienen regiones esenciales para posteriores procesos de amplificacion y
secuenciacion en la plataforma MiSEq, asi como las secuencias Index, que permiten identificar
de forma especifica los fragmentos generados para cada paciente. De tal manera que, como
resultado de la PCR, se generan amplicones de 250pb que contienen la regién de interés,
flanqueados por las secuencias adaptadoras comentadas. Tras la PCR, se realiza un nuevo
proceso de purificacion mediante el kit AMPure XP, que emplea unas bolitas paramagnéticas
que utilizan la tecnologia de inmovilizacion reversible en fase sélida (SPRI) para purificar
muestras de ADN.

A continuacién, se normalizan las librerias de amplicones a 4 nM, para que todas tengan igual
representacion en el pool de muestras, y se juntan en grupos de 8. Finalmente, se realiza la carga
del pool de librerias en la plataforma MiSeq (lllumina), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Una vez comenzado el run en el MiSeq, primero se da una fase de amplificacion en
puente de los fragmentos del pool de librerias (generacion de clusters) para, a continuacion,
proceder a la secuenciacion paired-end (2x150 ciclos (150 ciclos en sentido forward y 150
ciclos en sentido reverse)) de los fragmentos generados en cada cluster.

Los archivos fastq obtenidos de la secuenciacion se cargaron en la aplicacion Sophia Genetics
(version 4.6.2) para el alineamiento de las secuencias, la anotacion de variantes y el analisis
posterior. Para la revision y visualizacion de las secuencias, se uso el programa Integrative
Genomics Viewer (version 2.3.68) (Broad Institute, Cambridge, MA).
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3.6. PERDIDA DE HETEROCIGOSIDAD (LOH) Y FENOMENOS DE
DISOMIA UNIPARENTAL ADQUIDIDA (aUPD) EN EL CROMOSOMA 6

La LOH en la region HLA localizada en el CRM 6 (6p21) y/o los fenémenos de aUPD
se llevaron a cabo mediante un microarray-SNP “single nucleotide polymorphism”
(Inmunochip, Illumina Technology), comparando los resultados obtenidos de los linfocitos T
CD3" autdlogos con las células blasticas CD34*.
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Figura 27. A) Esquema de los cromosomas humanos, tomada de
http://atlasgeneticsoncology.org. B) Esquema del cromosoma 6, segin ISCN 2009.

La extension de la delecion y el estudio de LOH/aUPD se llevaron a cabo en un total de 36
muestras seleccionadas, mediante el Inmunochip Hlumina Infinium (v2) (Illumina, cat# WG-
357-1001), el cual detecta 253,703 SNPs seleccionados y basados en GWAS de enfermedades
del sistema inmunitario. Posteriormente, las muestras se analizaron mediante el software
Genome studio (lllumina) que nos permite establecer la LogR ratio, la zigosidad y el nimero de
copias de cada SNP.
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Los datos de LOH y del nimero de copias (copy number, CN), fueron expresados como los
valores "Theta" y "R", respectivamente. "Theta" representa la Frecuencia del Alelo B (FAB),
mientras que "R" representa la intensidad de la fluorescencia procedente de ambos canales.
Mientras que los valores de "Theta" pueden ser interpretados directamente para detectar LOH,
gracias a la herramienta informatica bcf [PMID:26826718], los "R™ necesita compararse con
unos valores de referencia standard para detectar regiones en las que existan pérdidas o
ganancias en el CN. Los valores de referencia corresponden a un valor medio de fluorescencia
por prueba de un total de 1632 muestras no relacionadas de ancestros europeos, obteniendo
finalmente los Log-ratios (logR). Los valores de logR varian entre los valores: -1, 0 y +1. Una
distribucion de logR igual a cero puede considerarse como un CN neutral o conservado;
mientras que los intervalos cromosémicos principalmente negativos o positivos, -1y +1, pueden
interpretarse como pérdidas o ganancias en el CN, respectivamente. Los tramos cromosomicos
con valores de FAB de cero 0 uno pueden interpretarse como LOH. Asi mismo, la presencia de
SNP no heterocigotos (FAB de cero o uno) con un CN conservado, demostrara la presencia de
aUPD.

Posteriormente, el ADN de muestras procedentes de blastos CD34" y de muestras control
(células T CD3* autélogas) fueron genotipadas usando el Inmunochip Illumina Infinium,
siguiendo las instrucciones del fabricante (lllumina, cat# WG-357-1001), el cual detecta
253,703 SNPs distribuidos por todo el genoma.

3.7. TIPAJE GENOMICO HLA

3.7.1. TIPAJE HLA MEDIANTE TECNOLOGIA LUMINEX

Asi mismo, el ADN procedente de células tumorales y de células T autélogas se utilizd
para llevar a cabo el tipaje gendmico HLA-I y HLA-II, mediante SSO-PCR Luminex usando el
kit comercial LIFECODES HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -DQB1, Typing Kits—Rapid (IMMUCOR,
Georgia), el cual emplea oligonucleétidos especificos de secuencia unidos a microesferas
fluorescentes para la deteccion de los distintos alelos; siguiendo las instrucciones del fabricante.

El sistema Luminex, 100/200™ System, basado en la tecnologia XMAP (Luminex) y el sofware
Match-1t DNA v1.2 (IMMUCOR) fueron usados para determinar el tipaje HLA y la posterior
deteccion de pérdidas alélicas, de locus o de haplotipo en la célula tumoral con respecto a la
muestra control (Linfocitos T CD3).

3.7.2. TIPAJE HLA MEDIANTE SECUENCIACION SANGER

La secuenciacion Sanger fue llevada a cabo en aquellas muestras en las que se
detectaron alteraciones en la regién HLA mediante la técnica SNP-array. EI ADN procedente de
células leucémicas CD34" y de células T CD3* autélogas, se utiliz6 para la secuenciacién de los
exones 2, 3y 4, para las moléculas HLA-I y del ex6n 2 para las moléculas de HLA-II (en el
caso de HLA-DQB1 se secuenciaron los exones 2 y 3); utilizando el kit Gen Dx Allele SEQR
(GENDX, Utrecht) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
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El anlisis de los datos y posterior tipaje HLA de alta resolucién fue llevado a cabo utilizando el
sofware CE-marked SBTengine.

3.8. ESTUDIOS CITOGENETICOS

El estudio de las principales anomalias citogenéticas relacionadas con el SMD del(5q),
del(7q), del(20q), trisomia 8) se llevo a cabo mediante técnicas de Hibridacién in situ
Fluorescente (FISH), empleando las sondas comerciales (LSI 5931 (EGR1); LSI 7q31
(D7S522); LSI 20q12 (D20S108); CEP 8) (Abbott), que emiten fluorescencia al
hibridarse con regiones cromosomicas concretas.

Por otro lado, el cariotipo convencional de los pacientes incluidos en el estudio se llevo
a cabo en un laboratorio externo.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO
Para el andlisis de los datos se utilizo el software estadistico IBM SPSS Statistics 21.0.
Anélisis descriptivo de los datos: Las variables de tipo cuantitativo se expresaron en

mediazEEM. Las variables categoricas (cualitativas) fueron expresadas en frecuencias relativas
(porcentajes).

Analisis bivariante: Dependiendo de la normalidad de las variables cuantitativas, se utilizaron
tests paramétricos o no paramétricos. Para comparar medias entre dos grupos se utilizo el test de
T de Student y cuando no se cumplian las condiciones de validez (variables no normales y/o
n<30 en alguno de los grupos) se utiliz6 el test no paramétrico equivalente, U de Mann-
Whitney.

Para comparar méas de dos medias se utiliz6 el analisis de la varianza, ANOVA, cuando éste dio
significativo, se utilizaron las comparaciones multiples (post-host), y/o su equivalente no
paramétrico de Kruskall Wallis.

Para relacionar dos variables cuantitativas se utilizaron el anélisis de correlacion en funcién de
la normalidad de los datos: Test de correlacion de Pearson o de Spearman.

El andlisis de dos variables cualitativas (categoricas) se realiz6 mediante el test de Chi cuadrado
(tablas de contingencia) dependiendo de las categorias de cada una de las variables (tabla de
RxS o tablas de 2x2). Cuando dicho test no cumplia las condiciones de validez, se utilizé el test
exacto de Fisher para tablas de 2x2.

El nivel de significacion para este estudio fue de P<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS
EN EL ESTUDIO

4.1.1. Caracteristicas demograficas

Las principales caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio estan
resumidas en la siguiente tabla:

Caracteristicas
Sindrome Mielodisplasico
N° de pacientes 166
Edad (media) 72
Sexo 59 mujeres 107 varones
Leucemia Mieloide Aguda secundaria a SMD
N° de pacientes 28
Edad (media) 74
Sexo 9 mujeres 19 varones
Leucemia Mielomonocitica Crénica
N° de pacientes 32
Edad (media) 75
Sexo 12 mujeres 20 varones
Leucemia Mieloide Aguda de novo
N° de pacientes 17
Edad (media) 68
Sexo 7 mujeres 10 varones

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el estudio.

El estudio se centra en 194 pacientes totales, de los cuales 166 pacientes fueron diagnosticados
de SMD y 28 pacientes fueron diagnosticados de LMAs. La media de edad observada en ambos
grupos fue de 72 y 74 afos, respectivamente; por lo que, tal y como se ha comentado
anteriormente, la edad media de presentacién fue tardia. De igual forma, en ambos grupos se
observa que el porcentaje de hombres duplica al de las mujeres, reflejando una ratio aproximada
2:1, dato ampliamente documentado. A continuacion, se muestra la distribucién por subgrupos
de la OMS, por clasificacion prondstica y por categorias de riesgo citogenético.

4.1.2. Clasificacion OMS 2017

Los pacientes diagnosticados de SMD incluidos en el estudio fueron divididos en base a la
reciente clasificacion OMS 2017. Segun dicha clasificacion, el 81,1 % de los pacientes incluidos
en nuestro estudio se concentran dentro de los grupos SMD con displasia multilinaje (57%) y en
los grupos SMD con exceso de blastos (24,1%), tal y como se observa en la siguiente tabla
(Tabla 11).
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Clasificacion OMS 2017 N° de pacientes SMD (%)
SMD-DU 2 (1,2%)
SMD-DM 96 (57,8%)
SMD-SA 10 (6%)

SMD del(5q) 17 (10,3%)
SMD EB-1 23 (13,8%)
SMD EB-2 17 (10,3%)
SMD-U 1 (0,6%)

Total 166 (100%)

Tabla 11. Clasificacion de los pacientes con SMD en base a la clasificacion OMS 2017. SMD-DU:
SMD con displasia Unilineal; SMD-DM: SMD con displasia Multilineal; SMD-SA: SMD con
sideroblastos en anillo (DU/DM); SMD con delecion 5q aislada: SMD del(5q); SMD-EB 1: SMD con
exceso de blastos 1; SMD-EB 2: SMD con exceso de blastos 2; SMD-U: SMD Inclasificable.

4.1.3. Clasificacion segun IPSS/IPSS-R

En cuanto a los diferentes sistemas de clasificacion pronostica, los pacientes SMD fueron
divididos en base a los dos scores prondsticas ampliamente utilizados que presentan utilidad en

la préctica clinica, el IPSS y més recientemente, el IPSS-R (Tabla 12).

Caracteristicas
N° de pacientes SMD 166
IPSS
Bajo Riesgo 118 (71,1%)
Bajo Riesgo 77
Intermedio-1 41
Alto Riesgo 37 (22,3%)
Intermedio-2 24
Alto Riesgo 13
No clasificable 11 (6,6%)
IPSS-R
Bajo Riesgo 86 (51,8%)
Muy Bajo Riesgo 25
Bajo Riesgo 61
Alto Riesgo 66 (39,8%)
Intermedio 32
Alto Riesgo 11
Muy Alto Riesgo 23
No clasificable 14 (8,4%)

Tabla 12. Clasificacion de los pacientes con SMD segun indices prondsticos IPSS e IPSS-R.

En algunos casos, no se ha podido calcular el valor prondstico por el IPSS e IPSS-R debido a la
falta de datos.

Los anélisis estadisticos llevados a cabo en el estudio agrupan a los pacientes de acuerdo con el
riesgo de progresion a leucemia, definiendo asi dos grupos (Bajo Riesgo vs. Alto Riesgo) para
cada uno de los sistemas, IPSS e IPSS-R:
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IPSS: Bajo Riesgo (Bajo riesgo (BR)/Intermedio-1 (Int-1)); Alto Riesgo (Intermedio-2 (Int-
2)/Alto Riesgo (AR)); e IPSS-R: Bajo Riesgo (Muy Bajo Riesgo (MBR)/Bajo Riesgo (BR));
Alto Riesgo (Intermedio (INT)/Alto Riesgo (AR)/Muy Alto Riesgo (MAR)).

Segln el IPSS, observamos que el 22,3% de los pacientes pertenecen a los grupos de peor
pronostico (Int-2 y Alto Riesgo), mientras que segun la clasificacién IPSS-R, observamos un
39,8% de pacientes englobados dentro de esta categoria.

4.1.4. Clasificacion segun riesgo citogenético

En relacion al riesgo citogenético, todos los pacientes con SMD que presentaban un riesgo
citogenético “Favorable”, presentaban un cariotipo bueno; el 21,1% de los pacientes con SMD
presentaban un cariotipo “Intermedio”, y finalmente, el 12% de los mismos estan englobados
dentro de un cariotipo complejo (riesgo citogenético “Pobre”). La siguiente tabla (Tabla 13) y
figura (Figura 28) muestran la distribucion de los pacientes en funcion del riesgo citogenético.

Caracteristicas N° de pacientes SMD (%)
Riesgo Citogenético
Favorable 100 (60,3%)
Muy Bueno -
Bueno 100
Intermedio 35 (21,1%)
Pobre 20 (12%)
Pobre 5
Muy Pobre 15
Sin Datos 11 (6,6%)

Tabla 13. Clasificacion de los pacientes con SMD segUn el riesgo citogenético. Favorable (Muy Bueno
(=Y, del(11qg) y Bueno (normal, del(20q), del(5q), del(12p) aisladas y anomalias dobles)), Pobre (Pobre
(complejo con 3 alteraciones, der(3q) o alteraciones del CRM7) y Muy Pobre (complejo con >3
alteraciones)), o Intermedio (otras alteraciones no incluidas anteriormente).

Riesgo Citogenético

Pobre

No clasificable
——

Muy Pobre |

Pobre Riesgo Citogenético

Favorable

Riesgo Citogenético
Intermedio

Intermedio
21,1%

Figura 28. Distribucidon de los pacientes con SMD en funcion del Riesgo Citogenético
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4.2. ESTUDIO DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

El estudio del microambiente tumoral se llevd a cabo en muestras de MO y/o SP de 130
pacientes diagnosticados de SMD (70 varones, 60 mujeres; media de edad 72 afios), 23
pacientes con LMAs (12 varones, 11 mujeres; media de edad 72 afios), 30 pacientes
diagnosticados con LMMC (19 varones, 11 mujeres; media de edad 72 afios) y 16 pacientes con
LMA de novo (9 varones, 7 mujeres; media de edad 72 afios). Para el estudio del microambiente
en SP, se utiliz6 como grupo control 40 muestras de sujetos sanos (media de edad 70 afos;
rango 50-91 afos).

4.2.1. Estudio de poblaciones leucocitarias en sangre periférica de pacientes
diagnosticados con SMD

Con el fin de caracterizar las diferentes poblaciones leucocitarias y linfocitarias
presentes en el microambiente tumoral de pacientes diagnosticados con SMD, se llev6 a cabo un
analisis en muestras de SP obtenidas al tiempo del diagnéstico durante un periodo de tiempo de
dos afios. Al final de la recogida de datos, los resultados fueron expresados en valores absolutos
y porcentuales, bien referido al total de leucocitos, en el caso de linfocitos totales, monocitos y
granulocitos, o bien referido al total de linfocitos (pool linfocitario), en el caso de las distintas
subpoblaciones linfocitarias.

Se quiso valorar si los pacientes con SMD presentaban alteraciones en la composicion de las
diferentes poblaciones celulares relacionadas con la respuesta inmunitaria a nivel del
microambiente tumoral con respecto a individuos sanos. Se determinaron las cifras
correspondientes a leucocitos totales, y a continuacion, de linfocitos totales y de linfocitos T,
linfocitos B y células NK de todos los pacientes, y se compararon con las obtenidas en un grupo
control, de edad similar al grupo de estudio. En las Tablas 14 y 15 se resumen los datos
obtenidos (media + error estandar de la media (EEM)).

4.2.1.1. Estudio de poblaciones leucocitarias

En primer lugar, se determin6 el nimero total de leucocitos en SP de los pacientes con
SMD, para posteriormente, llevar a cabo el calculo de los valores absolutos de las diferentes
poblaciones leucocitarias. El valor absoluto de leucocitos en el grupo de pacientes con SMD fue
inferior y estadisticamente significativo al observado en el grupo de individuos control
(Pacientes vs. control: 5552,2 células x10-3/ml vs. 8986 células x10-%/ml, P=0.0001). Atendiendo
a las poblaciones leucocitarias, la media de los valores absolutos de neutréfilos en el SMD fue
significativamente menor al del grupo de individuos sanos (Pacientes vs. control: 5498,2 células
x1073/ml vs. 3200,6 células x10-3/ml, P=0.0001). Asi mismo, el porcentaje medio de neutrdfilos
disminuy6 también significativamente con respecto al grupo control (Pacientes vs. control:
53,1% vs. 65,2%, P=0.0001).
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4.2.1.2. Estudio de poblaciones linfocitarias

Al considerar el porcentaje de linfocitos dentro del grupo de pacientes con SMD y
compararlo con el grupo control, se observé que los pacientes presentaban un porcentaje medio
de linfocitos totales superior al del grupo control (Pacientes vs. control: 33,1% vs. 19,6%,
P=0.0001). Sin embargo, el nimero absoluto de linfocitos en el grupo de pacientes SMD fue
significativamente inferior que el observado en el grupo control (Pacientes vs. control: 1302,8
células x103/ml vs. 1658,2 células x10-3/ml, P=0.028).

Células x10°/mL

Control SMD P1 LMAs P2

Linfocitos 1658,2+144,1 1301,8+85,6 0.028 1590,0+£304,0 0.641
totales

Linfocitos T 1446,6+71,8 894,4+69,6 0.0001 1185,1+293,0 0.569

T CD4* 996,5+52,7 471,9+40,1 0.0001 633,2+187,5 0.026

T CD8* 530,8+48,6 365,6+34,9 0.007 408,3+83,2 0.400

Linfocitos B 174,6+18,5 106,0+26,1 0.035 107,5+39,3 0.110

Células NK 364,3+35,0 229,5+28,5 0.004 172,2+56,8 0.037

Tabla 14. Valores absolutos, mediatEEM, de linfocitos T, linfocitos B y células NK en SP. P,
comparacion entre el grupo control y el grupo SMD. P2, comparacion entre el grupo control y el grupo
LMAs. P1 entre grupos mediante el test paramétrico T de Student. P, entre grupos mediante el test U de
Mann Whitney.

%
Control SMD P1 LMAs P2

Linfocitos 19,6£1,2 33,1£2,5 0.0001 27,0£3,6 0.004
totales

Linfocitos T 72,3+1,0 68,7+2,1 0.093 74,4+7.4 0.157

T CD4* 43,0£1,2 35,7£1,5 0.001 36,1+4,9 0.251

T CD8* 23,011 28,4+1,6 0.007 32,6£5,4 0.083

Ratio CD4/CD8 2,2+0,1 1,3+0,09 0.001 1,4+0,2 0.025

Linfocitos B 8,4+0,6 7,315 0.474 6,7+1,4 0.221

Células NK 16,0+1,0 17,1+1,7 0.547 11,1£39 0.084

Tabla 15. Porcentajes (mediaxtEEM) de linfocitos T, linfocitos B y células NK en SP. P1, comparacion
entre el grupo control y el grupo SMD. P2, comparacidn entre el grupo control y el grupo LMAs. P entre
grupos mediante el test paramétrico T de Student. P2 entre grupos mediante el test U de Mann Whitney.
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Linfocitos T

El estudio llevado a cabo en la subpoblacion celular T CD3* mostré que la media del porcentaje
de linfocitos T en el grupo SMD no varié significativamente con respecto al grupo de
individuos control (P>0.05). Sin embargo, el numero absoluto de linfocitos T fue
significativamente menor en los pacientes con SMD en comparacion con el grupo control
(Pacientes vs. control: 894,4 células x103/ml vs. 1446,6 células x10°/ml, P=0.0001). Como se
puede observar en la Tabla 14 y Figura 29, los valores absolutos disminuyeron casi a la mitad.
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Figura 29. Porcentaje y valor absoluto de linfocitos T en SP de los grupos SMD y LMAs, y en el grupo
control. Los datos representan mediaxtEEM del: A) Valor absoluto de linfocitos T totales. B) Porcentaje
de Linfocitos T totales. C) Valor absoluto de Linfocitos T CD4*. D) Porcentaje de Linfocitos T CD4*. E)
Valor absoluto de Linfocitos T CD8*. F) Porcentaje de Linfocitos T CD8".
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Ademas, se analizaron las subpoblaciones linfocitarias T CD4* y CD8*. En condiciones
normales, las células T CD4* se encuentran con una ratio 2-4 veces superior que las T CD8*
dentro del pool linfocitario T en SP.

En nuestro estudio, se observé una menor cantidad de células T CD4* en el SMD en
comparacion con el grupo control (Pacientes vs. control: 471,9 células x10%/ml vs. 996,5 células
x10%/ml, P=0.0001). Ademas, la media del porcentaje CD4" en el grupo SMD fue
significativamente inferior a la observada en el grupo control (35,7% vs. 56%, P=0.0001).

La poblacion T CD8" también se vio afectada. Aunque dicha poblacion disminuyo
significativamente con respecto al grupo control, este descenso fue mas moderado (Pacientes vs.
control: 365,6 células x10°/ml vs. 530,8 células x10°/ml, P=0.007). En esta linea, hemos
encontrado una reduccion de la ratio CD4/CD8 en pacientes con SMD en comparacion con el
grupo control (P=0.001). Nuestros resultados sugieren gque los cambios en el pool linfocitario
CD4"* son los responsables de la disminucién de la ratio CD4/CD8 en estos pacientes.

En la LMAs, como se puede observar en la Tabla 14, existe una disminucion en el nimero
absoluto de linfocitos T CD4* con respecto al grupo control, aunque no tan marcada como la
que se observa en los pacientes con SMD (LMAs vs. control: 633,2 células x103/ml vs. 945,4
células x103/ml, P=0.026).

Células NK

En relacidn a las células NK, esta subpoblacién linfocitaria disminuy6 también de forma
significativa en valores absolutos en pacientes con SMD con respecto al grupo control
(Pacientes vs. control: 229,5 células x10°/ml vs. 364,3 células x103/ml, P=0.004), pero sin
afectar al valor porcentual (Pacientes vs. control, P>0.05).

Ademas, en el grupo LMAs también se vid afectada esta subpoblacién linfocitaria, con una
disminucién significativa en el valor absoluto comparado con el del grupo control (LMAS vs.
control: 172,2 células x10-%/ml vs. 364,3 células x10-}/ml, P=0.037).
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Figura 30. Porcentaje y valor absoluto de células NK en SP de los grupos SMD y LMAs, y en el grupo
control. Los datos representan media+tEEM del: A) Valor asoluto de células NK. B) Porcentaje de células
NK.
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Linfocitos B

El estudio del nimero absoluto de linfocitos B mostré una disminucion significativa con
respecto al grupo control (Pacientes vs. control: 106 células x103/ml vs. 174,6 células x103/ml,
P=0.035). Sin embargo, no se observaron diferencias en los valores porcentuales (Pacientes vs.
control, P>0.05).

En general, los pacientes con SMD manifiestan linfopenias en SP, en relacién a las tres
subpoblaciones linfocitarias (linfocitos T, linfocitos B y células NK). Sin embargo, esta
linfopenia afecta principalmente a la subpoblacion celular T CD4*, con una marcada
disminucién en el niUmero absoluto de ésta, la cual se manifiesta con una clara inversion de la
ratio T CD4/CD8.

4.2.2. Estudio funcional de poblaciones leucocitarias en pacientes con SMD en
sangre periférica

El estudio funcional de las diferentes poblaciones leucocitarias presentes en SP de
pacientes diagnosticados de SMD con respecto al grupo control, se llevé a cabo mediante de
citometria de flujo multiparamétrica utilizando un amplio panel de AcMo para la
caracterizacién inmunofenotipica de las principales poblaciones funcionales T, células NK vy
componentes del sistema inmunitario innato (MDSCs).

El estudio de los marcadores asociados a funcion de células T se llevo a cabo considerando los
receptores de quimioquinas, CCR10, CCR6 y CXCR3, dividiendo asi a las células en diferentes
poblaciones de células T efectoras: Thl (CXCR3*), Thl7 (CCR10*CCR6) y Th22
(CCR10*CCR6"). También se llevo a cabo un estudio de marcadores asociados a activacién de
de células NK (NKG2D, NKp46, CD161, KIR2DS1), asi como de marcadores de inhibicion NK
(KIR2DL1, KIR2DL3). Ademas, se han estudiado marcadores asociados a inmunosupresion
gue pudieran estar involucradas en el proceso de progresién y/o transformacion leucémica,
como pueden ser: la presencia de células Treg, MDSCs o la presencia de linfocitos T
(CD4/CD8) con expresion del marcador CD39.

El andlisis en el patron de expresiéon de las diferentes poblaciones celulares inmunitarias en
pacientes con SMD (n=69) y pacientes con LMAs (n=11) con respecto a grupo control (n=40)
en SP, revel6 diferencias significativas en algunas de las poblaciones estudiadas:

Subpoblaciones de linfocitos T

De forma general, anteriormente se observaron diferencias en la composicion
linfocitaria (linfocitos T, B y NK) a nivel periférico (apartado 4.2.1.2. estudio de poblaciones
linfocitarias) con respecto al grupo control, con una alteracion de la ratio T CD4/CD8.
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Sin embargo, no observamos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
proporcion funcional de células T en el SMD, donde el porcentaje de células Treg, Thly Th17
en el grupo de pacientes fue similar con respecto al grupo control, al igual que las diferentes
ratios estudiadas (Th1/Thl7, Treg/Th17, CD8/Treg) (SMD vs. control, P>0.05). En la Tabla
16, se resumen los datos obtenidos.

Control SMD P1 LMAs pPo*
Linfocitos T (%0)
CD3 72,3+1,0 68,7+2,1 0.093 74,447 .4 0.569
CD4 43,0+1,2 35,7+1,5 0.001 36,1+4,9 0.251
CDS8 23,0+1,1 28,4+1,6 0.007 32,645,4 0.083
Linfocitos T CD4 (%)
Thl 24,2412 22,4+1,5 0.447 19,9+2,9 0.345
Th1l7 11,9+1,0 14,1+1,5 0.299 10,2+1,2 0.395
Th22 3,6+0,4 7,0+£1,0 0.004 5,56+1,3 0.143
Treg 6,3+0,4 7,1+0,3 0.190 8,8+1,3 0.058
CD4*CD39* 3,3%£0,5 5,3+0,8 0.273 7,5%1,2 0.010
Linfocitos T CD8 (%)
CD8*CD39* 1,3+0,3 4,8+1,2 0.006 3,3+0,9 0.022
Ratio células T

CD4/CD8 2,2+0,1 1,3+0,09 0.001 1,4+0,2 0.025

CD8/Treg 4,3+0,2 4,7+0,1 0.747 6,4+0,7 0.698

Th1/Thl7 2,5+0,3 2,6+0,5 0.334 2,3+0,6 0.620

Thl/Treg 4,2+0,3 4,3+0,5 0.884 4,7+2,5 0.124

Células NK (%)

CD56Bright 3,0+0,4 8,3+1,6 0.0001 10,9+4,0 0.006
CD56*CD16* 80,9+1,4 73,3%2,9 0.023 70,9+6,5 0.111
CD56*CD16- 3,4+0,3 8,7+2,1 0.043 5,6+2,6 0.781
CD56CD16* 12,3+1,2 8,7+1,2 0.035 12,4429 0.489

Células NK CD56" (%)
NKG2D 79,0+1,5 61,9+3,3 0.0001 55,5+6,1 0.001
NKp46 80,7+2,1 71,02+3,1 0.013 75,8+7,4 0.520
CD161 77,9%2,2 68,2+3,6 0.025 60,4+4,7 0.010
MDSCs (%)
PMN-MDSCs 0,04+0,006 0,13+0,02 0.001 1,3+0,3 0.0001
Mo-MDSCs 6,6+1,0 14,2427 0.483 30,4+3,5 0.003
Células CD34* (%) 0,05+0,005 1,6+0,4 0.009 27,4+3,5 0.0001
PD-L1 (%) ND 30,5+4,6 - 3,1+1,4 -

Tabla 16. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y caracteristicas
inmunogénicas de la célula tumoral (PD-L1) en pacientes con SMD y LMAs, y en muestras control, en
SP. P1, comparacion entre el grupo control y el grupo SMD. P2, comparacion entre el grupo control y el
grupo LMAs. P entre grupos mediante T de Student. *P entre grupos mediante U de Mann Whitney.
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Curiosamente, las unicas diferencias encontradas en relacion al conjunto celular T, fue cuando
se realizo la comparacion en el subconjunto de células Th22. Estas células se definen como una
subpoblacion de células Th1l7 que expresan ademas el marcador CCR10. Destacamos que no
encontramos diferencias en relacién a las células Th17, pero si en la subpoblacion de células
Th17 conocidas como Th22, con una frecuencia mayor en pacientes de SMD con respecto al
grupo control (P=0.011).

Por otro lado, cuando se estudiaron marcadores asociados a supresion de células T en SP, se
observd un aumento en la frecuencia de células T CD4" y células T CD8* con expresion del
marcador CD39 en pacientes con SMD y LMAs, respecto al grupo control. Este aumento fue
significativo en la proporcion de células T CD4* en pacientes con LMAs (P=0.01) y de células
T CD8 CD39* en los grupos SMD (P=0.006) y LMAs (P=0.022).

Subpoblaciones de células NK

Inicialmente, el estudié del microambiente en SP de pacientes con SMD y LMAs
(apartado 4.2.1.2. estudio de poblaciones linfocitarias), revel6 un descenso en el numero
absoluto de células NK, comparados con el grupo control. Ademas, como veremos a
continuacion, se han observado diferencias en la proporcién de las subpoblaciones NKs
(CD569" CD56*CD16*, CD56*CD167, CD56'CD16%) y en la expresion de sus receptores
activadores. En la Tabla 16, se resumen los datos obtenidos.

Basandonos en los diferentes subconjuntos de células NK, el analisis revela un aumento
significativo de células NK CD569" en pacientes con SMD (P=0.0001) y con transformacion
leucémica (P=0.006) comparados con el grupo control. Ademas, en pacientes con SMD, se
observa un aumento de células NK con fenotipo (CD56*CD167) con respecto al grupo control
(P=0.043), junto con una disminucién del subconjunto citotéxico (P=0.023) y del subconjunto
CD56CD16* (P=0.035).

En relacién a los receptores activadores (NKG2D, NKp46 y CD161) expresados en células NK
CD56* (CD56M19" y CD569M), se observd que la frecuencia de los tres receptores activadores
estudiados fue menor en pacientes con SMD con respecto al grupo control (P=0.0001; P=0.013;
P=0.025, respectivamente) en SP. Ademas, el estudio llevado a cabo en pacientes con
transformacion leucémica revel6 una disminucidn significativa con respecto al grupo control en
relacién a la expresion de los receptores NKG2D y CD161 (LMAs vs. control; P=0.001;
P=0.01, respectivamente) (Figura 31).

Por otro lado, se investigd la expresion de receptores KIR sobre células NK CD56* en pacientes
con SMD y LMAs. Los receptores KIR reconocen ligandos HLA-C presentes en la célula
tumoral y por ello, se llevd a cabo la identificacion, mediante citometria de flujo, de la
expresion de receptores KIR activadores, tales como KIR2DS1 y KIR2DS2; como de aquellos
que presentan actividad inhibidora (KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL3). Se destaca que la
expresion de los receptores KIR estudiados presentd una distribucion equivalente entre los
grupos de pacientes, SMD y LMAs, y entre cada uno de éstos y el grupo control, no
observandose diferencias significativas entre ellos (P>0.05).
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Figura 31. Porcentaje de células NK (CD56%) en SP de los grupos SMD y LMAs, y en el grupo control.
Los datos representan media+tEEM del: A) Porcentaje de células NK positivas para el receptor NKG2D.
B) Porcentaje de células NK positivas para el receptor NKp46. C) Porcentaje de células NK positivas
para el receptor CD161.

Subpoblaciones de células mieloides supresoras

Ademas, se llevd a cabo, mediante citometria de flujo, un analisis de diferentes
mecanismos que pudieran estar implicados en el SMD y que podrian generar un estado de
tolerancia periférica. Por ello, se estudiaron las MDSCs, tanto de origen granulocitico como
monocitico, en SP de pacientes diagnosticados de SMD y LMAs.

Tras el andlisis, se observd que la frecuencia de células PMN-MDSC en SP en el SMD y en
pacientes con LMAs fue mayor comparado con el grupo control (SMD vs. Control, LMAS vs.
Control; P=0.001, P=0.0001; respectivamente). En cuanto a las células Mo-MDSCs, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el SMD y el grupo control; pero si
se observo un aumento en el grupo de pacientes con LMAs (LMAs vs. Control; P=0.003). En la
Tabla 16, se resumen los datos obtenidos.

De forma simultanea, se realizd el estudio en el resto de las entidades (LMMC y LMA
de novo) con respecto al grupo control. En términos generales, las diferencias observadas en el
grupo LMMC con respecto al control se asemejan a las observadas en el SMD.

En relacién a las subpoblaciones linfocitarias, se observa una disminucién significativa en el
ndmero absoluto de células NK (LMMC vs. control: 218,5 células x103/ml vs. 364,5 células
x10%/ml, P=0.04) y de linfocitos B (LMMC vs. control: 130,6 células x10%/ml vs. 174,6 células
x10-%/ml, P=0.009), aunque en estos casos, el descenso es mas moderado. Ademas, observamos
también una disminucién en el nimero absoluto de linfocitos T CD4* (LMMC vs. control: 814,0
células x103%/ml vs. 996,5 células x10*/ml, P=0.081) pero, sin embargo, no llega a ser
significativa, por lo que la ratio CD4/CD8 no se invierte de forma tan marcada con respecto al
grupo control como ocurria en el SMD.

Destacamos que volvemos a encontrar diferencias en los subconjuntos de células NK, con un
aumento de los fenotipos (CD56""9" y CD56*CD167; P=0.021; P=0.001, respectivamente) con
respecto al control; y una disminucion en los tres receptores activadores de células NK
(NKG2D, NKp46 y CD161) (P=0.031; P=0.029; P=0.044, respectivamente).
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Por otro lado, también se asemeja con el SMD en el aumento de PMN-MDSCs y Mo-MDSCs
(P=0.022; P=0.006) con respecto a sujetos sanos. Este componente mieloide supresor se
mantiene elevado en el grupo LMA de novo, donde de igual forma, encontramos un aumento en
la frecuencia de dichos grupos celulares (PMN-MDSCs y Mo-MDSCs) con respecto al grupo
control (P=0.001; P=0.001).

4.2.3. Diferencias en la composicion de poblaciones leucocitarias en muestras de
médula 6sea y sangre periférica

En este apartado, se quiso investigar si existian diferencias en la distribucion de las
diferentes poblaciones y subpoblaciones leucocitarias entre muestras de MO y SP, en pacientes
diagnosticados con SMD (MO=61; SP= 69) y aquellos con transformacién leucémica (MO=12;
SP= 11). Dicho estudio incluye también el analisis de 6 muestras pareadas de MO y SP de
pacientes con SMD. En las Tabla 17 se resumen los datos obtenidos.

Con respecto a la composicion del microambiente en pacientes diagnosticados de SMD, se
observa que el componente mieloide en SP esta constituido fundamentalmente por neutréfilos
(51%), monocitos (10%) y otras células mayoritariamente maduras. EI componente linfocitario
en SP representa el 32%, mientras que en MO representa el 17%. Por otro lado, en MO
encontramos alrededor del 70% de componente mieloide y otras células de caracter inmaduro
(precursores hematopoyéticos).

Lo maés relevante de este estudio fue poner de manifiesto que no existen diferencias en
el patron de expresion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias T entre muestras de MO y
SP en pacientes con SMD. En la Tabla 17, se resumen los datos obtenidos.

Atendiendo a la distribucién porcentual del conjunto linfocitario, observamos que la
composicién de linfocitos T en MO como en SP est4 formada de forma mayoritaria por células
T CD3*, con un predominio de linfocitos T CD8* sobre linfocitos T CD4*, y una inversién de la
ratio CD4/CD8. Ademas, esta inversién se mantiene cuando estudiamos el microambiente
medular y periférico en el grupo de pacientes autélogos, o lo que es lo mismo, no encontramos
diferencias entre el componente medular y periférico cuando se observan variaciones en el
cociente CD4/CD8. Por otro lado, destacamos que, dado que existe una estrecha correlacion
entre los valores porcentuales observados en MO y SP en el grupo de muestras pareadas,
podemos extrapolar que, la linfopenia T CD4* observada en SP es un reflejo de lo que ocurre en
el compartimento medular.

De igual forma, en relacion a la composicion funcional de linfocitos T (Th1, Th17, Th22, Treg)
y a las ratios estudiadas (Th1/Treg, Th1/Thl7, CD8/Treg), no se observan diferencias entre
ambos compartimentos; por lo que la composicién funcional de los linfocitos T es similar en
MO y SP (P>0.05). Ademas, se observa tanto en muestras de MO como SP, que la frecuencia de
células Thl es superior a la frecuencia de células Th17 y a su vez de células Th22. Esta
composicién funcional y relacién linfocitaria se vuelve a mantener en el grupo de muestras
autologas.
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Sin embargo, como se puede observar en la Tabla 17, si observamos un aumento en la
frecuencia de marcadores asociados a supresion de células T en el microambiente medular con
respecto a SP, como es el aumento significativo de linfocitos T CD4* y CD8" con expresion del
marcador CD39 (P=0.001 y P=0.0001).

Media (%) P

Médula Osea  Sangre Periférica

Linfocitos T
CD3 69,5%2,2 68,7+2,1 0.896
CD4 32,0+1,5 35,7+1,5 0.104
CD8 32,6+1,8 28,4+1,6 0.091
Linfocitos T CD4
Thi 23,7+1,7 22,4+1,5 0.601
Th17 13,4415 14,1+1,4 0.774
Th22 6,7+1,5 7,0+£1,0 0.234
Treg 7,9+0,6 7,1+0,4 0.292
CD4*CD39* 10,4+1,6 5,3+0,8 0.001
Linfocitos T CD8
CD8*CD39* 10,1+1,6 4,8+1,2 0.0001
Ratio Linfocitos T
CD4/CD8 1,24+0,08 1,3+0,09 0.250
CD8/Treg 6,4+0,3 4,7+0,1 0.896
Th1/Th17 2,5+0,3 2,610,5 0.524
Thl/Treg 4,4+0,7 4,3+0,5 0.903
Células NK 14,1+1,3 17,1+1,7 0.157
Células NK
CD56Bright 12,0+2,1 8,3+1,6 0.036
CD56*CD16* 64,0+4,7 73,3+2,9 0.084
CD56*CD16- 13,3+4,2 8,7+2,1 0.141
CD56CD16* 10,6+2,0 8,7+1,2 0.370
Células NK CD56*
NKG2D 76,6%3,2 61,9£3,3 0.004
NKp46 72,5+3,4 71,0£3,1 0.766
CD161 76,843,0 68,1+3,6 0.104

Tabla 17. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en pacientes con
SMD en muestras de MO y SP. P, comparacion del microambiente entre muestras de MO y SP. P entre
grupos mediante T de Student.

Otro dato relevante y a destacar del estudio es que, a diferencia de lo observado en el conjunto
celular T, si hemos encontrado diferencias en relacion al componente NK. Encontramos que las
proporciones de células NK con fenotipo CD5659" varian en MO con respecto a SP, donde se
observa un aumento de este fenotipo no citotdxico en el compartimento medular. Ademas, se
observa una mayor presencia del marcador de activacion NKG2D en MO con respecto a SP
(P=0.004) (Tabla 17).
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Por lo tanto, nuestros datos revelan que la composicién celular del paquete linfocitario en MO
en el SMD, es un fiel reflejo de lo que existe en SP; a excepcion de las células NK y de algunos
marcadores de activacion de éstas.

Paralelamente, el estudio se realiz6 para el resto de entidades clinicas. El analisis llevado a cabo
en pacientes con LMAs revel6 que no existen diferencias a nivel del microambiente tumoral
entre muestras de MO y SP para las subpoblaciones linfocitarias (linfocitos T y NKs) y la
composicién funcional de células T; salvo para la expresion del receptor activador NKG2D en
células NK, donde igualmente, encontramos una mayor expresion de éste en el microambiente
medular (P=0.028).

En relacién a la LMMC, no se observaron diferencias en las diferentes subpoblaciones de
células T y células NK estudiadas. De igual forma ocurre en la LMA de novo, salvo para las
células NK, donde se observa una mayor proporcién con fenotipo inmaduro CD565"9" en el
microambiente medular (P=0.033).

4.2.4. Distribucion de las poblaciones leucocitarias en las distintas entidades
clinicas OMS 2017

En este estudio pretendiamos evaluar si existian diferencias significativas entre las
cuatro entidades clinicas definidas por la OMS e incluidas en el estudio (SMD, LMAs, LMMC
y LMA de novo) en cuanto a la composicion de las diferentes poblaciones inmunitarias. El
estudio se llevo a cabo de forma independiente en muestras de MO y SP.

En MO, las diferencias observadas entre las cuatro entidades clinicas se concentran en
las diferentes poblaciones leucocitarias: porcentaje de blastos medular, porcentaje de monaocitos,
promonocitos y serie mieloide madura.

Por el contrario, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el conjunto
celular relacionado con la respuesta inmunitaria. A continuacién, se detallan los resultados mas
relevantes del estudio:

Cuando se estudio el conjunto celular T, se observd una misma composicion en cuanto a la
frecuencia (%) de poblaciones linfocitarias (CD3, CD4, CD8) entre los cuatro grupos. En
relacion al componente funcional de linfocitos T (Thl, Th1l7, Th22, Treg) no existieron
diferencias significativas entre los distintos grupos clinicos, y tanto las ratios (Th1/Thl7 y
Th1/Treg) son similares entre los grupos. Estos resultados descritos para el compartimento
medular se reproducen en SP, donde la composicion porcentual del paquete linfocitario T no
difiere entre el SMD vy el resto de entidades clinicas (P>0.05).

En cuanto a las poblaciones de células NK entre las cuatro entidades clinicas, se llevo a cabo
también como en andlisis anteriores, el estudio de las subpoblaciones celulares NK y de la
frecuencia de expresion de sus receptores activadores/inhibidores. Nuestros resultados indican
atendiendo a las distintas subpoblaciones de células NK, que el microambiente medular es
similar y no difiere entre las cuatro entidades (P>0.05). Estos resultados descritos para el
compartimento medular se reproducen, de igual forma, en SP.
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Por otro lado, se conoce que diversas poblaciones celulares presentes en el
microambiente tumoral contribuyen a crear un estado de inmunosupresién, alterando la
efectividad de la respuesta inmunitaria. Por esta razon, se estudié también el conjunto de células
mieloides supresoras presentes en SP en las cuatro entidades clinicas. En este caso, al contrario
que para las poblaciones de células T y NK, si hemos encontrado diferencias significativas
relevantes cuando analizamos el componente mieloide supresor.

En la Tabla 18 se muestra la frecuencia media (%) de ambos tipos celulares (PMN-MDSC y
Mo-MDSC) en SP para cada uno de los cuatro grupos. Destacamos que, la frecuencia media de
MDSCs es superior en el grupo LMAS que en el resto de entidades.

(%) P
SMD LMAs LMMC  LMA de novo
% PMN-MDSCs  0,13+0,02 1,29+0,37 0,23+0,13 0,27+0,09 0.0001
% Mo-MDSCs  14,25+2,7 30,35+9,8 4,718 20,50+7,5 0.002

Tabla 18. Porcentajes (mediaxtEEM) de células MDSC (PMN-MDSC) y monocitico (Mo-MDSC) en SP
en los grupos: SMD, LMAs, LMMC y LMA de novo. P, comparacion entre las cuatro entidades clinicas
mediante el test no paramétrico Krustal-Wallis.

El andlisis de comparaciones mdltiples (test no paramétrico Krustal-Wallis), reveld diferencias
significativas en la frecuencia de MDSCs entre los cuatro grupos, con una P valor general,
recogida en la Tabla 18, para las células PMN-MDSC (P=0.0001) y para las células Mo-MDSC
(P=0.002). Llama la atencién que, cuando se llevaron a cabo las comparaciones dos a dos (test
no paramétrico Mann-Whitney), las diferencias encontradas principalmente se centraron en el
grupo LMAs con respecto al resto de entidades:

En relacién a las células PMN-MDSC se observaron diferencias en los rangos promedio
entre los grupos SMD vs. LMAs (P=0.0001), LMMC vs. LMAs (P=0.022) y LMAs vs. LMA de
novo (P=0.03), con rangos promedio superiores en el grupo LMAs. En relacién a las células
Mo-MDSC, las diferencias observadas se concentran principalmente entre los grupos LMAS vs.
SMD (P=0.013) y LMAs vs. LMMC (P=0.001), y de igual forma, con un aumento en el grupo
de pacientes con LMAs.

Inicialmente, los resultados obtenidos sugieren un componente mieloide supresor mas evidente
en las etapas tardias que en los estadios méas iniciales de la enfermedad. Como veremos
posteriormente, estos resultados se correlacionan con la blastosis en SP y con diferentes indices
pronosticos.
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4.2.5. Impacto del microambiente tumoral en pacientes con SMD sobre la
progresion de la enfermedad

A continuacion, se quiso investigar si la progresion de la enfermedad transcurre con
cambios fenotipicos relevantes en las diferentes poblaciones inmunitarias. Para ello, se llevo a
cabo un estudio de pacientes diagnosticados con SMD en diferentes fases de la progresion de la
enfermedad.

En base a esto, los pacientes fueron divididos en tres grupos en relacion al porcentaje de blastos
medulares, segun los criterios de la clasificacion OMS 2017: SMD en fase temprana (<5%
blastos MO), pacientes SMD en fase avanzada (5-19% blastos MO; SMD EB-1, SMD EB-2) y
finalmente, pacientes que debutan con LMASs (>20 % blastos MO).

En un principio, los andlisis estadisticos llevados a cabo en muestras de MO no
revelaron diferencias significativas en las diferentes poblaciones celulares entre los grupos SMD
vs. LMAs (P>0.05). Estos resultados se mantuvieron cuando los pacientes fueron agrupados de
acuerdo con la clasificacion anteriormente establecida (fase temprana SMD, fase tardia SMD vy
LMAs). En base a esto, destacamos que no se observaron diferencias significativas a nivel
medular en la composicion del microambiente tumoral en base a las distintas poblaciones
inmunitarias (linfocitos T y células NK) en MO (P>0.05).

Los resultados mas relevantes del estudio se obtuvieron en SP. El andlisis llevado a cabo
en muestras de SP reveld diferencias en el conjunto mieloide supresor, con afectacion de las
poblaciones mieloides granulociticas y monociticas; y de las células NK.

Inicialmente, los andlisis en SP entre los grupos SMD vs. LMAs mostraron diferencias en la
frecuencia de células PMN-MDSC (P=0.0001) y Mo-MDSC (P=0.013). Estos resultados se
confirmaron cuando dividimos a los pacientes segun la clasificacion aqui establecida (fase
temprana SMD, fase tardia SMD y LMAS). De forma general, estas diferencias se observaron
entre la fase temprana y fases avanzadas de la enfermedad.

La Tabla 19 refleja los valores medios del porcentaje de blastos, células MDSC y la frecuencia
de expresion del receptor NKG2D sobre células NK, obtenidos en los diferentes estadios de la
enfermedad, en muestras de SP. De igual forma, la Tabla 19 muestra los niveles de
significacion Pi1, P, y Ps, obtenidos al llevar a cabo las comparaciones dos a dos (test no
paramétrico Mann-Whitney) para dichas variables de forma independiente entre los tres estados
de progresion en el SMD establecidos (fase temprana SMD, fase avanzada SMD y LMAYS).

Como se puede observar, el porcentaje de blastos en SP y la frecuencia de células (PMN-
MDSCs y Mo-MDSCs) aumentan conforme progresa el SMD; alcanzando valores medios
superiores en la LMAs en comparacion con estados precoces de la enfermedad.
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Fase Fase LMAs P P, P3
Temprana Avanzada
SMD SMD
% Células CD34* 0,35+0,1 5,5+1,3 27,37+3,5 0.0001  0.0001 0.0001
% PMN-MDSCs 0,1+0,01 0,3+0,07 1,3+0,9 0.011 0.0001 0.037
% Mo-MDSCs 8,4+2,1 33,2+0,4 30,4+9,8 0.002 0.001 0.702
% NKs NKG2D* 68,7+3,4 43,8+7,0 55,5+6,1 0.007 0.063 0.165

Tabla 19. Porcentajes (mediatEEM) de células CD34*, MDSCs y NKs NKG2D* en muestras de SP, en
la fase temprana SMD, fase avanzada SMD y LMAs. Py, significacion estadistica entre los grupos (Fase
temprana vs. Fase avanzada); P, significacion estadistica entre los grupos (Fase temprana vs. LMAS); Ps,
significacion estadistica entre los grupos (Fase avanzada vs. LMAS). P entre grupos mediante U de Mann
Whitney.

Adicionalmente, se observo una correlacion positiva entre la frecuencia de células Mo-MDSC y
el porcentaje de blastos en SP (Spearman R=0.564, p =0.00001).

Sin embargo, en relacion a las células NK, cabe destacar que los resultados obtenidos en cuanto
al receptor activador NKG2D son opuestos al conjunto supresor, presentando valores medios
inferiores en fases avanzadas de la enfermedad, como se puede observar en la tabla anterior
(Tabla 19). Esta disminucién es significativa cuando se compara la fase inicial SMD vs. fase
tardia SMD (P=0.007). Ademas, encontramos una correlacion inversa entre la frecuencia de
receptor NKG2D vy el porcentaje de blastos en SP (Spearman R=-0.323, P=0.042).
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Figura 32. Graficos en los que se representan las frecuencias de diferentes poblaciones celulares en
SP, en funcidn de la progresion de la enfermedad (fase temprana SMD, fase avanzada SMD y LMAs).
Frecuencia (%) (MediatEEM) de células PMN-MDSC (A), Mo-MDSCs (B), y receptores NKG2D en
células NK CD56* (C). Comparacién entre grupos mediante el test no paramétrico U Mann-Whitney.

Por otro lado, el andlisis llevado a cabo en el (Apartado 4.2.1.2. estudio de poblaciones
linfocitarias) mostré que los valores absolutos de células NK (células x10%/ml) en SP en los
grupos SMD y LMAs considerados por separado, fueron significativamente inferiores a la de
los individuos control. Sin embargo, aunque los valores absolutos en el grupo LMAs fueron
ligeramente inferiores a los observados en el SMD, no se observaron diferencias significativas
con respecto a la progresion leucémica (P>0.05).
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Concluimos que, de forma general, la progresion y transformacion leucémica se acompafia de
cambios sustanciales en el conjunto mieloide supresor y en las células NK, sin afectar a la
poblacion linfocitaria T.

4.2.6. Estudio de las poblaciones leucocitarias en relacion a marcadores
pronosticos (IPSS e IPSS-R), y riesgo citogenético

Otro de los objetivos presentes en el estudio consistié en analizar si existian diferencias
en la composicién de las subpoblaciones leucocitarias presentes en el microambiente tumoral de
pacientes diagnosticados con SMD en base a los sistemas de clasificacion prondstica, IPSS e
IPSS-R. Es decir, se quiso estudiar si los pacientes que presentaban un mayor riesgo de
progresion leucémica presentaban diferencias en cuanto a la composicién inmunitaria.

El estudio se realizé en el grupo de pacientes con SMD (n=130) a los que inicialmente se les
llevé a cabo el estudio del microambiente tumoral, en muestras de MO y SP. En relacion a los
grupos IPSS/IPSS-R, los pacientes se agruparon en dos grupos (Alto Riesgo vs. Bajo Riesgo),
basandonos en un amplio abanico de estudios previos, tal y como se detalla a continuacion:

Segun el score IPSS, los pacientes fueron divididos en dos grupos en funcion de las diferentes
categorias de riesgo: Alto Riesgo IPSS: AR (Alto Riesgo) + INT-2 (Intermedio-2) vs. Bajo
Riesgo IPSS: INT-1 (Intermedio-1) + BR (Bajo Riesgo) + MBR (Muy Bajo Riesgo).

De igual forma, de acuerdo con la categoria de riesgo IPSS-R, los pacientes fueron divididos en
dos grupos de acuerdo al riesgo de progresion: Alto Riesgo IPSS-R: MAR (Muy Alto Riesgo) +
AR (Alto Riesgo) +INT (Intermedio) vs. Bajo Riesgo IPSS-R: BR (Bajo Riego) + MBR (Muy
Bajo Riesgo).

4.2.6.1. Score IPSS

Para llevar a cabo el analisis segun la clasificacién anterior establecida, los pacientes se
agruparon en: Alto Riesgo IPSS (29 pacientes, 23,4%) vs. Bajo Riesgo IPSS (95 pacientes,
76,6%).

Los analisis llevados a cabo en MO revelaron que los pacientes con Alto Riesgo de progresién
presentaban una disminucioén en la frecuencia de células Treg (P=0.037). Sin embargo, los datos
mas relevantes los encontramos en SP.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos. Como se observa en la Tabla 20, el grupo
de Alto Riesgo IPSS presenta una mayor blastosis en comparacion con el de Bajo Riesgo IPSS.
Del analisis de las poblaciones celulares debe destacarse lo siguiente:

Los pacientes de Bajo Riesgo de progresion segin score IPSS presentan un aumento en la
frecuencia de células Th1l (P=0.041) y un aumento en la frecuencia de marcadores de activacion
(NKG2D) de celulas NK (P=0.009), en comparacion con los de riesgo elevado. Ademas, en los
pacientes de SMD con Alto Riesgo IPSS, se vuelve a confirmar la menor frecuencia de células
Treg (P=0.022) en SP.
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Sin embargo, como se observa en la Tabla 20, encontramos con una mayor significacion, un
aumento en la proporcion de células supresoras de componente mieloide, PMN-MDSCs
(P=0.002) y Mo-MDSCs (P=0.001), que podrian contribuir a explicar el Alto Riesgo de
progresion en estos pacientes.

Por otra parte, cabe destacar que no se observaron diferencias significativas entre los diferentes
grupos prondsticos para las células Thl7 ni Th22 (P>0.05). Tampoco se observaron diferencias
significativas para las diferentes subpoblaciones de células NK, ni para el resto de sus
receptores activadores e inhibidores (P>0.05).

Media (%) P
Alto Riesgo IPSS  Bajo Riesgo IPSS

Células CD34* 5714 0,3+0,1 0.0001
Mo-MDSCs 36,0+8,5 8,4+2,0 0.001
PMN-MDSCs 0,3+0,07 0,07+0,01 0.002
Treg 5,5+0,7 7,6£0,4 0.022

Thl 17,819 23,215 0.041

NKs NKG2D* 44,3172 68,7+3,5 0.009

Tabla 20. Porcentajes (mediatEEM) de células CD34*, MDSCs, Treg y Thl; y NKs NKG2D* en SP, de
pacientes con SMD de Alto Riesgo y Bajo Riesgo de progresion segin score IPSS. P, significacién
estadistica entre el grupo Alto Riesgo y Bajo Riesgo. P entre grupos mediante U de Mann Whitney.

4.2.6.2. Score IPSS-R

De igual forma, para el estudio segun IPSS-R, los pacientes se agruparon de acuerdo a la
clasificacion anterior establecida: Alto Riesgo IPSS-R (42 pacientes, 34,4%) vs. Bajo Riesgo
IPSS-R (80 pacientes, 65,6%).

Al igual que para el score IPSS, se obtuvo en MO un descenso de la frecuencia de células Treg
(P=0.024) en pacientes de Alto Riesgo; y, ademas, una ratio T CD4/CD8 mayor (P=0.039) en
comparacion con los de Bajo Riesgo. De igual forma, volvemos a no obtener diferencias
significativas entre los grupos IPSS-R para el resto de las poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias estudiadas (P>0.05).

Resaltar que, en los analisis llevados a cabo en SP, el componente mieloide supresor sigue
presente en pacientes con elevado riesgo de transformacidn, incluso al introducir pardmetros
citogenéticos. Tal y como podemos observar en la Tabla 21, existe un predominio importante de
células mieloides de origen granulocitico (P=0.015) y monocitico (P=0.004) en el SMD de alto
riesgo IPSS-R, en comparacion con el grupo de Bajo Riesgo. Ademas, resaltamos que al igual
que ocurre en MO, se observa una ratio T CD4/CD8 mayor en pacientes de Alto Riesgo
(P=0.019), por lo que podemos observar que la linfopenia T CD4* es mas marcada en este
Gltimo grupo de pacientes.
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Media (%) P
Alto Riesgo IPSS-R Bajo Riesgo IPSS-R
Células CD34* 2,840,7 0,30,2 0.0001
Mo-MDSCs 25,845,3 6,2+1,6 0.004
PMN-MDSCs 0,2+0,04 0,06+0,01 0.015
Ratio CD4/CD8 1,6+0,1 1,3+0,1 0.019

Tabla 21. Porcentajes (mediatEEM) de células CD34* y MDSCs en muestras de SP, de pacientes con
SMD de Alto y Bajo Riesgo de progresion segin score IPSS-R. P, significacion estadistica entre el
grupo Alto Riesgo y Bajo Riesgo IPSS-R. P entre grupos mediante U de Mann Whitney.

4.2.6.3. Riesgo Citogenético

En esta linea, se quiso también investigar si existia una posible relacion entre la
presencia de diversas alteraciones cariotipicas en el clon tumoral y determinadas poblaciones
inmunitarias presentes en el microambiente. Para llevar a cabo el estudio, los pacientes con
SMD se agruparon segun los diferentes grupos de riesgo citogenéticos establecidos por el grupo
de Schanz.

En base a esto, los estudios del microambiente medular y periférico se llevaron a cabo en un
total de 111 pacientes diagnosticados de SMD, y agrupados segun la anterior clasificacion:
Riesgo Muy Pobre (10 pacientes, 9%), Riesgo Intermedio (30 pacientes, 27%) y Riesgo Bueno
(71 pacientes, 64%). En algunos casos, los pacientes no se pudieron incluir en ningin grupo
debido a la no disponibilidad de los datos o a la falta de crecimiento celular en cultivo (ausencia
de metafases disponibles).

El estudio llevado a cabo en MO revela un aumento de blastos en el grupo de pacientes
gue presentan un mayor riesgo citogenético (Muy Pobre vs. Bueno, P=0.034). Los resultados
vuelven a revelar en MO una menor frecuencia de células Treg (P=0.021) en pacientes que
presentan cariotipos adversos, en comparacion con el grupo de pacientes que presentan
cariotipos de mejor pronostico (Muy Pobre vs. Intermedio, P=0.021; Muy Pobre vs. Bueno,
P=0.013).

La disminucién en la frecuencia de células Treg en pacientes con pronostico desfavorable se
mantiene con los tres sistemas de clasificacion estudiados: IPPS, IPSS-R y en funcion del riesgo
citogenético. Por los que podemos concluir que, en base a los resultados obtenidos, las células
Treg no son un pardmetro relacionado con la progresién en el SMD.

De igual forma, los resultados mas relevantes los volvemos a encontrar en SP. En la
Tabla 22, se reflejan los valores medios del porcentaje de blastos, células Mo-MDSC y
frecuencia de los receptores NKG2D e KIR2DL1 expresados por células NK, en los grupos de
pacientes divididos en base a la complejidad del cariotipo y, por consiguiente, riesgo de
progresion.
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En base a que el control inmunitario a nivel periférico es ejercido principalmente por las células
NK, cabe resaltar, como se puede observar en la Tabla 22, que existe una disminucién en la
frecuencia del receptor activador de células NK, NKG2D en SP, junto con un aumento en la
frecuencia del receptor inhibidor KIR2DL1, en el grupo de pacientes que presentan cariotipos
complejos (Muy Pobre). Adicionalmente, se observa una mayor frecuencia de células blésticas
en SP en el grupo que presentan cariotipos adversos.

Muy Pobre Intermedio Bueno P: P, Ps
% células CD34* 6,6+2,7 4,6+£2,1 0,4+0,1 0.041 0.0001 0.0001
% Mo-MDSCs 32,9+17,5 22,146,7 13,9+2,0 0.497 0.069 0.05
% NKs NKG2D* 35,8+12,9 58,946,1 67,3+3,4 0.090 0.025 0.172
% NKs KIR2DL1* 21,8+6,8 7,6£3,3 13,8+£3,5 0.043 0.095 0.080

Tabla 22. Porcentajes (mediaztEEM) de células CD34*, Mo-MDSCs y NKs NKG2D* y KIR2DL1", en
muestras de SP en base al riesgo citogenético. P1, significacion estadistica entre los grupos (Muy Pobre
vs. Intermedio); P2, significacién estadistica entre los grupos (Muy Pobre vs. Bueno); Ps, significacion
estadistica entre los grupos (Intermedio vs. Bueno). P entre grupos mediante U de Mann Whitney.

Resaltamos, como se refleja en la Tabla 22, la presencia del componente mieloide supresor.
Este componente se repite con los tres indices de clasificacion pronostica estudiados, donde
encontramos un aumento en el grupo de pacientes con pronostico desfavorable. Por lo que, a la
vista de estos resultados, podemos concluir que las células MDSC constituyen a nivel periférico,
un parametro indicativo de progresion en pacientes con SMD.

4.2.7. Estudio de las poblaciones leucocitarias en SMD Hipoplasicos e
Hiperplasicos

Otra forma posible de abordar el estudio consistio en analizar la composicidn linfocitaria
en los diferentes tipos de SMD, segun la celularidad presente en MO. Se sabe que la frecuencia
de SMD Normo/Hipercelulares en la poblacién es muy elevada, en torno al 70%; sin embargo,
los SMD-h se encuentran en una forma minoritaria. Atendiendo a esto, el nimero total de casos
Hipopléasicos en nuestro grupo de estudio fue muy limitado (n=8), en contraposicién al nimero
de casos observado en el grupo SMD Hiperplasico (n=158).

A priori, con la limitacién de un tamafio muestral pequefio, los andlisis estadisticos no revelaron
diferencias significativas en relacion con las diferentes poblaciones inmunitarias del entorno
tumoral (MO y SP) entre los dos grupos de estudio (SMD-NH vs. SMD-h; P>0.05).
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Estos resultados iniciales sugieren que la composicion (%) leucocitaria y linfocitaria del
microambiente medular y/o periférico no varia entre el grupo de pacientes que presenta una MO
Normo-Hipercelular frente al grupo con MO Hipocelular, aunque dicha celularidad se encuentre
disminuida en nimero absoluto en éste ultimo.

4.3. ESTUDIO DEL PERFIL MUTACIONAL

La adquisicion de alteraciones genéticas por la célula tumoral le confiere una ventaja
proliferativa sobre el resto de la celularidad normal medular, contribuyendo asi a la expansion
clonal y a la progresion neoplésica. En base a esto, se quiso analizar el perfil mutacional de los
pacientes incluidos en nuestro estudio. Para ello, el estudio de mutaciones somaticas se llevo a
cabo mediante técnicas de NGS, en muestras de MO y/o SP, en un total de 125 pacientes. Estos
fueron clasificados en diferentes grupos segun la clasificacion OMS 2017: 83 pacientes
diagnosticados con SMD (50 varones, 33 mujeres; media de edad 72 afios) y 14 pacientes
diagnosticados con LMAs (10 varones, 4 mujeres; media de edad 72 afios). Adicionalmente,
dicho estudio genético se llevd también a cabo en otras neoplasias mieloides, tales como:
LMMC (n=13) y LMA de novo (n=15).

4.3.1. Mutaciones somaticas en pacientes con SMD

Dentro del grupo de pacientes con SMD y LMAs (n=97), se identificaron mutaciones somaticas
en 76 pacientes estudiados (78,4%), que afectaban a 30 genes diferentes. Por el contrario, no se
detectaron mutaciones en los genes estudiados en 21 de los 97 pacientes (21,6%) incluidos en el
estudio. La siguiente tabla (Tabla 23) recoge el nimero total de mutaciones acumuladas y la
media de las VAFs detectadas en cada gen en el total de pacientes con mutaciones somaticas.
En general, la carga alélica promedio del total de mutaciones identificadas en cada gen era
elevada, sugiriendo una alta representacion de estas mutaciones en las muestras analizadas.
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GEN

TET2
SF3B1
ASXL1

DNMT3A
RUNX1

TPS53

EZH2
U2AF1
ZRSR2

CuUX1
SRSF2
BCOR

IDH2

CBL
ETV6
PTPN11
NRAS
SETBP1

FLT3

JAK?2

KRAS

KDM6A

ATRX

KIT

IDH1
STAG2

WT1
BRAF

ABL1

MPL

N° MUTACIONES
TOTALES

189
29
21
15
14
14
13
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RESULTADOS

FRECUENCIA ALELICA (VAF)

(% promedio) Rango
40 12-84.2
32 9.6-49.1
28 16.8-48.9
30 7-47
42 9.2-63.9
44 7.2-88.7
58 11.4-93.6
28 3.1-40.4
69 21.4-95
42 36-51.1
30 8.7-53.2
29 14.2-49.9
43 30.7-46.4
7 5.5-13.4
29 10.2-52.6
22 7.1-41.2
19 4.3-42
28 9.1-32
20 8.3-31.4
18 6-30.4
26 12.7-38.8
50
49
7
43
90
50
8
10
43

Tabla 23. Carga tumoral por gen mutado (promedio, y rango) en el grupo de pacientes con SMD y

LMAs.
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No resultd infrecuente encontrar mas de una variante somatica en el mismo gen en varios
pacientes, sobre todo en genes de gran tamafio como TET2. De los 23 casos con mutaciones en
TET2, 6 de ellos (20%) presentaban dos mutaciones afectando a su secuencia.

A continuacion, se determiné la frecuencia de mutaciones somaticas en el grupo de pacientes
estudiados (SMD y LMAs). Como se puede observar en la siguiente figura (Figura 33), el gen
gue aparece mutado con mayor frecuencia es TET2, con un porcentaje del 25% sobre el total de
casos estudiados. Seguidamente, otros genes mutados con alta frecuencia en nuestro grupo de
estudio fueron SF3B1 (23%), ASXL1 (16%), RUNX1 (15%) y TP53 (14%).
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Figura 33. Frecuencia de mutacion de los genes analizados en el grupo de pacientes con SMD y LMAs
en funcidn de la via celular en la que participan.

Por otro lado, se agruparon los genes estudiados segln la via celular en la que participan.
Encontramos que, del total de genes que aparecen mutados, los que aparecen con mayor
frecuencia estan involucrados en la regulacion epigenética del ADN (43 %), seguido de genes
que participan en el procesamiento del ARNm (22%), de secuencias génicas que codifican
factores de transcripcion (16%) y relacionados con la sefializacion celular (13%). Destacar que
las mutaciones en TP53 también aparecen muy representadas en el grupo de estudio (7%). Por
el contrario, observamos una menor frecuencia de mutaciones que afectan a genes genes que
codifican cohesinas (1%).

4.3.2. Estudio del perfil mutacional en relacion con la progresion de la enfermedad

Asi mismo, dentro del grupo de pacientes con SMD y LMAs, se llevo a cabo un estudio
del perfil mutacional en base a los diferentes estados de progresion de la enfermedad.
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Para ello, los pacientes fueron divididos segln la clasificacion OMS 2017; tal y como se indica
a continuacién: 55 pacientes en fases iniciales SMD (<5% blastos MO) (11 SMD del(5q), 44
SMD-DM); 28 pacientes en fase avanzada SMD (18 SMD EB-1, 10 SMD EB-2) y finalmente,
14 pacientes con LMA:s.

En primer lugar, se observé que el 78,4% del grupo de pacientes con SMD y LMAs presentaban
mutaciones somaticas en los genes estudiados. Segun los diferentes estadios de progresion de la
enfermedad, el 72,7% de los pacientes (40 de 55) en la fase inicial SMD presentaban
mutaciones, mientras que, en la fase avanzada, el 82,2% de los pacientes (23 de 28 pacientes) y
en el grupo LMASs, el 92,8% (13 de 14), fueron los que presentaron mutaciones somaticas.

El nimero medio de mutaciones totales (score mutacional) en el grupo SMD fue de 1,7
mutaciones somaticas detectadas. El score mutacional medio fue similar entre los grupos SMD
en fase temprana y fase avanzada de la enfermedad (1,6 mutaciones SMD fase inicial; 1,8
mutaciones SMD fase tardia; P>0.05). Sin embargo, si se observaron diferencias significativas
en el nimero medio de mutaciones totales cuando comparamos los grupos SMD con respecto al
grupo LMAs, con una media de 4,5 mutaciones en este ultimo (SMD fase inicial vs. LMAs,
P=0.0001; SMD fase tardia vs. LMAs, P=0.001).

De acuerdo con esto, observamos que el 72,2% de los pacientes en la fase temprana y el 75% de
los pacientes en la fase tardia SMD presentaban <2 mutaciones totales, en comparacion con el
grupo LMAs (14,3% de los pacientes) (P=0.0007; P=0.0002, respectivamente). Por el contrario,
en la LMAs, el 85,7% presentaron un score mutacional (>3 mutaciones totales) en comparacion
con el 27,8% de los pacientes en la fase temprana SMD (P=0.0007) y el 25% de los pacientes en
la fase tardia SMD (P=0.0002).

Ademas, las VAFs observadas en las fases temprana y tardia de la enfermedad, fueron menores
al 30% en el 45,9% y 21,1% de los casos, respectivamente; en comparacion con el grupo LMAs,
7,7% de los casos (Fase temprana SMD vs. LMAs; P=0.018). Resaltamos que, en este ultimo
grupo (LMASs), las VAFs detectadas fueron mayores al 30% en el 92,3% de los casos.

Centrandonos en el perfil mutacional dentro de los grupos de progresion, observamos que, en
las fases iniciales, un elevado porcentaje de los pacientes SMD presentaron mutaciones en genes
de no-alto riesgo molecular (N-HMR) (24 de 40; 60%), relacionados principalmente con los
procesos de metilacion del ADN (TET2, DNMT3A) vy splicing del ARN (SF3B1, ZRSR2,
U2AF1, SRSF2), en comparacion con la fase avanzada de la enfermedad, donde el 26,1% de los
pacientes (6 de los 23) presentaron unicamente mutaciones en genes N-HMR, P=0.019).

Ademaés, observamos que una elevada proporcion de pacientes en la fase tardia SMD,
presentaban mutaciones en genes HMR (TP53, ETV6, ASXL1, RUNX1, EZH2) (17 de 23;
73,9%) en comparacién con el grupo de pacientes en la fase temprana (16 de 40; 40%)
(P=0.019). Destacamos que, 12 de los 17 pacientes en la fase avanzada, presentaban mutaciones
en TP53, y a su vez, 9 de estos 12 pacientes mostraban TP53 como mutacion aislada. Ademas,
las VAFs detectadas en genes HMR de pacientes en fases tardias de la enfermedad, fueron
mayores del 40% en 13 de los 17 pacientes (76,5%); mientras que en la fase temprana SMD, las
VAFs detectadas fueron menores al 40% en 13 de los 18 pacientes (72,2%).
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El grupo LMAs se caracterizé por presentar una alta frecuencia de pacientes (9 de 13; 69,2%)
con mutaciones asociadas a riesgo molecular, mientras que, por el contrario, se observé una baja
frecuencia (7,1%) de pacientes con ausencia de mutaciones totales.

Del estudio se concluye que, la fase temprana del SMD se caracteriza, fundamentalmente, bien
por la ausencia de mutaciones somaticas o bien por la presencia de mutaciones no asociadas a
riesgo molecular. En cambio, en la fase avanzada de la enfermedad y en la transformacion
leucémica (LMAS), prevalecen mutaciones en genes HMR; afiadiendo, ademas, que en la LMAs
se observa un aumento en el score mutacional (>3 mutaciones totales) con respecto a los grupos
SMD.

A continuacion, en la Figura 34, se muestra la distribucion de los pacientes con SMD en
funcion de caracteristicas del perfil mutacional (Ausencia de mutaciones somaticas,
ausencia/presencia de mutaciones en genes HMR), dentro de cada uno de los estadios de
progresion de la enfermedad establecidos.
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Figura 34. Distribucion de los pacientes con SMD en funcion del perfil mutacional en los diferentes
grupos de la enfermedad (Fase temprana SMD (n=55), fase avanzada SMD (n=28), LMAs (n=14).

4.3.3. Estudio del perfil mutacional en relacion con score prondstico IPSS-R, y
riesgo citogenético

Considerando las variables clinicas pronosticas reconocidas en el SMD y englobadas en el
indice pronostico IPSS-R (citopenias en SP, citogenética, y porcentaje de blastos en MO),
agrupamos a los pacientes con SMD (n=83) en dos categorias de riesgo: Bajo riesgo (IPSS-R
muy bajo y bajo) (n=45) y Alto riesgo (IPSS-R intermedio, alto y muy alto) (n= 38).
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De forma general, se observa que la mayoria de los pacientes (81,5%) en el estado temprano de
la enfermedad, presentaban IPSS-R de Bajo Riesgo; sin embargo, en el estado avanzado de la
misma, encontramos que el 100% de los pacientes presentaban IPSS-R asociados a alto riesgo.

En relacion al perfil mutacional, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos IPSS-R bajo riesgo vs. IPSS-R alto riesgo en relacion al score mutacional,
P>0.05. En cuanto a la distribucion de las mutaciones en relacion a dichos grupos de riesgo, en
los pacientes con SMD de bajo riesgo (IPSS-R muy bajo, bajo), los genes que aparecian
mutados con mayor frecuencia pertenecian a la via de la metilacién del ADN (TET2, DNMT3A)
y a la del splicing del ARN ARN (SF3B1, ZRSR2) (20 de 45; 44,5%), considerados genes N-
HMR. Sin embargo, en pacientes clasificados como SMD de alto riesgo (IPSS-R intermedio,
alto y muy alto), se observaba una mayor proporcidén de mutaciones en genes asociados a riesgo
molecular elevado (16 de 38; 41,6%) (Figura 35), principalmente en genes supresores de
tumores (TP53) y en secuencias génicas implicadas en el remodelamiento de la cromatina
(ASXL1). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (IPSS-R bajo riesgo vs. IPSS-R alto riesgo) en relacion al tipo de mutacion, P>0.05.

Bajo Riesgo IPSS-R Alto Riesgo IPSS-R

® Ausencia de mutaciones

= Mutaciones en genes de no Alto
Riesgo Molecular (N-HMR)

Mutaciones en genes de Alto
Riesgo Molecular (HMR)

Figura 35. Distribucion de las mutaciones somaticas en el grupo de pacientes con SMD en funcion del
grupo de riesgo IPSS-R: Bajo Riesgo IPSS-R y Alto Riesgo IPSS-R.

Posteriormente, los pacientes con SMD (n=83) fueron agrupados en relacién al riesgo
citogenético; dividiendo asi a los pacientes en las diversas categorias de riesgo: Riesgo
Favorable (Bueno, n=57), Riesgo Intermedio (Intermedio, n=13), y Riesgo Pobre (Muy Pobre,
n=13).

Observamos que un 76% de los pacientes en las etapas iniciales de la enfermedad presentaban
cariotipos Buenos, con ausencia de cariotipos Pobres/Muy Pobres; mientras que, en etapas
avanzadas de la misma, prevalecian pacientes con “riesgo citogenético elevado” (87%):
Intermedio (40%) y Muy Pobre (47%).

En relacion al perfil mutacional, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes grupos de riesgo citogenético en relacion al score mutacional, P>0.05. En
cuanto a la distribucion de las mutaciones, destacamos que, tal y como se puede observar en la
Figura 36, dentro del grupo de riesgo citogenético favorable, se observa una mayor proporcion
de pacientes con mutaciones en genes no asociados a riesgo molecular (24 de 57; 42,1%) en
comparacion con los grupos de riesgo Intermedio y Muy Pobre.
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Sin embargo, en éste ultimo grupo de riesgo (Muy Pobre), encontramos una mayor frecuencia
de pacientes que presentan mutaciones en genes HMR (10 de 13; 76,9%). Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (IPSS-R bajo riesgo vs.
IPSS-R alto riesgo) en relacién al tipo de mutacion, P>0.05.

Riesgo Citogenético Favorable  Riesgo Citogenético Intermedio Riesgo Citogenético Pobre

46% 0%

77%

m Ausencia de mutaciones
m  Mutaciones en genes de no Alto Riesgo Molecular (N-HMR)
Mutaciones en genes de Alto Riesgo Molecular (HMR)

Figura 36. Distribucion de las mutaciones somaticas en el grupo de pacientes con SMD en funcion del
grupo de riesgo citogenético: Favorable (Bueno), Intermedio, Pobre (Muy Pobre).

4.4. RELACION ENTRE EL MICROAMBIENTE TUMORAL Y EL PERFIL
MUTACIONAL EN PACIENTES CON SMD

Una de las preguntas que surgieron durante el andlisis del microambiente tumoral fue si
existirian diferencias en cuanto a la composicién leucocitaria en relacion al perfil mutacional del
clon displésico. Se conoce que la progresion tumoral en el SMD est4 relacionada con la
presencia de un mayor nimero de mutaciones totales presentes en el clon patoldgico, mayor
presencia de mutaciones HMR y, ademas, mayor VAF en los genes detectados. A continuacion,
el estudio del microambiente en relacion con el status mutacional se abordd de tres formas
posibles: en funcion del score mutacional (<2 o >3 mutaciones totales), del tipo de mutacién
(ausencia/presencia mutacion HMR) y de la carga alélica de la mutaciéon (VAFs <30% 6 >30%).

Para ello, el estudio se llevo a cabo en 50 pacientes diagnosticados de SMD (los pacientes
diagnosticados con LMAs fueron excluidos), a los que se les realiz6 de forma conjunta el
estudio inmunofenotipico del microambiente medular y/o periférico, y los estudios de NGS.

En la Figura 37 y Tabla Suplementaria 13, se recogen las caracteristicas clinicas de los 50
pacientes incluidos en el estudio.
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ESTADO TEMPRANO ESTADO AVANZADO

® <2 mutaciones totales
>3 mutaciones totales

= Mutaciones en genes de Alto Riesgo
Molecular (HMR)
(TP53, ASXL1, ETV6, EZH2, RUNX1)

Ausencia de mutaciones en genes de
Alto Riesgo Molecular (HMR)

® VAFs (HMR) €40%
VAFs (HMR) >40%

Figura 37. Distribucién de los 50 pacientes con SMD previamente clasificados de acuerdo con el
estado de progresion de la enfermedad (Estado Temprano vs. Estado avanzado) en funcion de las
caracteristicas del perfil mutacional. a y b. Score Mutacional (<2 o >3 mutaciones totales); ¢ y d.
Presencia/ausencia de mutaciones de alto riesgo molecular (HMR); e y f. Frecuencia alélica de la variante
(VAFs) <40% vs. >40% en genes HMR.

4.4.1. Relacion del microambiente tumoral y n° total de mutaciones somaticas

De acuerdo con el score mutacional, en algunos trabajos se ha referenciado un riesgo
elevado de progresion leucémica en pacientes con SMD con mayor nimero de mutaciones
totales. En base a esto, se llevd a cabo un estudio de las diferentes poblaciones celulares
presentes en el microambiente tumoral en funcién del score mutacional con el fin de evaluar el
impacto de éste sobre el entorno leucocitario.

En primer lugar, los pacientes diagnosticados de SMD fueron divididos en dos grupos en base al
nimero de mutaciones totales (<2 mutaciones vs. >3 mutaciones), quedando agrupados de la
siguiente manera: 38 pacientes con <2 mutaciones totales y 12 pacientes con >3 mutaciones
totales. Tras llevar a cabo el analisis, el estudio no revel¢ diferencias significativas en las
diferentes poblaciones celulares estudiadas (P>0.05).

Adicionalmente, se estudio si la composicién leucocitaria diferia entre el grupo de pacientes con
Ausencia de mutaciones totales (n=21), frente a aquellos que presentaban, al menos, una
mutacion somética en alguno de los genes secuenciados (n=29). De nuevo, los andlisis
estadisticos no mostraron diferencias en el entorno leucocitario entre ambos grupos establecidos
(P>0.05).

De forma general, estos resultados indican que no existen diferencias en la composicion
leucocitaria medular y periférica en funcion del score mutacional.
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4.4.2. Relacion del microambiente tumoral y mutaciones en genes de Alto Riesgo
Molecular (High Molecular Risk, HMR)

Otra forma posible de analizar el microambiente tumoral en relacién al perfil
mutacional consistié en estudiar si la presencia de clones con mutaciones de alto riesgo
molecular (High Molecular Risk, HMR) que afectan a los genes TP53, RUNX1, ASXL1, EZH2 y
ETV6 podria alterar la inmunogenicidad de la célula tumoral, relacionandose asi con cambios en
el entorno leucocitario.

Para ello, los pacientes diagnosticados de SMD fueron divididos en dos grupos en base a la
presencia o ausencia de mutaciones en genes HMR: 32 pacientes de Alto Riesgo (presencia de
al menos una mutacion en genes HMR) y 18 pacientes de Bajo Riesgo (Ausencia de
mutaciones en genes HMR).

Los resultados en MO revelaron que el nimero de células CD34* aumentaba significativamente
en el grupo de pacientes con SMD que presentaban mutaciones HMR (P=0.029); poniendo de
manifiesto que la presencia de dichas variantes patogénicas estaba relacionada con el riesgo de
progresion leucémica.

Sin embargo, en el analisis del resto de las poblaciones celulares presentes tanto en el
microambiente medular como periférico no se encontraron cambios significativos entre los
grupos estudiados (presencia/ausencia HMR) (P>0.05) (Figura 38), por lo que, la presencia de
clones con mutaciones en genes asociados a mayor riesgo de progresion, no se relacionan con
cambios significativos en la composicion leucocitaria y linfocitaria.

A) B)
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NKs CD56BRIGHT (%)

1 |
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C) D)

NKs CD56+CD16+ (%)
NKs NKG2D+ (%)

T o
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Figura 38. Gréficos en los que se representan las frecuencias de diferentes poblaciones celulares en
SP, en funcion del perfil mutacional (ausencia/presencia de mutaciones en genes HMR). Frecuencia
(%) (MediaxEEM) de células Mo-MDSC (A), NKs CD568M9 (B), NKs CD56¢P%6+CP16+ (C) y receptores
NKG2D en células NK CD56" (D), en funcion de la Ausencia/Presencia de mutaciones en genes HMR.
La comparacion de las distintas variables entre ambos grupos se llevd a cabo utilizando el test no
paramétrico U Mann-Whitney.
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4.4.3. Relacion entre el microambiente tumoral y los valores de Frecuencia
Alélica de la Variante (Variant Allele Frequency, VAF)

De igual forma, quisimos observar si aquellos tumores que presentaban VAFs inferiores
se asociaban con un entorno inmunitario mas o menos permisivo para el desarrollo del clon
displasico. Para ello, los pacientes con SMD se agruparon en base a diferentes puntos de corte
de frecuencias alélicas, VAFs. En primer lugar, el estudio se llevd a cabo agrupando a los
pacientes con al menos una mutacién somatica en los genes estudiados, en aquellos con VAFs
>30% vs. pacientes cuyas frecuencias alélicas no superaban el 30%. De tal forma, los pacientes
se dividieron en: 18 pacientes con VAFs <30% vs. 22 pacientes con VAFs >30%. Los andlisis
estadisticos no revelaron diferencias significativas en la composicion leucocitaria en base a la
carga alélica de las mutaciones detectadas (P>0.05).

Adicionalmente, el estudio del microambiente se completd estableciendo otros puntos de corte
de VAFs. Se compard el entorno immunitario entre aquellos pacientes con SMD que
presentaban mutaciones somaticas con VAFs <10% vs. VAFs >10%. Posteriormente, se
compard dicho microambiente entre pacientes con SMD que presentaban mutaciones con VAFs
<20% vs. VAFs >20%. De nuevo, los andlisis estadisticos no revelaron diferencias
significaticas en la composicion leucocitaria en ninguno de los analisis realizados (P>0.05).

A la vista de los resultados obtenidos, y con la limitacion de que el tamafio muestral del estudio
es pequefio, nuestros resultados revelan que ni el nmero de mutaciones, ni la categoria de la
mutacion (mutacion asociada a Alto/Bajo riesgo molecular), ni los valores de frecuencia alélica,
se asocian con cambios relevantes en la composicion inmunitaria presente en el microambiente
medular y/o periférico; por lo que podemos concluir que las mutaciones somaticas por si
mismas contribuyen a la progresién de la enfermedad con independencia de los factores
inmunitarios presentes en el microambiente tumoral.

4.5. CAMBIOS INTRINSECOS QUE AFECTAN A LA INMUNOGENICIDAD
DE LA CELULA TUMORAL E IMPACTO EN LA PROGRESION DE LA
ENFERMEDAD

4.5.1. Estudio de la expresion HLA y PD-L1 en la célula tumoral

Se conoce que las células tumorales adquieren una serie de mecanismos de escape
tumoral al control ejercido por la inmunovigilancia. La pérdida o la down-regulacion de las
moléculas HLA-I, junto con el aumento de la expresion de ligandos PD-L1 en la superficie de la
célula tumoral, representan dos de los mecanismos méas importantes de inmunoevasion,
contribuyendo asi a la resistencia antitumoral. La pérdida de HLA-I permite a la célula tumoral
escapar de la accién llevada a cabo por los CTLs; sin embargo, al mismo tiempo, origina cierta
susceptibilidad al ataque mediado por células NK. Por ello, la relacion entre ambos tipos
celulares (CTLs y NKs) debe ser considerada en la defensa frente al cancer.
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» En este sentido, se analizaron los niveles de expresion total de HLA-I en la superficie de
la célula tumoral CD34* y durante el proceso de diferenciacion mieloide, mediante citometria de
flujo multiparamétrica; utilizando un AcMo (W6/32) dirigido frente la region monomérfica de
la molécula HLA-I. Paralelamente, se analizé la expresion HLA en los linfocitos T CD3*
autologos de cada uno de los pacientes. El estudio se llevo a cabo en un total de 46 pacientes
diagnosticados de SMD y LMAs en muestras de MO; y en un grupo de 10 muestras de MO
control.

A continuacioén, se destacan los resultados mas relevantes del estudio:

En primer lugar, no se observaron pérdidas totales de expresién HLA-I en las células CD34* en
ninguno de los casos estudiados. De forma general, observamos que los niveles de IMF HLA-I
detectados en las células CD34" en el grupo de pacientes con SMD y LMAs fueron
significativamente inferiores a los observados en el grupo de muestras control (SMD vs.
Control: 14837 vs. 35765; P=0.003) (LMAs vs. Control: 16933 vs. 35765; P=0,025). No se
observan diferencias significativas entre los grupos SMD y LMAs (P>0.05) (Tabla 16 y Figura
39).

50.000-

40,000
30.000

20,000

IMF HLA BLASTOS

10.000-

CONTROL SMD LMAs

Figura 39. MediaxtEEM de los niveles de IMF de HLA en blastos CD34* en muestras de MO de los
grupos control, SMD, y LMAs. Comparacion entre grupos mediante el test no paramétrico U Mann-
Whitney.

A continuacion, se observaron los niveles de IMF de la expresién HLA-I durante los
diferentes estadios de maduracion mieloide, determinados por la expresion de los marcadores
CD11b y CD13, a través del programa de andlisis Infinicyt.

La serie granulocitica presenta una expresion variable de determinados antigenos en funcién del
grado de maduracion. El antigeno CD13 se expresa de forma intensa en los promielocitos,
pierde intensidad en los mielocitos, y vuelve a ganarla en los metamielocitos, para ser intensa de
nuevo en los segmentados. El antigeno CD11b no se expresa en los estadios mas inmaduros
(promielocitos) y la expresion empieza en los mielocitos, para ser intensa en los segmentados.
En base a esto, se establecieron varios estadios de diferenciacion de la serie granulocitica,
representados como: estadio I, estadio I, estadio 11l y estadio IV. Los estadios I, I, IlI, 1V se
corresponden, de forma general, con un predominio de células promielociticas, mielociticas,
metamielocitos y neutréfilos maduros, respectivamente (Figura 40).
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Figura 40. Caracterizacion de los diferentes estadios de diferenciacion mieloide durante la
mielopoyesis. Muestra MO control (A); paciente con SMD (B).

Aunque dichos antigenos pueden estar alterados en el SMD (disgranulopoyesis), no observamos
expresion aberrante durante la mielopoyesis en el grupo de pacientes del estudio; es decir, la
expresion de ambos marcadores sigue el mismo patrén de diferenciacion que el observado en el
grupo de muestras control. A continuacion, los siguientes plots (Band Dot plots) muestran el
patrén de expresién de los antigenos CD11b y CD13 durante el proceso de maduracion de la
serie granulocitica (estadio I, 11, 111, 1) en una muestra control (A), y en un paciente con SMD
(B) (Figuras 41y 42).

A) CD11b B) CD11b
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Figura 41. Band Dot plots en los que se representa los niveles de IMF del marcador CD11b a lo largo
de los distintos estadios de maduracion de la serie granulocitica. (A) en una MO control; (B) en un
paciente con SMD.
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Figura 42. Band Dot plots en los que se representa los niveles de IMF del marcador CD13 a lo largo
de los distintos estadios de maduracion de la serie granulocitica. (A) en una MO control; (B) en un
paciente con SMD.

En relacién a los niveles de IMF de expresion HLA-I durante los estadios de
maduracion establecidos (Figura 40), como se puede observar en la siguiente figura (Figura
43, Apartados B y D) (“Band plots” obtenidos mediante el programa Infinicyt), no detectamos
expresion aberrante en los niveles de IMF HLA-I durante la mielopoyesis en pacientes con
SMD. Los niveles de expresion de IMF HLA-I decaen a lo largo del proceso de diferenciacion
granulocitico, observando una down-regulacion gradual equivalente a lo observado en el grupo
de muestras control (Figura 43, Apartados A y C). Observamos que el precursor mieloide
CD34* (mieloblasto) expresa los niveles més altos de HLA-1 y dicha expresion va disminuyendo

durante los diferentes estadios de diferenciacion granulocitica (Estadio 1, I, 111, 1V).
A) HLA-I B) HLA-I

BLASTOS - BLASTOS -
cD34* P CD34*
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Figura 43. Analisis de la expresion HLA (IMF) en la célula tumoral CD34* y en los diferentes estadios
durante el proceso de diferenciacion mieloide. Muestra MO control (A, C); paciente con SMD (B, D).

Ademas, destacamos que la disminucion en los niveles de expresién HLA-I globales observados
en pacientes con SMD no son especificos de la célula tumoral CD34", sino que afectan también
a los linfocitos T CD3* autélogos. De forma general, se observa que los niveles de IMF HLA-I
en los linfocitos T aut6logos son significativamente inferiores a los del grupo de muestras
control (SMD vs. Control: 17676 vs. 32662; P=0.018). Sin embargo, aunque no se observa una
disminucién significativa en la LMASs con respecto al grupo control (LMAs vs. Control: 20339
vs. 32662; P>0.05), observamos que la IMF HLA-I decae notablemente. De igual forma que
para la célula tumoral CD34*, no se observan diferencias significativas en los niveles IMF
HLA-I en los linfocitos T entre los grupos SMD y LMAs (P>0.05) (Figura 44).
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Figura 44. Media£tEEM de los niveles de IMF de la expresion HLA-I en los linfocitos T CD3*, en
muestras de MO de los grupos control, SMD y LMASs.

Sin embargo, destacamos que, aunque los niveles de expresion HLA-I en los blastos son
variables, se observa una constante: la expresion de HLA-I en la célula tumoral CD34" se
mantiene o es ligeramente superior con respecto a los linfocitos T CD3* aut6logos, dentro de
cada paciente. Estos resultados se observan de igual forma en el grupo de muestras control, por
lo que la expresion HLA-1 en la célula tumoral se conserva en todos los casos SMD estudiados
(Figura 45).

114



RESULTADOS

A)

130000

BLASTOS CD34* LINFOCITOSTCD3

50000

SSC-A LINEAL
.

oy

T L i T T T
H 162 -EZ 0 1E2 1E3 1E4 1E8 1E3 1E4 185
CDA45:V500-A LOGICAL

B)

1E3

BLASTOS CD34* LINFOCITOSTCD3

50000 100000 150000 200000 250000

SSC-A LINEAL

1]

T
o 1E2 1E3 1E4 1E5

CD45:V500-A LOGICAL

Figura 45. Plots en los que se representa la expresion de HLA en la célula tumoral CD34" y en los
linfocitos T CD3* aut6logos. (A) en una MO control, con 1% blastos; (B) en un paciente con SMD.

Los resultados obtenidos revelan y/o ponen de manifiesto que, probablemente, mutaciones en el
gen de la f2m o en otros componentes de la APM que originen la ausencia total de expresion
HLA en la superficie de la célula tumoral, no sean seleccionados por el clon patoldgico. Por
ello, nos propusimos explorar otros mecanismos posibles que pudiesen generar una disrupcion
en la expresién HLA-I. En este sentido, como veremos en apartados posteriores, se llevaron a
cabo estudios de LOH en el CRM 6, concretamente en la region 6p21, donde se encuentran
ubicados los genes del MHC.

» Por otro lado, se analiz6 también la expresion de PD-L1 en la célula tumoral CD34* en
el grupo de pacientes con SMD y LMAs, mediante citometria de flujo multiparamétrica.

Se observd un aumento significativo en la expresion de PD-L1 en el grupo de pacientes con
SMD en comparacion con el grupo de pacientes con LMAs, en muestras de MO (SMD vs.
LMAs; P=0.002) y SP (SMD vs. LMAs; P=0.0003). Aunque los niveles de expresion no
variaron entre la Fase temprana SMD vs. Fase tardia SMD (P>0.05), si se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre la Fase temprana SMD vs. LMAs en MO
(P=0.004) y SP (P=0.0004); y entre la Fase tardia SMD vs. LMAs en MO (P=0.017) y SP
(P=0.001). Sin embargo, la expresién PD-L1 no varid significativamente entre los grupos de
Alto riesgo vs. Bajo riesgo segun indices de riesgo IPSS, IPSS-R y/o Riesgo Citogenético
(P>0.05).
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Dada la elevada frecuencia en la expresion de PD-L1 sobre células CD34" en el SMD, se
analizé también la expresion del marcador PD-1 sobre los linfocitos T CD4* y CD8*. Dicha
proteina (CD279) se expresa en los linfocitos T activados y juega un papel importante en el
mantenimiento de la tolerancia periférica. Sin embargo, aungue de forma general se observa un
ligero aumento en la frecuencia de dicho receptor en el grupo de pacientes con SMD con
respecto al grupo control y LMAs, estas diferencias no llegaron a ser significativas (P>0.05).

4.5.2. Estudio de la pérdida de heterocigosidad (LOH) en la region HLA

En el apartado anterior se describe que no se detectaron pérdidas totales de expresion de
moléculas HLA-I en las células tumorales en los casos analizados, sin embargo, quisimos
comprobar si podia darse otro fenotipo HLA-I alterado que pudiese afectar la presentacion
antigénica. Para ello, se llevd a cabo un estudio de LOH en la regién HLA (6p21) con el
objetivo que investigar si este mecanismo de inmunoevasion pudiera explicar la progresion del
SMD y/o posterior transformacion leucémica.

En esta linea, se llevaron a cabo estudios de LOH en el CRM 6 mediante técnicas de SNP-
Array, en un total de 36 pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad. El estudio incluyé 24
pacientes diagnosticados de SMD (SMD-EB-1, SMD-EB -2 y LMAS) vy, adicionalmente, se
incorporaron pacientes diagnosticados de LMMC en etapas tardias (>40% monocitos en MO)
(n=3) y pacientes con LMA de novo (n=9). Para ello, se utiliz6 el ADN procedente de blastos
CD34* previamente purificados, excepto en los casos diagnosticados con LMMC, en los que se
utilizé el ADN procedente de monocitos CD14* previamente purificados. En todos los casos, se
utiliz6 como control el ADN extraido a partir de células T CD3* aut6logas de cada paciente.

e En relacion a los resultados obtenidos, destacamos que 3 de los 36 pacientes incluidos
en el SNP-Array (9,4%) (2 LMAs y 1 LMA de novo), presentaban una LOH en el brazo corto
del CRM 6, que incluia la region HLA (6p21). Curiosamente, los tres pacientes con LOH HLA
presentaban caracteristicas clinicas-biologicas favorables segin la OMS 2017, con scores
prondsticos IPSS-R y/o riesgos citogenéticos favorables. A continuacion, se detallan las
caracteristicas cada uno de ellos:

» El paciente 12 fue diagnosticado de SMD del(5q) aislado en abril de 2012, y fue
clasificado de bajo riesgo segin IPSS-R (score 2) (Tabla 24). Al momento del diagnéstico, no
se llevaron a cabo estudios moleculares. Tras recibir 5 ciclos de lenalidomida, no se observé
respuesta hematoldgica. Sin embargo, el paciente presenté una elevada toxicidad como efecto
secundario, por lo que se sometio a un trasplante alogénico de MO (Alo-TPH) de un donante no
emparentado HLA compatible (10/10) en octubre de 2012. En mayo de 2014, el paciente sufrié
una recaida de la enfermedad con pérdida del injerto. En el momento de la recaida, los estudios
de NGS revelaron la presencia de una mutacioén en SF3B1, con una frecuencia alélica del 40%.
(Figura 47). Posteriormente, el paciente se someti6 a un segundo Alo-TPH de donante
emparentado HLA idéntico, obteniendo una respuesta completa (100% quimera del donante).
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En noviembre de 2016, el paciente recay6 de nuevo y progresé hacia LMAs (quimera mixta,
35% de receptor). En el momento de esta Gltima recaida, los estudios genéticos revelaron el
mismo perfil citogenético (del(5q)) y la misma variante mutacional SF3B1 (VAF = 17%)
(Figura 47) que antes del segundo Alo-TPH. Tras 2 ciclos de 5-AZA, en febrero de 2017, el
paciente sufrié un EICH agudo de grado 4 y finalmente, fallecié debido a fallo multiorganico
(Figura 46).

— ——| ©
°
©
gl ] s |82
@ S G s =2
o |8 g g g 3
o |o « I S
% B |G = I o g S| o i
o2 L I ce(9 Hlsa = | Il e R
8% | g & Ea RS S22 S
232 . IE| <|8 E=|“|o|s
cL|§ < 23 g s S e g
22 |3 5 g™ g 8 © =
= D N
3z L 1O T
| i i | | ‘ l i i ‘ i T
Abril Octubre Mayo 2014  Noviembre 2014 Noviembre 2016 Febrero
2012 2012 2017

Figura 46. Representacion grafica de la progresion clinica del paciente 12. *NRH: No Respuesta
Hematoldgica. 5-Aza: 5 Azacitidina.
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Figura 47. Imégenes del programa Interactive Genome Viewer (IGV) en el que se visualiza la variante
patogénica en SF3B1 detectada en el paciente 12. A) Imagen de la variante en SF3B1 identificada tras la
primera recaida y pérdida del injerto. La mutaciéon missense (c.2098A> G) en el ex6n 15 dio como
resultado un cambio de aminoacido en la posicién 700 (p.Lys700Glu). La cobertura total fue de 7221
lecturas, con una VAF del 40% (2888 lecturas presentaban la mutacion en SF3B1). B) Imagen de la
misma variante en SF3B1 (c.2098A> G) detectada en el momento de la recaida y progresion leucémica,
con una VAF del 17%. La cobertura total fue de 2870 lecturas (detectando la variante en 488 lecturas).
No se detectaron mutaciones adicionales.
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Tras la segunda recaida post-TPH y transformacion leucémica (22% blastos en MO), se aislaron
las células CD34* y linfocitos T CD3* del paciente. Los estudios de quimera llevados a cabo en
la totalidad de células CD34* previamente purificadas mostraron que todas las células
leucémicas eran del receptor. Posteriormente, se llevaron a cabo los estudios de LOH en el

CRM 6y el tipaje genémico HLA.

Los estudios de SNP-Array se realizaron tanto en la fraccion celular CD34* como en los
linfocitos T CD3* aut6logos. Los resultados del SNP-Array mostraron, en las células CD34",
una delecion terminal de aproximadamente 38 Mb (p25.2 a p21.2), que englobaba gran parte del
brazo corto del CRM6 e incluia la region HLA (Figura 48, Apartado B). Los plots que
representan la frecuencia del alelo B (BAF plots) mostraron un patron de homocigosidad en la
distribucion de SNPs (BAF=0 o 1) en la region 6p de las células CD34* (Figura 48, Apartados
By D), en comparacion con los linfocitos T CD3*, que mostraron un patron de heterocigosidad
(BAF=0,0.501) (Figura 48, Apartados Ay C).
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Figura 48. Resultados del SNP-Array del CRM 6 del paciente 12. (A) y (B). Los plots muestran la
frecuencia del alelo B (BAF) en las células T CD3* aut6logas (A) y en las células CD34* (B) del paciente
12. El genotipo BB presenta una BAF con valor de 1, el genotipo AB una frecuencia de 0.5, y el genotipo
AA una frecuencia de 0. La imagen superior muestra una representacién esquematica del CRM 6. La
region HLA (6p21.1-21.3) se indica en amarillo. Los puntos negros indican la posicion del locus HLA-B
en el CRM 6. Se detecta una delecion terminal de aproximadamente 38 Mb (indicada en el rectangulo
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rojo) que involucra los loci HLA en las células CD34* (B), en comparacion con (A), la muestra control.
(C) y (D). Amplificacion de la region 6p21 que involucra el locus HLA-B (linea roja). Los resultados del
array indican un patron de homocigosidad (genotipos AA=0 y BB =1) en (D) la fraccion CD34" en
comparacion con (C), la muestra control. (E) y (F) Los graficos muestran el logR en los linfocitos T
CD3* (E) y células CD34* (F). Las células CD34" conservan el nimero de copias (logR ratio=0) a lo
largo del CRM6. La falta de genotipos heterocigotos en el brazo corto del CRM 6 en ausencia de una
alteracién en el nimero de copias indica una CN-LOH.

Ademas, los plots en los que se representaba el log2R, revelaron que el nimero de copias
aparecia conservado en las células CD34", al igual que en la fraccion control T CD3* (log2R= 0)
(Figura 48, Apartados E y F); sugiriendo que las células CD34" presentaban una CN-LOH
originada mediante mecanismos de aUPD.

Para verificar los resultados obtenidos del array, se realizé el tipaje genémico HLA mediante
técnicas de secuenciacion Sanger. Las imagenes del electroferograma obtenidas tras
secuenciacion Sanger revelaron una LOH en todas las posiciones polimoérficas de los exones 2,
3y 4 de los loci HLA-B, -C y del ex6n 2 del locus HLA-DRB1, en las células CD34* en
comparacion con la muestra control. La secuencia nucleotidica detectada en las células CD34*
correspondia a los alelos retenidos: HLA-B*18:01, C*07:01 y DRB1*11:04; mientras que los
alelos HLA-B*39:01, C*12:03 y DRB1*11:01 no se conservaron. El paciente era homocigoto
para los loci HLA-A 'y -DQBL, por lo que dichos loci no fueron informativos.

A continuacion, se muestran las imagenes del electroferograma del exén 2 del locus B,
obtenidas tras la secuenciacion de las células CD34*y de los linfocitos T CD3* autdlogos del
paciente 12 (Figura 49). Posteriormente, los resultados obtenidos mediante tipaje HLA
Luminex confirmaron los datos de secuenciacion (Tabla 26).

Linfocitos T CD3* Células CD34*
A)

&6 T © © & 6 & 5 © 56 G
T % 2 3 135

A

AA Codon 42 45 48

B*18:01:01 GT CCG AGG ACG GAG CCC CGG

B*39:01:01 <= «-x =:A GA- --- -G ---

Figura 49. Fragmentos del electroferograma de la secuenciacion del exdn 2 (codon 42 a codon 48) del
locus HLA-B obtenido tras la segunda recaida post-TPH (22% blastos MO) del paciente 12. Las células
CD34* (B) muestran una LOH en las posiciones polimérficas (marcadas con estrella roja) en comparacién
con las células CD3* (A). La secuencia de nucleétidos detectada en las células CD34* corresponde con el
alelo HLA-B*18:01 (color rojo en la tabla), mientras que la secuencia correspondiente al alelo HLA-
B*39:01 se ha perdido.
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» El paciente 11 fue diagnosticado de SMD del(5q) aislado en mayo de 2013, y fue
clasificado de bajo riesgo segln IPSS-R (score 2) (Tabla 24). Al momento del diagndstico, no
se llevaron a cabo estudios moleculares. Tras recibir 36 ciclos de lenalidomida, el paciente
obtuvo respuesta hematoldgica y citogenética completa (Cheson et al., 2006). Posteriormente,
en junio de 2016, el paciente sufrié una pérdida del injerto y progresé a LMA. Finalmente, el
paciente fallecio debido a fallo multiorganico (Figura 50).

En el momento de la recaida y transformacion leucémica (20% blastos en MO), los estudios
moleculares mediante técnicas de NGS no revelaron mutaciones somaticas en ninguno de los
genes secuenciados. Adicionalmente, se aislaron las células CD34* y linfocitos T CD3* del
paciente para llevar a cabo los estudios de LOH en el CRM 6 y tipaje genémico HLA.
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Figura 50. Representacion gréafica de la progresion clinica del paciente 11.

Los estudios de SNP-Array se realizaron en la fraccion celular CD34* y en los linfocitos T
CD3* autélogos, ambos previamente purificados. Los resultados del array en las células CD34*
mostraron un patrén complejo de LOH, que afectaba a una region de, aproximadamente, 40Mb
(p25.2 a p12.3) que incluia los loci HLA (Figura 51, Apartado B), en comparacion con los
linfocitos T CD3* (Figura 51, Apartado A). Este patron complejo posiblemente se deba a una
doble eliminacién no simultdnea conservandose una pequefia region telomérica a los loci HLA
con retencion de heterocigosidad, de la cual desconocemos su localizacion ya que dicha técnica
no puede revelar su ubicacion a nivel cromosémico (Figura 51, Apartado B). En concreto, se
observa una LOH parcial en la region HLA (los SNPs en los BAF plots se encuentran alejados
de la linea de heterocigosidad (genotipo AB=0.5), y el grado de desviacién se corresponde con
el porcentaje de células tumorales que presentan LOH; representando un tamafio del clon del
50%). Ademas, las células CD34* conservaban el nimero de copias (logR ratio=0) a lo largo del
CRM 6 (datos no mostrados), por lo que, al igual que el paciente anterior (paciente 12), se
observa una CN-LOH en las células CD34".
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Linfocitos T CD3* Células CD34*
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Figura 51. Resultados del SNP-Array del CRM 6 del paciente 11. (A) y (B). Los plots muestran la
frecuencia del alelo B (BAF) en las células T CD3* autélogas (A) y en las células CD34* (B). Los puntos
azules (BAF plot, células CD3") y los puntos negros (BAF plot, células CD34*) muestran la posicion del
locus HLA-DRBL. Se detecta una delecion terminal de ~40 Mb (rectdngulo rojo) que involucra los loci
HLA, en ~50% de células CD34* (B); en comparacion con (A) la muestra control. Se detecta una
pequefa region telomérica a los loci HLA con retencion de heterocigosidad.

Los resultados del tipaje HLA en las células CD34*, obtenidos tras el genotipado mediante
SNP-Array, mostraron una sefial de amplificacion mas baja para los SNPs asociados con los
alelos pertenecientes al haplotipo: HLA-A*66:01; HLA-B*51:01; C*07:01; DRB1*13:03;
DQB1*03:01; en comparacion con la sefial obtenida para el haplotipo: HLA-A*30:02; HLA-
B*18:01; C*05:01; DRB1*03:01; DQB1*02:01, haplotipo extendido en pacientes espafioles
con neoplasias hematoldgicas (Balas et al., 2011). Estos resultados fueron confirmados
mediante tipaje genémico HLA utilizando secuenciacion Sanger y tecnologia Luminex.

A continuacion, se muestran las imagenes del electroferograma de secuenciacion del exén 2 de
los loci HLA-DRBL1, -DQBL1, en células CD34* (Figura 52, Apartados A y B). Como se puede
observar, las imagenes revelan una notable reduccion en la altura de los picos en todas las
posiciones polimérficas de la secuencia de nucle6tidos de los loci HLA-DRB1 y -DQBL1, y que
corresponden a la secuencia perteneciente a los alelos HLA-DRB1*13:03 y DQB1*03:01; en
comparacion con la intensidad de la sefial obtenida para los alelos DRB1*03:01 y DQB1*02:01.

A su vez, el tipaje HLA mediante tecnologia Luminex no asigné los alelos DRB1*13:03 o
DQB1*03:01 en la fraccion celular CD34* (Figura 52, Apartados C y D).
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A) Células CD34* Células CD34*

Ex6n 2, HLA-DRB1 Exon 2, HLA-DQB1

AA Codon 73 75 79 AA Codon 45 5 51
DRB1*03:01:01 GGC CGG GTG GAC AAC TAC TG DQB1*02:01:01 G GGG GAG TTC CGG GCG GTG A
DRB1*13:01:01 -C- GC- === == «C- == == DQB1*03:01:01 - <A- -T- -A- ---

C) DRB1*13:01:01 D) DQB1*03:01:01
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0 0
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= Células CD3* Células CD34* = Células CD3* Células CD34*

Figura 52. Resultados de la secuenciacién Sanger y Tipaje HLA Luminex del paciente 11. (A) y (B)
Fragmentos del electroferograma de secuenciacion del exén 2 (codén 73 al coddén 79) del locus HLA-
DRBL1 (A) y del exdn 2 (codén 44 al codon 51) del locus HLA-DQB1 (B), en las células CD34*. Se
observa que la altura de los picos en los sitios polimérficos (sefialados con estrella roja) de las secuencias
de nucledtidos que corresponden a los alelos (A) DRB1*13:01 y (B) DQB1*03:01, se redujo en
comparacion con la intensidad de la sefial de las secuencias de nucledtidos que corresponden con los
alelos (A) DRB1*03:01 y (B) DQB1*02:01 (marcados en rojo en la tabla), sugiriendo que la LOH
detectada no se encuentra presente en la totalidad de las células leucémicas aisladas. (C) y (D)
Representacion de la diferencia entre el valor de la IMF ajustado* de las sondas SSO (oligonucleétidos
especificos de secuencia) y los valores de cut-off; para cada uno de los alelos (C) DRB1*13:01 y (D)
DQB1*03:01; en las células CD34* y células CD3*, mediante tipaje Luminex. Los valores obtenidos
fueron préximos o por debajo del cut-off para la mayoria de las sondas SSO en las células CD34".

* Valor medio ajustado: (IMF sonda — IMF sonda en blanco) / (sonda de control MFI - sonda de control
en blanco MFI).

Estos resultados sugieren que la pérdida haplotipica no se produce en la totalidad de las células
CD34", sino en una clona de éstas; existiendo una pequefia proporcion de células leucémicas
con retencién de heterocigosidad en la region HLA que conservarian ambos haplotipos.

» El paciente 28 fue diagnosticado de LMA de novo (clasificacion FAB LMA M1) en
agosto de 2014 (Tabla 24). En el momento del diagnostico, el paciente no presentaba ninguna
anomalia citogenética. No se llevaron a cabo estudios de NGS al diagndstico. Tras recibir
tratamiento de induccion y dos ciclos de consolidacion con quimioterapia, el paciente obtuvo
respuesta morfoldgica completa con enfermedad minima residual positiva; por lo que, en
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febrero de 2015, se sometio a un trasplante hematopoyético autélogo (Auto-TPH). En julio de
2017, el paciente recayd y recibi6 terapia de induccion con tratamiento de segunda linea Flag-
Ida (Fludarabina+Citarabina+GCSF+Idarrubicina), obteniendo respuesta morfoldgica con
enfermedad minima residual negativa. Posteriormente, en noviembre de 2017, el paciente se
sometio a un Alo-TPH de un donante emparentado HLA compatible (10/10), obteniendo
respuesta morfolégica completa y quimera completa (Cheson et al., 2006). En enero de 2018
(52 dias después), el paciente sufri6 un EICH agudo, con afectacion hepética, cutanea y
digestiva; y finalmente, fallecio debido a fallo multiorganico y aspergilosis pulmonar invasiva
(Figura 53).

WT1 detectado

LOH HLA detectada

NPM1, FLT3-TKD,
—1— Induccion Flag-lda

Recaida Auto-TPH

Auto-TPH

Diagnéstico
LM A de novo
Alo-TPH

Exitus

RH

I
[a g

i EEIE

Agosto Febrero 2015 Julio 2017 Noviembre  Enero
2014 2017 2018

—7— EMRpositiva

—

Figura 53. Representacion grafica de la progresion clinica del paciente 28. *QT: Quimioterapia; RH:
Respuesta Hematologica.

Tras la recaida del Auto-TPH (99% blastos MO), los estudios de NGS revelaron que las células
CD34* fueron FLT3-TKD-positivas (VAF= 43%) y presentaban mutaciones en los genes NMP1
(VAF=34%) y WT1 (VAF=47.2%) (Tablas 25 y 26). Adicionalmente, se aislaron las células
CD34* y linfocitos T CD3* del paciente para llevar a cabo los estudios de LOH en el CRM 6y
tipaje genémico HLA.

Los resultados del SNP-Array en las células CD34* mostraron una LOH de aproximadamente
36 Mb (p25.2 a p21.2), que incluia la region HLA (Figura 54, Apartados B, D); en
comparacion con las células CD3*, donde se observa una retencién de heterocigosidad a lo largo
de todo el CRM 6 (Figura 54, Apartados A, C). Las células CD34* mostraron un patrén de
homocigosidad con un nimero de copias conservado (log2R=0), sugiriendo una CN-LOH
(Figura 54, Apartado F).

Posteriormente, los estudios de secuenciacion Sanger en la fraccion celular CD34" revelaron una
LOH en las posiciones polimdrficas de todos los exones secuenciados para los loci HLA-I y
HLA-II; reteniendo el haplotipo HLA-A*26:01; B*38:01; C*12:03; DRB1*01:03;
DQB1*03:02; en comparacion con el patron de heterocigosidad presente en las células CD3*
(A*02:01, A*26:01; B*07:02, B*38:01; C*07:02, C*12:03; DRB1*01:03, DRB1*04:02;
DQB1*03: 02, DQB1*05:01). A continuacion, se muestran las imégenes del electroferograma
de secuenciacion del exdn 2 del locus B, en células CD34* (Figura 54, Apartado H); y en
linfocitos T CD3* autdlogos (Figura 54, Apartado G). Estos resultados fueron confirmados
mediante tipaje HLA Luminex (Tabla 26).
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Figura 54. Resultados del SNP-Array del CRM 6 y secuenciacion HLA Sanger del paciente 28. (A) y
(B). Los plots muestran la frecuencia del alelo B (BAF) en las células T CD3* autélogas (A) y en las
células CD34"* (B) del paciente 28. La imagen superior muestra una representacién esquematica del CRM
6. La region HLA (6p21.1-21.3) se indica en amarillo. Los puntos negros indican la posicién del locus
HLA-B en el CRM 6. Se detecta una delecion terminal de aproximadamente 36 Mb (rectangulo rojo) que
involucra los loci HLA en las células CD34* (B), en comparacién con (A), la muestra control. (C) y (D).
Amplificacion de la regién 6p21 que incluye el locus HLA-B (linea roja). Los resultados del array indican
un patrén de homocigosidad (genotipos AA=0 y BB =1) en (D) la fraccion CD34* en comparacién con
(C), la muestra control (genotipos 0, 0.5 0 1). (E) y (F) Los graficos muestran el logR en los linfocitos T
CD3* (E) y células CD34* (F). Las células CD34* conservan el nimero de copias (logR ratio=0) a lo
largo del CRM 6. La falta de genotipos heterocigotos en el brazo corto del CRM 6 en ausencia de una
alteracién en el nimero de copias indica una CN-LOH. (G) y (H) Fragmento del electroferograma de
secuenciacion del exon 3 (codon 151 al codén 157) del locus HLA-B. Se observa una LOH en las
posiciones polimérficas (indicado con estrella roja) en las células CD34* (G), en comparacién con las
células CD3* (H). La secuencia de nucle6tidos conservada en las células CD34* corresponde al alelo
HLA-B*38:01 (marcado en rojo en la tabla), mientras que el alelo HLA-B*07:02 se pierde.
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e Por el contrario, en 33 de los 36 pacientes estudiados (91.6%), no se detectaron
alteraciones en la region HLA (6p21) en la fraccion de células CD34* cuando se compararon
con las células T CD3* autdlogas. En este grupo de pacientes, sin alteracion en la region HLA,
se observa una retencion de heterocigosidad a lo largo de todo el CRM 6, presente también en
las células T CD3" autdlogas. Estos resultados obtenidos mediante SNP-Array fueron
confirmados posteriormente mediante tipaje HLA usando la tecnologia Luminex (Tabla 26).

Hay que destacar gue estos pacientes con ausencia de alteracion en la region HLA (6p21)
presentaban caracteristicas clinico-biolégicas desfavorables. Los pacientes con SMD y/o
LMAs y los pacientes con LMMC, presentaban scores prondsticos IPSS-R de Alto Riesgo,
cariotipos complejos y/o presencia de mutaciones en genes HMR; los pacientes diagnosticados
de LMA de novo presentaban cariotipos alterados y/o mutaciones asociadas a riesgo molecular.
En las Tablas 29 y 30, se detallan las caracteristicas clinicas de este grupo de pacientes.

» Curiosamente, en 3 de estos 33 pacientes (2 LMAs y 1 LMA de novo) sin alteracion en
la region HLA, se observaba una LOH en el resto del CRM 6, en comparacién con los linfocitos
T aut6logos del paciente.

La siguiente imagen (Figura 55) muestra los resultados obtenidos del SNP-Array de uno de
estos 3 pacientes (paciente 22, LMAs) con LOH en el CRM®6, pero con retencion de
heterocigosidad en la regiéon HLA. Los diferentes plots muestran la frecuencia del alelo B
(BAF) en las células T CD3* (A) y en las células CD34* (B y C), en diferentes momentos de la
evolucion de la enfermedad: B) 40% de células CD34* en MO, y C) 80% de células CD34"* en
MO.

Tal y como se coment6 en parrafo anterior, estos tres pacientes (paciente 13, paciente 22 y
paciente 36) mostraban perfiles clinicos desfavorables: todos ellos presentaban mutaciones en
TP53, y, ademas, los dos pacientes con LMAs presentaban cariotipos desfavorables vy, al
momento del diagndéstico, fueron considerados de Alto riesgo IPSS-R; y el paciente con LMA
de novo presentaba anomalias citogenéticas asociadas a pronostico desfavorable.
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Figura 55. Resultados del SNP-Array del CRM 6 del paciente 22 (LMAs), obtenidos en diferentes
momentos del proceso de transformacion leucémica. Los plots muestran la frecuencia del alelo B (BAF)
en las células T CD3* autblogas (A) y en las células CD34" (B-C) del paciente 22. Se cbserva un patron
de homocigosidad en la distribucion de los SNPs, que no afecta a la region HLA, en una fraccion de
células CD34", en diferentes momentos de la progresion de la enfermedad, 40% de blastos CD34* en MO
(B) y 80% de blastos CD34* en MO (C). Los SNPs en los BAF plots se encuentran alejados de la linea de
heterocigosidad (genotipo AB=0.5), y el grado de desviacion corresponde con el porcentaje de células
tumorales que presentan LOH; representando un tamafio del clon del B) ~25% y C) ~80%. La imagen
superior muestra una representacion esquematica del CRM 6. La region HLA (6p21.1-21.3) se indica en
amarillo. Los puntos negros indican la posicion del locus HLA-B en el CRM 6.
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Tabla 24. Caracteristicas de los 36 pacientes incluidos en el estudio SNP-Array.

% TIEMPO IPSS-R RIESGO
PACIENTE BL?/ISSOS OMS-2017 DIAC}EA\I\’\IIOA?_'II'ISCIJSO AL IPSS-R (Score) CITOGENETICO PERFIL MUTACIONAL TRATAMIENTO

1 7 SMD EB-1 <1 mes MAR 6 Muy Pobre TP53, U2AF1, TET2 Azacitidina
2 12 SMD EB-2 <1 mes MAR 6 Muy Pobre TP53 Azacitidina
3 11 SMD EB-2 1.5 afios MAR 7 Intermedio ND Azacitidina
4 12 SMD EB-2 6.5 afios INT 4,5 Intermedio RUNX1 Azacitidina
5 13 SMD EB-2 <1 mes MAR 85 Muy Pobre No detectada Tto. Soporte
6 10 SMD EB-2 ND ND ND ND ASXL1, RUNX1, SRSF2, IDH1, TET2 ND
7 10 SMD EB-2 <1 mes MAR 8,5 Muy Pobre TP53 Alo-TPH

10 SMD EB-2 <1 mes INT 3 Intermedio SF3B1, NPM1 Alo-TPH
9 17 SMD EB-2 <1 mes ND ND Bueno ASXL1, RUNX1, EZH2, ZRSR2, PTPN11 Tto. Soporte
10 15 SMD EB-2 <1 mes INT 3 Intermedio SF3B1 Azacitidina
11 20 LMAs 3 afios BR 2 Bueno No detectada Lenalidomida
12 22 LMAs 2 afios BR 2 Bueno SF3B1 Alo-TPH
13 34 LMAs <1 mes ND ND Muy Pobre TP53 Azacitidina
14 40 LMAs 1 afio INT 3 Bueno SF3B1, DNMT3A, TET2 Azacitidina
15 45 LMAs 2 afios MAR 65 Intermedio ASXLL, 22, ETVO, KRAS, PTPNLL Azacitidina
16 30 LMASs 1.5 afios AR 5 ND TP53, U2AF1, NRAS Azacitidina
17 25 LMAs ND ND ND Bueno RUNXZ, U2AF1, BCOR, NRAS, FLT3-TKD Azacitidina
18 40 LMAs ND ND ND ND RUNX1, EZH2, ASXL1, SF3B1, SETBP1 Azacitidina
19 57 LMAs ND ND ND ND RUNX1, SF3B1, IDH2, DNMT3A Azacitidina
20 20 LMAs ND ND ND ND TP53 Azacitidina
21 86 LMAs ND ND ND ND RUNX1, EZH2, IDH2, CUX1, STAG2 Azacitidina




%

TIEMPO

PACIENTE ~ BLASTOS ~ OMS207  DIAGNOSTICOAL IpssR oo DAESEC PERFIL MUTACIONAL TRATAMIENTO
MO ANALISIS
40 LMAs 3 meses AR 9 Muy Pobre TP53 Azacitidina
2 80 LMAs 3 meses AR 9 Muy Pobre TP53 Azacitidina
23 20 LMAs <1 mes ND ND ND DNMT3A, IDH1, NRAS Tto. Soporte
24 20 LMAs <1 mes ND ND Bueno ASXL1, RUNX1, EZH2, U2AF1 Tto. Soporte
252 1 LMMC-0 1.5 afios MAR 1 Bueno ASXL1, SRSF2, TET2 Tto. Soporte
26* 40 LMMC-0 5 afios INT 35 Bueno RUNX1, TET2, CBL, SRSF2 Azacitidina
277 2 LMMC-1 2 afios BR 2 Bueno TP53, KRAS Azacitidina
28 90 LMA de novo 3 afios NA NA NA NPM1, FLT3-TKD, WT1 Alo-TPH
29 26 LMA de novo <1 mes NA NA NA No detectada Quimioterapia
30 70 LMA de novo <1 mes NA NA NA NPM1, PTPN11 Quimioterapia
31 56 LMA de novo <1 mes NA NA NA ZRSR2 Quimioterapia
32 70 LMA de novo <1 mes NA NA NA DNMT3A Quimioterapia
33 20 LMA de novo <1 mes NA NA NA TP53 Quimioterapia
34 38 LMA de novo <1 mes NA NA NA TP53, DNMT3A Fallece poNrAr\leumonia
35 20 LMA de novo <1 mes NA NA NA TP53, DNMT3A, TET2, NRAS Azacitidina
36 70 LMA de novo <1 mes NA NA NA TP53, SETBP1 Azacitidina

MO: Médula Osea; SMD EB-1, -2: Sindrome Mielodisplésico con exceso de Blastos -1, -2; LMAs: Leucemia Mieloide Aguda secundaria a SMD; LMMC-O0:
Leucemia Mielomonocitica Cronica con <5% blastos en MO; LMMC-1: Leucemia Mielomonocitica Crdnica con 5-9% blastos en MO.
IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System; MAR: Muy Alto Riesgo; AR: Alto Riesgo, INT: Intermedio, BR: Bajo Riesgo; MBR: Muy Bajo

Riesgo.

NA: No Aplicable; ND: No Datos.

Alo-TPH: Trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos.

En la columna perfil mutacional, los genes representados en negrita se corresponden con genes de Alto Riesgo Molecular (Béjar and Steensma 2014).
2 Paciente 25, Paciente 26 y Paciente 27, se usé ADN procedente de monocitos CD14* (>40% monocitos en MO).



RESULTADOS

Tabla 25. Descripcion del cariotipo y del perfil mutacional de los 36 pacientes incluidos en el estudio con SNP-Array

DESCRIPCION PERFIL MUTACIONAL
PACIENTE OMS-2017 CARIOTIPO . VAF ;
Gen Nucleotido Proteina
(%)
44,XY, -5, -7, -13, Add(19), TP53 C. 659A>G 84 p.Tyr220Cys
1 SMD EB-1 Add(21), +3mar/45,XY TET2 €.3635T>A 84 p.Leul212*
Add(16), -18 U2AF1 c.470A>G 3 p.GIn157Arg
2 SMD EB-2 44, XY, -5, -7 TP53 c. 455C>T 47 p.Prol52Leu
3 SMD EB-2 45,XY, -7(4)/46,XY(16) ND ND ND ND
4 SMD EB-2 45X, del(11)(g21;q23) RUNX1 c.86T>C 50 p.Leu29Set
46,XX, add(6), add(10),
5 SMD EB-2 del(11), add(14), -15, -19, No Detectada
+1mar, +2mar
ASXL1 ¢.1934dupG 42 p.Gly646Trpfs*12
RUNX1 ¢.519C>T 41 p.Argl77*
6 SMD EB-2 ND SRSF2 €.284C>T 49 p.Pro95Leu
IDH1 ¢.395G>A 36 p.Arg132His
TET2 €.1648C>T 2 p.Arg550*
46,XY, del(5)(q13;933)
7 (8)/45,XY, -1, del(5),
SMD EB-2 add(10)(q26) (23)49.XY. +1, TP53 .742C>T 89 p.Arg248Trp
del(5), +11, +14 (8)
SF3B1 €.2098A>G 33 p.Lys700Glu
8 SMD EB-2 46,XX, del(7q) NPM1 C.860_863dupTCTG 26 p.Trp288Cysfs*
RUNX1 C.784C>T 72 p.Glu262*
ASXL1 ¢.1934dupG 38 p.Gly646Trpfs*12
46, XY
) SMD EB-2 EZH2 €.2216T>C 46 p.Leu739Pro
ZRSR2 ¢.370C>T 81 p.GIn124*
PTPN11 c.215C>A 11 p.Ala72Asp
10 SMD EB-2 ND SF3B1 c.1972T>A 24 p.Trp658Arg
11 LMAs 46,XX, del(59) No Detectada
12 LMAs 46,XX, del(59) SF3B1 €.2098A>G 17 p.Lys700Glu

45,XY, -3, del(5)(q13;933),
13 LMAs add(6)(p25), +8, add(17)(p13), TP53 c.844C>T 59 p.Arg282Trp
del(20)(q11.2), -22

SF3B1 €.2098 A>G 49 p.Lys700Glu
14 LMAS 47 XY, +8 DNMT3A €.2612C>T 45 p.Pro871Leu
TET2 c.4570C>T 51 p.GIn1524*
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ASXL1 €.1934dupG 42 p.Gly646Trpfs*12
EZH2 €.2003A>G 50 p.Asn668Ser
ETV6 €.1079G>C 13 p.Trp360Ser
15 LMAs 41.XY, +8 KRAS ¢.35G>T 29 p.Gly12Val
PTPN11 ¢.1508G>A 7 p.Gly503Glu
ABL1 c.820G>A 10 p.Glu274Lys
TP53 €.638G>T 67 p.Arg213Leu
16 LMAS ND U2AF1 C.467G>A 40 p.Argl56His
NRAS €.35G>C 11 p.Gly12Ala
RUNX1 c.1016_1017insGT 60 p.lle339Metfs*
U2AF1 c.101C>T 42 p.Ser34Phe
o LMAS 46, XY BCOR C.4871_4872delAG 43 p.GIn162Argfs*13
NRAS c.356G>A 22 p.Gly12Asp
FLT3-TKD €.2503G>A 13 p.Asp835Asn
RUNX1 c.404G>A 9 p. Lys580Glu
EZH2 €.1975G>A 41 p.Asp659Asn
18 LMAS ND ASXL1 €.2122C>T 44 p.GIn708*
SF3B1 €.2342A>G 44 p.Asp781Gly
SETBP1 €.2608G>A 9 p.Gly870Ser
RUNX1 c.416G>A 44 p.Argl39GIn
SF3B1 €.2098A>G 46 p.Lys700Glu
19 LMAs ND IDH2 c.419G>A 46 p.Arg140GIn
DNMT3A €.2645G>A 46 p.Arg882His
20 LMAs ND TP53 €.1043delT 57 p.Leu348Trpfs*22
RUNX1 €.792_803del10ins2 48 p.lle264Metfs*17
EZH2 c.857G>A 47 p.Cys286Tyr
EZH2 c.619C>T 48 p.Arg207*
21 LMAs ND IDH2 c.419G>A 48 p.Arg140GIn
CUX1 C.764A>T 47 p.Glu255Val
STAG2 €.226C>T 90 p.GIn76*
47,XX,del(5)(q13033),add(8) g C526T>C 4356 p.Cys176Gly
LMAs (p22)x2,add(12)(p11.2),+13,-
16[71/46,XX,add(1)(q22),del(5)
LMAs *add(8)'133??2()1,;_81)&22;“21)' P53 C526T>C 88.6 0.Cys176Gly
17,+marl,+mar2[4]
DNMT3A €.1126G>A 44.3 p.Ala376Thr
DNMT3A €.1228C>G 44.7 p.Ala410Pro
LMAs NP IDH1 €.394C>T 426 p.Arg132Cys
NRAS c.181C>A 42 p.GIn61Lys
ASXL1 C.2656A>T 32 p.Lys886*
RUNX1 €.498_508+1dup 35
LMAs 46, XX EZH2 €.261-262delTG 34 p.Ser87Argfs*38
U2AF1 c.470A>C 33 p.GIn157Pro
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ASXL1 c.1773C>A 51 p.Tyr591*
SRSF2 c.284C>A 51 p.Pro95His
25 LMMC-0 46, XY TET2 ¢.3732_3733del CT 50 p.Tyr1245Glyfs*22
TET2 €.3733_3737delTACTC 43 p.Tyr1245Glyfs*21
RUNX1 C.777dupT 40.6 p.Asn260*fs*1
RUNX1 c.593A>G 314 p.Asp198Gly
LMMC-0 46, XY TET2 c.3764dupA 45.1 p.Tyr1255*fs*1
26 TET2 ¢.3086T>G 483 p.Leu1329Arg
CBL €.1249C>T 80.6 p.Pro417Ser
SRSF2 €.284C>A 417 p.Pro95His
TP53 €.393_395delCAA 97 p.Asn131del
21 LMMC-1 46,XX, del(5a) KRAS ¢.35G>T 16 p.Gly12Val
NPM1 €.860_863dupTCTG 34 p.Trp288Cysfs*
28 LMA de novo 46, XY FLT3 €.2503G>T 43 p.Asp835Tyr
WT1 €.1307G>A 47 p.Cys436Tyr
29
LMA de novo 45, X (5) / 46, XY (15) No Detectada
LMAd Xy NPM1 ¢.860_863dupTCTG 29 p.Trp288Cysfs*
30 & novo XY +8 PTPNI1  c.205G>A 10.4 p.GIUBILYs
31
LMA de novo ND ZRSR2 €.1354C>T 51 p.Arg452Cys
32 LMA de novo 46, XX, del(5)(q13;933) DNMT3A c.2711C>T 50 p.Pro904Leu
TP53 C.488A>G 46 p.Tyrl63Cys
3 LMA de novo ND TP53 C.910+1G>A 42
46,XX,add(3)(q22),del(5)(q13q
33),del(7)(q22),add(12)(p13),- TP53 c.737T>G 56 p.Met246Arg
” LMA de novo 18,+mar[4]/46,XX,del(5),- TP53 €.659A>G 26 p.Tyr220Cys
7,der(12)t(1;12)(q21;p13),-17- 493-1G>A 23
19,+3mar[10] DNMT3A c.a5s
TP53 €.826_843del18 19.7 p.Ala276_Asp281del
TP53 c.832C>A 24.3 p.Pro278Thr
35 LMA de novo 46,XX, del(5q) DNMT3A c.1126G>A 30.4 p.Ala376Thr
TET2 €.2528 2535del8 29.7 p.Glu843Glyfs*7
NRAS ¢.35G>A 14 p.Gly12Asp
44,X,add(X)(p22),1(3;5)(927;91
5).-6,del(7)(q22).-8 - TP53 €.421T>C 426 p.Cys141Arg
36 LMA de novo 9,der(12)t(12;17)(p12;q11.2),-  TP53 €.920-2A>G 44.9
16,-17,0el(20)(q11.2), SETPBL C.3962G>A 498  p.Argl321His

+22,+2mar[20]

VAF: Variant Allele Frequency; ND: No Datos.
Los genes representados en negrita corresponden a genes de Alto Riesgo Molecular (Béjar and Steensma
2014).
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Tabla 26. Tipaje HLA genémico de los 36 pacientes incorporados en el estudio de SNP-Array.

Paciente Muestra HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1
1 #1 A*03:01 A*26:01 B*07:02 B*35:01 C*03:03 C*07:02 DRB1*15:.01 DRB1*15:.01 DQB1*05:02 DQB1*06:02
#2 A*03:01 A*26:01 B*07:02 B*35:.01 C*03:03 C*07:.02 DRB1*15:.01 DRB1*15:.01 DQB1*05:02 DQB1*06:02
5 #1 A*11:01 A*31:01 B*13:02 B*51:01 C*06:02 C*15:.02 DRB1*07:01 DRB1*08:.01 DQB1*02:02 DQB1*04:02
#2 A*11:01 A*31:01 B*13:02 B*51:01 C*06:02 C*15:.02 DRB1*07:01 DRB1*08:01 DQB1*02:02 DQB1*04:02
3 #1 A*24:02 A*32:01 B*40:06 B*52:01 C*12:02 C*15:.02 DRB1*04:.07 DRB1*13:02 DQB1*03:01 DQB1*06:04
#2 A*24:02 A*32:01 B*40:06 B*52:01 C*12:02 C*15:.02 DRB1*04:.07 DRB1*13:02 DQB1*03:01 DQB1*06:04
4 #1 A*02:02 A*13:01 B*07:02 B*15:16 C*07:02 C*14.02 DRB1*01:.03 DRB1*07:01 DQB1*02:02 DQB1*05:01
#2 A*02:02 A*13:01 B*07:02 B*15:16 C*07:02 C*14:.02 DRB1*01:.03 DRB1*07:.01 DQB1*02:02 DQB1*05:01
5 #1 A*02:01 A*02:02 B*44:02 B*58:01 C*05:01 C*07.01 DRB1*04:.05 DRB1*11:.01 DQB1*03:01 DQB1*03:01
#2 A*02:01 A*02:02 B*44:02 B*58:01 C*05:01 C*07.01 DRB1*04:.05 DRB1*11:.01 DQB1*03:01 DQB1*03:01
6 #1 A*01:01 A*24:02 B*13:02 B*44:02 C*05:01 C*06:02 DRB1*03:.01 DRB1*04:.08 DQB1*02:01 DQB1*03:01
#2 A*01:01 A*24:02 B*13:02 B*44:02 C*05:01 C*06:02 DRB1*03:.01 DRB1*04:.08 DQB1*02:01 DQB1*03:01
7 #1 A*01:01 A*03:01 B*35:08 B*44:03 C*04:01 C*16:01 DRB1*07:01 DRB1*11:.01 DQB1*05:01 DQB1*06:04
#2 A*01:01 A*03:01 B*35:08 B*44:03 C*04:01 C*16:01 DRB1*07:01 DRB1*11:01 DQB1*05:01 DQB1*06:04
8 #1 A*02:01 A*02:01 B*35:03 B*44:03 C*04:01 C*04:01 DRB1*07:01 DRB1*07:01 DQB1*02:02 DQB1*02:02
#2 A*02:01 A*02:01 B*35:03 B*44:03 C*04:01 C*04:01 DRB1*07:01 DRB1*07:01 DQB1*02:02 DQB1*02:02
9 #1 A*02:01 A*11:01 B*27:05 B*45:01 C*01:02 C*04:01 DRB1*01:01 DRB1*13:01 DQB1*03:01 DQB1*05:01
#2 A*02:01 A*11:01 B*27:05 B*45:01 C*01:02 C*04:01 DRB1*01:01 DRB1*13:01 DQB1*03:01 DQB1*05:01
10 #1 A*24:02 A*29:02 B*13:02 B*44:03 C*06:02 C*16:01 DRB1*07:01 DRB1*13:01 DQB1*02:02 DQB1*06:03
#2 A*24:02 A*29:02 B*13:02 B*44:03 C*06:02 C*16:01 DRB1*07:01 DRB1*13.01 DQB1*02:02 DQB1*06:03
#1 A*30:02 B*18:01 C*05:01 DRB1*03:01 DQB1*02:01
11
#2 : : : : : : 2:01
12 #1 A*02:01 B*18:.01 C*07:01 DRB1*11:04 DQB1*03:01
#2 A*02:01 : : B*18:01  C*07:01 : : DRB1*11:04 DOB1*03:01 :
13 #1 A*03:01 A*32:01 B*15:01 B*52:01 C*03:03 C*12:02 DRB1*04:.04 DRB1*15:.02 DQB1*03:02 DQB1*06:01
#2 A*03:01 A*32:01 B*15:01 B*52:01 C*03:03 C*12:02 DRB1*04:04 DRB1*15:02 DQB1*03:02 DQB1*06:01
1 #1 A*30:02 A*33:01 B*14:02 B*40.01 C*03:04 C*08:02 DRB1*04:.04 DRB1*13:03 DQB1*03:01 DQB1*03:02
#2 A*30:02 A*33:01 B*14:02 B*40.01 C*03:04 C*08:02 DRB1*04:04 DRB1*13:03 DQB1*03:01 DQB1*03:02
15 #1 A*01:01 A*02:01 B*18:01 B*39:01 C*05:01 C*12:03 DRB1*14:.01 DRB1*15:.01 DQB1*05:03 DQB1*06:02
#2 A*01:01 A*02:01 B*18:01 B*39:01 C*05:01 C*12:03 DRB1*14:.01 DRB1*15:.01 DQB1*05:03 DQB1*06:02




Paciente _ Muestra HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRBL HLA-DQBL
16 #l___ A*0LOL A*31:01 B*08:0L _B*53:01 _C*04:01 _ C*07:01 DRB1*01:01 DRB1*03:01 _DQBI1*02:0 _DQBI1*05:01
#2____ A*0LOL A*32:01 B*08:0L _B*53:0L _C*04:01 _ C*07:01 DRB1*01:01 DRB1*03:01 _DQB1*02:0l _DQBI1*05:01
17 #l__ A*25.01 A*30:02 B*18:01 _B*44:02__C*05:01 _ C*05:01 DRB1*10:01 DRB1*13:01 _DQBI1*05:01 _DQBI1*06:03
#2___ A*25.01 A*30:02 B*18:01 _B*44:02__C*05:01 _ C*05:01 _DRB1*10:01 DRB1*13:01 _DQBI1*05:01 _DQBI1*06:03
18 #L_ AR2402 A*30:02 B*18:0L _B*50:0L _C*05:01 _ C*06:02__DRB1*03:01 DRB1*04:04 DQBI1*02:01 _DQB1*04:02
#2___ AR402 A*30:02 B*18:0L _B*50:0L _C*05:01 _ C*06:02__DRB1*03:01 DRB1*04:04 DQBI1*02:01 _DQB1*04:02
19 #1__ A*02.01 A*02:05 B*18:0L__B*50:0L _C*05:01 _ C*06:02__DRB1*03:01 DRB1*11:01 _DQBI1*02:01 _DQB1*03:01
#2___ A*02:01 A*02:05 B*18:01 _B*50:0L _C*05:01 _ C*06:02 _DRB1*03:01 DRBI1*11:.01 _DQB1*02:01 _DQB1*03:01
20 #L__ A*02:05 A*31:01 B*14:01 _B*58:0L _C*07:01 _ C*08:02__DRB1*03:01 DRB1*04:05 DQB1*02:01 _DQB1*03:02
#2___ A*02:05 A*31:01 B*14:01 _B*58:0L _C*07:01 _ C*08:02__DRB1*03:01 DRB1*04:05 DQB1*02:01 _DQB1*03:02
o1 ¥l A*29:02 A*33:03 B*44:02__B*44:03___C*05:01 _ C*16:01 _DRBI*01:01 DRBI1*12:01 _DQB1*03:01 _DQB1*05:01
#2__ A*29:02 A*33:03 B*44:02__B*44:03__C*05:01 _ C*16:01 _DRBI*01:01 DRBI1*12:01 _DQB1*03:01 _DQB1*05:01
. ¥l A*0LO01 A*03:01 B*07:02__B*18:0L _C*07:01 _ C*07:02__DRB1*03:01 DRB1*04:01 _DQB1*02:01 _DQB1*03:01
#2___ A*0LOL A*03:01 B*07:02__B*18:01 _C*07:.01 _ C*07:02__DRB1*03:01 DRB1*04:01 DQBI1*02:0l _DQB1*03:01
’ #L__ A*02.01 A*23:01 B*37:01 _B*49:01 _C*06:02__ C*07.01 _DRB1*11:01 DRB1*11:03 DQBI1*03:0l _DQB1*03:01
#2___ A*02.01 A*23:01 B*37:0L _B*49:01 _C*06:02__ C*07.01 _DRB1*11:01 DRB1*11:03 DQBI1*03:0l _DQB1*03:01
o4 #L__ A*02.01 A*24:02 B*49:01 _B*49:01 _C*07:.01 _ C*07.01 _DRB1*07:01 DRB1*07:01 _DQBI1*02:02__DQB1*02:02
#2___ A*02.01 A*24:02 B*49:01 _B*49:01 _C*07:.01 _ C*07.01 _DRB1*07:01 DRB1*07:01 _DQBI1*02:02__DQB1*02:02
. #L AR402 A*29:02 B*07:02__B*44:03__C*07:02__ C*16:01 _DRB1*07:01 DRB1*15:01 _DQBI1*02:02 _DQB1*06:02
#2__ A*24:02 A*29:02 B*07:02__B*44:03 _C*07:02__ C*16:01 DRB1*07:01 DRBI1*15:01 _DQB1*02:02 _DQB1*06:02
- #lL__ A*11.01 A*32:01 B*51:01 _B*55:0L _C*03:03 _ C*15:02 _DRB1*04:07 DRB1*13:01 _DQB1*03:01 _DQB1*06:03
#2__ A*1101 A*32:01 B*51:01 _B*55:0L _C*03:03 _ C*15:02 _DRB1*04:07 DRB1*13:01 _DQB1*03:01 _DQB1*06:03
o7 ¥l A*0LO01 A*11:01 B*35:02_ B*53:0L _C*0401 _ C*04:01 DRBI1*13:01 DRBI1*13:02__DQB1*06:04__DQB1*06:03
#2__ A*0LO0L A*11:01 B*35:02 B*53:0L C*04:01 _ C*04:01 DRB1*13:01 DRB1*13:02 DQB1*06:04 DQB1*06:03
#1 = A*26:01 = B*38:01 = C*12:03__DRBL*01.03 = DQB1*03:02 =
28 #2 |__A*02.01 A*26:01 B*07.02__B*38:0L__C*07:02 _ C*12:03 _DRBI1*01:03 _DRB1*04:02__DQB1*03:02__DQB1*05:01
’9 #l A*02.01 A*66:01 B*51:05 B*41:02 _C*04:01 _ C*17.01 DRB1*04:03 DRB1*04:04 DQB1*03:0l _DQB1*06:03
#2_ A*02.01 A*66:01 B*51:05 B*41:.02 C*04:01 _C*17.01 DRB1*04:03 DRB1*04:04 DQB1*03:0l DQB1*06:03
20 #l__ A*1L0L A*11:01 B*27:05_ B*35.01 _C*01:02 _ C*04:01 _DRB1*01:01 DRB1*14:01 DQBI1*05:01 DQB1*05:03
#2_ A*IL0L A*11:01 B*27:05 B*350L C*01:02 _C*04:01 DRB1*01:01 DRB1*14:01 DQBI1*05:01 DQB1*05:03
a1 #1L__ A*03.01 A*31:01 B*35:03 B*38:0L _C*04:01 _ C*12:03 _DRB1*13:01 DRB1*16:01 _DQBI1*05:02 _DQB1*06:03
#2 __ A*03.01 A*31:01 B*35:03 B*38:0L C*04:01 _C*12:03 DRB1*13:01 DRB1*16:01 DQBI1*05:02 DQB1*06:03




Paciente Muestra HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1
39 #1 A*24:02 A*32:01 B*35:03 B*35:08 C*04:.01 C*04:.01 DRB1*11:.01 DRB1*13:02 DQB1*03:01 DQB1*06:09
#2 A*24:02 A*32:01 B*35:03 B*35:08 C*04:01 C*04:.01 DRB1*11:01 DRB1*13:02 DQB1*03:01 DQB1*06:09
33 #1 A*26:01 A*66:01 B*41:02 B*44:03 C*16:01 C*17:01 DRB1*03:01 DRB1*07:01 DQB1*02:01 DQB1*02:02
#2 A*26:01 A*66:01 B*41:02 B*44:.03 C*16:01 C*17:.01 DRB1*03:.01 DRB1*07:01 DQB1*02:01 DQB1*02:02
34 #1 A*02:01 A*29:02 B*44:02 B*44:.03 C*05:.01 C*16:01 DRB1*04:.04 DRB1*17:01 DQB1*02:02 DQB1*03:02
#2 A*02:01 A*29:02 B*44:02 B*44:.03 C*05:.01 C*16:01 DRB1*04:.04 DRB1*17:01 DQB1*02:02 DQB1*03:02
35 #1 A*24:02 A*30:02 B*07:02 B*18:01 C*05:.01 C*07:02 DRB1*01:.01 DRB1*03:01 DQB1*02:01 DQB1*05:01
#2 A*24:02 A*30:02 B*07:02 B*18:01 C*05:.01 C*07:02 DRB1*01:.01 DRB1*03:01 DQB1*02:01 DQB1*05:01
36 #1 A*02:01 A*68:02 B*35:02 B*53:01 C*04:01 C*04:.01 DRB1*11:04 DRB1*13:02 DQB1*03:01 DQB1*06:04
#2 A*02:01 A*68:02 B*35:02 B*53:.01 C*04:01 C*04:.01 DRB1*11:04 DRB1*13:02 DQB1*03:01 DQB1*06:04

Tipaje HLA mediante tecnologia Luminex de las 36 muestras incluidas en el estudio array-SNP, utilizando el ADN proveniente de células purificadas CD34* (Muestra #1) y
de linfocitos T CD3* aut6logos (Muestra #2). (*): Pacientes 25, 26 y 27, el ADN usado en el anlisis fue obtenido de monocitos CD14* previamente purificados (Muestra #1).
(-): Alelo no detectado/no asignado. Los cuadros en rojo indican los tres pacientes del estudio en los que se ha detectado una pérdida de un haplotipo HLA.



RESULTADOS

45.2.2. Grupos HLA-C y HLA-Bw en relacion a receptores KIR en los
pacientes con LOH

Tras llevar a cabo los estudios de array en el CRM 6 vy el tipaje HLA de los 36 pacientes
incluidos en el estudio, nos propusimos investigar si pudiese existir alguna relacion entre la
presencia de LOH en la region HLA y determinadas caracteristicas de los alelos HLA que
estuvieran relacionadas con la activacion/inhibicion de las células NK y, consecuentemente, con
el inmunoescape.

En este contexto, como se ha comentado anteriormente, es conocido que diversos alelos HLA
son ligandos de receptores inhibidores (KIR) presentes en las células NK, por lo que la ausencia
y/o disminucion de alguno de ellos en la célula tumoral conllevaria a la activacion NK y a la
eliminacion por parte de ésta del clon patolégico.

A la vista de los resultados anteriores, hemos detectado una CN-LOH en la region HLA en 3 de
los 36 casos analizados. En otros tres pacientes del estudio, hemos observado una LOH a lo
largo del CRM 6, sin llegar a afectar los loci HLA. Curiosamente, 2 de los 3 casos con CN-LOH
HLA fueron homocigotos para los grupos HLA-C (HLA-C1/C1) (Tabla 27). En estos casos, en
principio, la pérdida de cualquier haplotipo HLA y la posterior duplicacion del existente, no
alteraria el balance de sefiales inhibidoras, de tal manera que la célula tumoral no seria
susceptible al ataque mediado por células NK.

Por otro lado, no observamos ningun caso con LOH completa en el CRM 6 en el grupo de
pacientes heterocigotos para los grupos C (HLA-C1/C2). Solamente se observa un caso
heterocigoto (HLA-C1/C2) que presenta una CN-LOH HLA parcial, es decir, que afecta a un
subgrupo de células CD34*. En este paciente heterocigoto (HLA-C1/C2), la pérdida de un
haplotipo conllevaria a una cierta activacion de las células NK; pero, sin embargo, la progresion
de la enfermedad podria explicarse por la duplicacion de los ligandos de inhibicion para el alelo
HLA-C conservado, al producirse una CN-LOH, en lugar de una LOH.

Tabla 27. Caracterizacién de los grupos HLA C1/C2 en los 36 pacientes incluidos en el SNP-Array

PACIENTE OMS-2017 HLA-C HLA-C GRUPOS HLAC o
1 LMAs C*05:01 C*07:01 cl/c2 *g|
3 SMD EB-2 C*12:02 C*15:02 cuc2 NO
5 SMD -EB-2 C*05:01 C*07:01 c1/c2 NO
7 SMD EB-2 C*04:01 C*16:01 cuc2 NO
15 LMAs C*05:01 C*12:03 Cc1/C2 NO
16 LMAs C*04:01 C*07:01 c1/c2 NO
21 LMAs C*05:01 C*16:01 cuc2 NO
30 LMA de novo C*01:02 C*04:01 cl/c2 NO
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31 LMA de novo C*04:01 C*12:03 c1/c2 NO
33 LMA de novo C*16:01 C*17:01 cl/c2 NO
34 LMA de novo C*05:01 C*16:01 c1/c2 NO
9 SMD EB-2 C*01:02 C*04:01 cl/c2 NO
35 LMA de novo C*05:01 C*07:02 c1/c2 NO
26 LMMC-0 C*03:03 C*15:02 c1l/c2 NO
10 SMD EB-2 C*06:02 C*16:01 c1/c2 NO
23 LMAs C*06:02 C*07:01 cl/c2 NO
12 LMAs C*07:01 C*12:03 Cl/c1 *Sl
28 LMA de novo C*07:02 C*12:03 Cci1/c1 *SI
13 LMAs C*03:03 C*12:02 Ci1/c1 Sl
22 LMAs C*07:01 C*07:02 Cc1/c1 Sl
1 SMD EB-1 C*03:03 C*07:02 Cc1/c1 NO
4 SMD EB-2 C*07:02 C*14:02 Cl/c1 NO
14 LMAs C*03:04 C*08:02 Cc1/Cc1 NO
20 LMAs C*07:01 C*08:02 Cc1/c1 NO
25 LMMC-0 C*07:02 C*16:01 C1/Cc1 NO
24 LMAs C*07:01 C*07:01 Cl/C1 NO
36 LMA de novo C*04:01 C*04:01 c2/Cc2 SI
2 SMD EB-2 C*06:02 C*15:02 c2/c2 NO
6 SMD EB-2 C*05:01 C*06:02 c2/c2 NO
8 SMD EB-2 C*04:01 C*04:01 c2/c2 NO
17 LMAs C*05:01 C*05:01 c2/c2 NO
18 LMAs C*05:01 C*06:02 C2/Cc2 NO
19 LMAs C*05:01 C*06:02 c2/c2 NO
27 LMMC-1 C*04:01 C*04:01 c2/C2 NO
29 LMA de novo C*04:01 C*17:01 c2/C2 NO
32 LMA de novo C*04:01 C*04:01 c2/c2 NO

SMD EB-1, -2: Sindrome Mielodisplésico con exceso de Blastos -1, -2; LMAs: Leucemia Mieloide Aguda
Secundaria a SMD; LMMC-0: Leucemia Mielomonocitica Cronica con <5% blastos en MO; LMMC-1: Leucemia

Mielomonocitica Cronica con 5-9% blastos en MO. *LOH detectada en la regién HLA (6p21).
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En relacion a las especificidades HLA-Bw, la siguiente tabla (Tabla 28) muestra los alelos
HLA-B con sus respectivas especificidades (Bw4/Bw6), de los tres pacientes a los que se les
detectd6 CN-LOH HLA.

Tabla 28. Caracterizacién de los grupos HLA-Bw en los 3 pacientes en los que se detect6 CN-LOH
HLA mediante SNP-Array

PACIENTE OMS-2017 HLA-B (Bw)* HLA-B (Bw)* coHn';eAr'vi‘go C:;t';gf
1 LMAs B*18:01 (Bw6) B*51:01 (Bw4) Bw6 PARCIAL
12 LMAs B*18:01 (Bw6) B*39:01 (Bw6) Bw6 COMPLETA
28 LMA de novo B*07:01 (Bw6) B*38:01 (Bw4) Bw4 COMPLETA

* Los alelos HLA-B marcados en negrita pertenecen al haplotipo HLA conservado. **Completa: CN-LOH HLA se
detectd en la totalidad de las células CD34*. Parcial: CN-LOH HLA se detect6 en un subgrupo de las células CD34".

En base a estos resultados, se postula que, en el paciente 28, la inhibicion de las células NK se
llevé a cabo, de forma adicional, gracias a la presencia del ligando inhibidor HLA-Bw4; ya que,
en dicho caso, se conservO el haplotipo HLA que contenia el alelo HLA-B con dicha
especificidad. Por otro lado, en el paciente 12, tampoco se generaria susceptibilidad NK, pero en
este caso, debido a que la célula NK no reconoce pérdidas de alelos con especificidad Bwe,
pues no presenta receptores para dichos ligandos. Sin embargo, el Gnico caso en el que se
generaria activacién de las células NK en base a dichas especificidades, es en el paciente 11, ya
gue debido a la LOH HLA, la célula tumoral ha perdido los ligandos inhibidores Bw4.

4.5.3. Estudio de LOH en el CRM 15

Paralelamente, con el fin de comprobar que las alteraciones presentes en el gen de la f2m son
infrecuentes en el SMD, se llevo a cabo un estudié mediante SNP-Array en el CRM 15, en los
36 pacientes a los que inicialmente se les llevé a cabo el estuio LOH CRM 6. De igual forma, se
utiliz6 el ADN procedente de blastos CD34* previamente purificados, excepto en los casos
diagnosticados con LMMC, en los que se utiliz6 en ADN de monocitos CD14* purificados. En
todos los casos, se utiliz6 como control el ADN procedente de las células T CD3* autélogas de
cada paciente.

En base a los resultados, no se detecté LOH en el CRM 15 en ninguno de los 36 pacientes
analizados. Los resultados del SNP-Array mostraron un patron de heterocigosidad en la
distribucion de los SNPs a lo largo de todo el CRM 15, tanto en las células CD34* como
linfocitos T CD3", en todos los casos estudiados. A continuacién, se muestran los resultados del
array en el CRM 15 de uno de los pacientes a los que inicialmente se le detecté una LOH en la
region HLA (Paciente 12) (Figura 56).
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Figura 56. Resultados del SNP-Array del CRM 15 en el paciente 12 (SMD del(5q)). Los puntos negros
indican la posicion del gen de la p2m en el CRM 15. Los resultados del array indican un patron de
heterocigosidad (genotipos 0, 0.5, 1) en (A) la fraccion CD34*, que coincide con el patrdn de SNPs

observado en los (B) linfocitos T CD3* aut6logos del paciente.

A diferencia de lo observado en el SMD y otras neoplasias hematoldgicas donde las alteraciones
en el gen de la f2m son infrecuentes, en tumores solidos estos eventos ocurren con elevada
frecuencia. A continuacion, se recogen los resultados obtenidos del array en el CRM 15 de una
linea tumoral de melanoma. Como se puede observar en la Figura 57, se detecta una delecion
intersticial, de aproximadamente 25 Mb, que engloba el gen de la f2m.
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Figura 57. Resultados del SNP-Array del CRM 15 en una linea tumoral de melanoma. Los puntos
negros indican la posicion del gen de la f2m en el CRM 15. Se detectdé una delecién intersticial de
aproximadamente 25 Mb (indicada en el rectangulo rojo) que involucra el gen de la f2m. Los resultados
del array indican un patrén de homocigosidad en esta zona (genotipos AA=0 y BB =1), en comparacion
con el patrén de heterocigosidad encontrado en el resto del CRM 15 (genotipos AA=0, AB=0.5, BB= 1).
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5. DISCUSION

Los SMD son un grupo hetereogéneo de neoplasias clonales que afectan a la HSC,
caracterizados por citopenia, displasia y hematopoyesis ineficaz; con riesgo variable de
progresion a LMA. Diversos autores indican que dicha progresion puede estar mediada por un
crecimiento selectivo del clon tumoral influenciado por un perfil genético determinado. En esta
linea, las anomalias citogenéticas y las mutaciones somaticas recurrentes constituyen dos de los
principales eventos génicos que dirigen el desarrollo y progresion de la enfermedad (Béjar and
Steensma 2014; Papaemmanuil et al., 2013; Seliger et al., 2002).

Sin embargo, independientemente a la adquisicion de factores de riesgo por parte de la célula
displasica, el SMD puede desarrollarse con cambios progresivos que afectan a la
inmunovigilancia tumoral. El papel del sistema inmunitario en el SMD es complejo e incluso
puede resultar ambiguo o contradictorio como lo demuestra el hecho de que se plantean
estrategias terapéuticas de inmunosupresion e inmunoestimulacion (Glenthgj et al., 2016). Se
postula que, en las fases iniciales de la enfermedad, existe un control inmunitario de la clona
maligna; mientras que, en fases de progresién y expansion de la misma, prevalecen mecanismos
de escape inmunoldgico.

El modelo de inmunoedicion del cancer, ademas de tener en cuenta la funcion protectora del
sistema inmunitario ante la aparicion de tumores, incorpora la idea de que el tumor es capaz de
escapar al reconocimiento por parte de éste y originar de forma activa, mecanismos de escape
tumoral (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004). Asi, el curso del SMD podria explicarse de
acuerdo con el modelo de inmunoedicion del cancer, donde la fase crénica o etapas inicales de
la enfermedad representarian la fase de “equilibrio”, en la que el sistema inmunitario y la célula
tumoral permanecerian en un equilibrio dindmico durante largos periodos de tiempo; y la
transformacién a leucemia representaria la fase de “inmunoescape”. Por tanto, el SMD supone
un buen modelo de estudio donde poder determinar los componentes implicados en esta
transformacion hacia la malignidad.

En este sentido, la progresion tumoral se veria condicionada por multiples factores que
dependen no s6lo de cambios genéticos y epigenéticos adquiridos por la célula tumoral que
afectan a diversas rutas bioquimicas clave (apoptosis, ciclo celular, etc..), sino también debido a
cambios que afectarian la inmunogenicidad de la célula CD34*; para eludir asi los mecanismos
efectores que controlan el desarrollo neoplasico. No obstante, en este contexto de escape
inmunolégico, se debe considerar también el microambiente en el que se desarrolla el tumor.

Hasta la fecha, los estudios recogidos en pacientes con SMD han sido llevados a cabo de forma
independiente. Esta es la primera vez en la que realiza un analisis conjunto de los factores
genéticos e inmunoldgicos; y a la vez simultaneo, en el mismo grupo de pacientes, con el fin de
obtener una perspectiva general de los diversos mecanismos implicados en la evolucion del
SMD vy posterior transformacion leucémica. Ademas, por otro lado, la mayoria de los autores se
centran en el papel del microambiente tumoral. Sin embargo, nosotros quisimos estudiar otros
posibles mecanismos de inmunoevasion, que pudiesen afectar a las caracteristicas intrinsecas de
la clona neoplésica. Por todo esto, se llevdo a cabo de forma paralela, el estudio
inmunofenotipico del microambiente tumoral, junto con un andlisis de las caracteristicas
genéticas e inmunogénicas que pudieran afectar a la célula tumoral.

142



DISCUSION

51. CAMBIOS EN LA COMPOSICION IMMUNITARIA DEL
MICROAMBIENTE TUMORAL

Los anélisis inmunofenotipicos del microambiente medular y periférico revelan una
alteracion de la respuesta inmunitaria, tanto innata como adaptativa, presente desde las etapas
iniciales de la enfermedad, y que se mantiene hasta los estados avanzados de la misma; creando
un microambiente tumoral que promueve la inmunoevasién y la transformacion leucémica. En
general, destacamos cambios relevantes que afectan a diversas poblaciones leucocitarias.

El microambiente tumoral en pacientes con SMD revela una linfopenia que afecta a las tres
subpoblaciones linfocitarias (linfocitos T, B y células NK); siendo marcada y profunda la
disminucién en el nimero absoluto de linfocitos T CD4*. Ademas, de forma general, se observa
un aumento de marcadores asociados con células T exhaustas, cambios inmunofenotipicos
relacionados con una alteracion en la funcionalidad de células NK, y un microambiente
enriquecido en células MDSC.

En relacion con la poblacion linfocitaria T CD4*, se observé una fuerte disminucion en nimero
absoluto y frecuencia en el grupo de pacientes con SMD en SP, en comparacién con el grupo
control. Ademads, dicha disminucion se mantuvo entre los diferentes grupos de riesgo
establecidos (IPSS/IPSS-R/Riesgo citogenético) y en el grupo de pacientes con LMAs. Los
resultados sugieren que la disminucién T CD4* es la responsable de la alteracion de la ratio
CD4:CD8 observada en estos pacientes, tal y como ha sido descrita en estudios previos. Un
trabajo reciente ha demostrado que la disminucién de linfocitos T CD4* en el SMD es un
proceso que ocurre de forma independiente a la edad, observandose una ratio CD4:CD8
inversamente alterada tanto en el grupo de pacientes en edades jévenes como en personas de
edad avanzada (Zou et al., 2009). Ademas, en el SMD se ha observado un aumento de la
fragilidad celular de los T CD4* naive, debido a un aumento de la apoptosis celular por la
sobrexpresion de ligandos FAS/presencia de TNF-a, o por conversion hacia linfocitos TCD4 de
memoria. A su vez, dicha disminucién T CD4* naive se ha asociado con un aumento en la
proliferacion, siendo mas marcada en el grupo jévenes de pacientes con SMD, relacionandose
asi con una mayor respuesta a IST (Zou et al., 2009).

A diferencia de lo que ocurre con la subpoblacion celular T CD4*, otros autores no encuentran
diferencias en la frecuencia de linfocitos T CD8" entre el grupo control y el SMD. En nuestro
estudio, encontramos un ligero aumento de la frecuencia de linfocitos T CD8* como
consecuencia de la linfopenia T CD4" observada. Sin embargo, observamos también que la
subpoblacion T CD8* disminuye en nimero absoluto en SP con respecto al grupo control,
aungue no de forma significativa. De igual forma, esta ligera disminucion se mantiene entre los
grupos de bajo y alto riesgo IPSS/IPSS-R y riesgo citogenético.

Atendiendo a la composicion funcional de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4
(Thi, Thl7, Th22, Treg), nuestros resultados no revelan cambios significativos en la proporcion
de estas poblaciones T funcionales con respecto a los controles, a excepcion de las células Th22.
Las células Th22 son linfocitos T CD4* que secretan IL-22, pero que no expresan IL-17 o IFN-
y. De forma similar a otros estudios, nuestros resultados demuestran que la frecuencia de este
subtipo celular se encuentra aumentada en SP de pacientes con SMD, en comparacion con el
grupo control; sin embargo, a diferencia de lo recogido en la bibliografia, no observamos
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diferencias significativas entre los grupo de pacientes bajo y alto riesgo de progresion segun
scores IPSS, aunque se observa un aumento no significativo de células Th22 en los grupos de
riesgo elevado IPSS e IPSS-R. Nuestros resultados sugieren que las células Th22 estan
relacionadas con la inmunoevasion en el SMD, contribuyendo asi a la progresion de la
enfermedad. En esta linea, las células Th22 han sido implicadas en la patogénesis de varios
tumores sélidos, y en un numero de neoplasias hematoldgicas, tales como LMA o LLA (Tian et
al., 2013; Yuetal., 2014).

A diferencia de los resultados obtenidos para las células Th22 periféricas, no observamos
diferencias estadisticamente significativas para las células Thl ni Th17 entre el grupo de
pacientes diagnosticados con SMD vy el grupo control. En relacion a la frecuencia de células
Th1, nuestros resultados estan en consonancia con otros estudios. Se ha relacionado a las células
Th1 con el desarrollo de procesos inflamatorios autoinmunes, tal y como se ha visto que ocurre
en las etapas inicales del SMD. Pero, aunque estudios previos muestran un aumento de
citoquinas caracteristicas de la respuesta celular Thl (IFN-y y TNF-a) en el SMD,
posteriormente se ha confirmado que estas citoquinas derivan principalmente de los macréfagos
medulares (Kitagawa et al., 1997). Por otro lado, en relacién a las células Thl7, estudios
Ilevados a cabo por Kordasti y col. muestran un aumento en la frecuencia de estas células en el
grupo de pacientes con SMD de bajo riesgo IPSS (Kordasti et al., 2009); sin embargo, las
frecuencias observadas en nuestro grupo de pacientes no varian entre dichos grupos de riesgo.
Ademas, a diferencia de otros grupos, tampoco observamos correlacion estadistica entre las
células Thl7 y las células Th22. A la vista de nuestros resultados, ambos tipos celulares no
estan relacionados con la patogénesis en el SMD.

Por otro lado, hay que destacar también la ausencia de significacion estadistica obtenida en el
estudio para las células Treg en la progresion del SMD y los valores contradictorios en los
diferentes grupos de riesgo. Las células Treg han sido identificadas en una gran variedad de
tumores sélidos y neoplasias hematoldgicas, creando un microambiente inmunosupresor, y
asociandose con el desarrollo neoplésico (Nishikawa et al., 2014). Mientras que algunos autores
postulan un aumento en la frecuencia de dicho conjunto celular en el grupo de pacientes con
SMD de alto riesgo IPSS y en etapas avanzadas de la enfermedad (>5% blastos MO) (Kordasti
et al., 2007), nuestros resultados no confirman los datos recogidos hasta la fecha. No
observamos diferencias durante la progresion de la enfermedad, con una ratio CD8:Treg
constante. Contradictoriamente, se observa un aumento significativo de células Treg en el SMD
de bajo riesgo IPSS-R, y/o en el grupo de pacientes que presentan riesgo citogenético elevado;
por lo que, en base a nuestros resultados, las células Treg no son un pardmetro indicativo de
progresion en el SMD.

Por otro lado, se quiere enfatizar la elevada presencia de linfocitos T, principalmente CD8*, que
expresan el marcador CD39, asociado a linfocitos T exhaustos. El antigeno CD39 expresado por
los linfocitos T contribuye a la generacion de un microambiente inmunosupresor; tal y como ha
sido observado en tumores sélidos, o en neoplasias hematoldgicas, como la LLC, entre otras
(Canale et al., 2018; Perry et al., 2012). En nuestro estudio, este marcador se encuentra
significativamente aumentado en los linfocitos T CD4*y CD8" en pacientes con transformacion
leucémica, LMAs. Diversos autores postulan un aumento de la frecuencia de CTLs (aumento de
expresion HLA-DR y CD25) en el SMD de bajo riesgo en comparacion con el alto riesgo,
responsables de los fendmenos de autoinmunidad medular (Epling-Burnette et al., 2007b).
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En consonancia con esto, es 1dgico pensar que el marcador CD39 se encuentre aumentado en las
etapas tardias de la enfermedad, donde encontrariamos un aumento de linfocitos T CD8*
exhaustos tras activacion cronica. Ademas, datos provenientes de otros autores sugieren que la
disminucién de los CTLs podria estar relacionada con el aumento de la expresion de PD-1 en
linfocitos T y su ligando, PD-L1, expresado sobre la célula tumoral CD34*. Estas moléculas se
encuentran aumentadas en el grupo de pacientes con SMD (se discutira posteriormente). En esta
linea, se ha observado en tumores solidos, que las células T CD8* exhaustas (CD39%) aumentan
la expresion de mdaltiples receptores inhibidores, tales como PD-1, LAG-3, entre otros; por lo
que es posible que en el SMD participen en la disminucion de la respuesta celular T CD8*
citotoxica observada por otros autores.

Con respecto a la subpoblacion linfocitaria B, nuestros datos son consistentes con otros
estudios, donde se observa una disminucion en la frecuencia de esta poblacion celular. En la
linea de lo observado por Sternberg y col., encontramos una disminucién en pacientes con
SMD. Este grupo ha demostrado que la HSC presenta un menor potencial de diferenciacion
hacia células B progenitoras y paralelamente, un aumento en los niveles de apoptosis
intramedular de células CD19* en los diferentes estadios de diferenciacién celular (Sternberg et
al., 2005).

Sin embargo, los hallazgos mas importantes los encontramos en relacién a la poblacion de
celulas NK y a las células MDSC. Basandonos en las células NK, parecen mas importantes las
alteraciones fenotipicas que puedan afectar a la funcionalidad de dicha célula, antes que a
cambios en la célula diana (alteraciones en la expresion total o parcial de antigenos HLA en la
superficie de la célula diana: el clon tumoral CD34%). Nuestros resultados revelan una
importante reduccion de receptores activadores de células NK y un aumento en la frecuencia de
células NK con fenotipo no citotoxico, durante las fases temprana y tardia de la enfermedad. Se
observé un aumento significativo del subconjunto celular NK CD565" el cual presenta un
papel principalmente inmunomodulador (Freud et al., 2017), y una disminucion en la expresion
de receptores activadores, NKG2D, NKp46 y CD161 en pacientes con SMD. Ademas, la
frecuencia del receptor NKG2D disminuyd significativamente en el grupo de pacientes con
elevado porcentaje de blastos segun la OMS 2017, en el grupo de pacientes con score
prondstico IPSS de alto riesgo de progresién, y en el grupo de pacientes que presentan riesgo
citogenético elevado. En base a estos resultados, se podria postular que la pérdida de receptores
activadores en las células NK se relaciona con el grupo de pacientes de SMD que presentan un
alto riesgo de progresién leucémica. Ademas, la disminucion de estos receptores activadores es
incluso mas marcada en aquellos pacientes con transformacién leucémica, LMAs.

Similar a nuestros hallazgos, la disminucion en los niveles de expresion de receptores
activadores en células NK ha sido observada en otras neoplasias hematolégicas, como LMC,
LMA, y en la leucemia de linfocitos grandes granulares, asocidndose con una disminucion en la
funcion y citotoxicidad de células NK (Costello et al 2002; Farnault et al., 2012). En pacientes
con SMD, los defectos en la funcion NK se atribuyen a la expresion defectuosa de receptores
NCR. Epling y col. encontraron una disminucion del receptor NKG2D, relacionadndola
estrechamente con una menor citotoxicidad NK (Epling-Burnette et al., 2007a). Sin embargo, la
expresion del receptor Nkp46 no se encontr6 alterada. Ademas, observaron que la alteracion de
la citotoxicidad NK se relacionaba con el alto riesgo de progresion segun score IPSS, cariotipos
alterados y SMD con exceso de blastos.
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Paralelamente, un estudio llevado a cabo por Hejazi y col. observé una elevada frecuencia del
subconjunto celular inmaduro no citotoxico CD565"9" en pacientes con SMD y una disminucion
del subconjunto CD56%™, relacionando asi la disminucion de este Gltimo con un descenso en la
citotoxicidad NK (118). Acorde con estos resultados, nosotros observamos un aumento del
subconjunto  CD568™"™ junto con una disminucién del subconjunto NK citotéxico
(CD56*CD16%), por lo que, simultdneamente, la respuesta de células NK alterada en el SMD se
podria relacionar con defectos en su maduracion. Es conocido que, en condiciones normales, el
subconjunto CD56%™ representa en SP aproximadamente el 90% de la totalidad de células NK.
Similarmente, CD56%™ predomina también en el compartimento medular, mientras que el
subconjunto CD56B" se concentra en los 6rganos linfoides secundarios. Sin embargo, se ha
observado que, en sitios de inflamacion periférica, las células NK CD565"9" representan el 40-
60% del total de células NK, y se caracterizan por la expresion del receptor CD69 (fenotipo
activado) (Carrega et al., 2008; Dalberth et al., 2004).

De forma anéloga, el SMD se caracteriza por un microambiente inflamatorio que acompafia a
las fases inicales de la enfermedad, por lo que nuestros resultados van en consonancia con los
datos recogidos en la bibliografia. En base a esto, encontramos un aumento, aungue no tan
pronunciado, de la proporcion (%) de células CD565™" periféricas en pacientes con SMD,
alcanzando hasta en algunos casos, valores del 20%. Los resultados no solo se restringen a
pacientes con SMD, sino que el aumento CD56"" ha sido también observado en tumores
solidos, tales como cancer de mama o pulmon (Carrega et al., 2008; Perea et al., 2017a).

Por otro lado, Hejazi y col. confirman la implicacion de la familia de receptores inhibidores
KIRs en la patogénesis del SMD; sin embargo, nosotros no hemos observado cambios
significativos en la expresion de dichos receptores, tanto activadores como inhibidores
estudiados. Por lo que, nuestros resultados sugieren que la expresion de receptores NKG2D y
NCRs, y no las interacciones entre receptores KIRs y las moléculas HLA-C, se asocian con la
progresion a LMA.

Por ultimo, se confirma la disminucién de células NK (n° absoluto y frecuencia) en pacientes
con SMD con respecto al grupo control; siendo mas marcada en los grupos SMD de riesgo
elevado (exceso de blastos e IPSS).

En relacion al componente mieloide supresor, se observé un aumento significativo de ambos
conjuntos celulares (PMN-MDSCs y Mo-MDSCs) en pacientes con SMD y LMAs, en
comparacion con el grupo control. Por otro lado, el aumento de células Mo-MDSC se
correlacioné con una mayor frecuencia de células CD34* en SP en pacientes con SMD. El
aumento de células MDSC favoreceria el escape inmunitario por parte de las células tumorales y
aumentaria el riesgo de progresion a LMA. Nuestros resultados son consistentes con los de otros
grupos donde esta poblacion celular se encuentra significativamente aumentada en el SMD y en
muchos tipos de canceres (cancer de pulmdn, colon, mama, ect.), asociandose con etapas
avanzadas de la enfermedad (Draghiciu et al., 2015; Waldron et al., 2013). Ademas, parece ser
que la frecuencia de MDSCs esta aumentada en los pacientes con mieloma multiple,
correlacionandose con la progresion de la enfermedad. Un estudio reciente muestra un aumento
de la frecuencia de Mo-MDSCs en pacientes con LLC, asocidndose también a fases avanzadas
de la enfermedad y prondstico desfavorable (Liu et al., 2013).
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Ademas, hemos observado un aumento en la frecuencia de células MDSCs en el grupo de
pacientes con SMD de elevado riesgo de progresion (elevado porcentaje de blastos segun OMS
2017, elevado score IPSS/IPSS-R y cariotipos complejos). En esta linea, Kittang y col.
observaron un aumento de la frecuencia y nimero absoluto de células MDSC en el grupo de
pacientes IPSS de alto riesgo en comparacion con los de bajo riesgo, en SP. Ademas, dicho
estudio publicado en 2015 revela que los porcentajes de MDSCs fueron més altos en los grupos
SMD AREB en comparacion con aquellos con bajo porcentaje de blastos; asi como en donantes
sanos (Kittang et al., 2015).

Por otro lado, se investigd si los cambios observados en las diferentes subpoblaciones
linfocitarias presentes en el microambiente medular de pacientes con SMD, reproducian los
datos observados en SP. Atendiendo a la composicién del pool linfocitario T, se observo que
tanto el microambiente medular como el periférico estaban compuestos principalmente por
linfocitos T CD3*, con una elevada frecuencia de linfocitos T CD8*, y con una clara inversion
de la ratio CD4:CD8. Enfatizamos que, los resultados obtenidos para dichas poblaciones
linfocitarias, se mantienen cuando estudiamos el microambiente medular y periférico en el
grupo de muestras pareadas.

De forma similar, no encontramos diferencias significativas en la composicién funcional de las
diferentes subpoblaciones linfocitarias T (Thl, Thl7, Th22, Treg) y de sus respectivas ratios
(Th1/Treg, Th1/Th17 y CD8/Treg), entre las muestras de MO y SP. Ademas, se confirmé que la
frecuencia de dichas subpoblaciones celulares fue similar en el grupo de muestras pareadas. De
acuerdo con estos resultados, sugerimos que la composicion celular T y la linfopenia T CD4*
descrita previamente en SP en pacientes con SMD, son un reflejo de lo que ocurre en el
compartimento medular.

Sin embargo, encontramos un aumento en MO de la frecuencia de marcadores asociados a
inmunosupresion de células T o linfocitos T exhaustos (CD39), con respecto a SP. Ademas,
observamos diferencias en relacion al componente NK, con un aumento del fenotipo no
citotoxico CD565™" y una mayor frecuencia del receptor activador NKG2D en el
compartimento medular. En base a los datos obtenidos en el estudio, sugerimos que la
composicién del pool linfocitario en MO de los pacientes con SMD reproduce lo que ocurre en
SP; con excepcién de las células NK y de la expresion de algunos sus receptores activadores;
predominando en el compartimento medular factores relacionados con la inmunosupresion.

5.2. MUTACIONES SOMATICAS EN EL SMD

En relacion al perfil mutacional en pacientes con SMD, analizamos 54 genes asociados a
neoplasias mieloides mediante técnicas de NGS, utilizando un panel comercial que permitia
evaluar la presencia de todas las mutaciones relevantes comunicadas por el grupo Haferlach y
col. en los grandes estudios. El andlisis se llevo a cabo en 92 casos de pacientes diagnosticados
con SMD y LMAs, donde se analiz6 la variabilidad mutacional y su posible relevancia en la
progresion de las células malignas. Encontramos mutaciones somaticas en aproximadamente el
80% de los pacientes estudiados. Gracias a las técnicas de NGS, el conocimiento acerca de los
genes con papel relevante en el SMD se ha expandido enormemente en los ultimos 6 afios, de
manera que la identificacion de pacientes con mutaciones somaticas ha ido amentando con el
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paso del tiempo, tal y como se evidencia en diferentes publicaciones. Béjar y col. observaron un
51% de pacientes con al menos una mutacion descrita (Béjar et al., 2011); Papaemmanuil y col.
identificaron un 74% de pacientes con mutaciones por secuenciacion (Papaemmanuil et al.,
2013), y Haferlach y col., en su Gltimo estudio describieron que el 89,5% de los pacientes
presentaban mutaciones somaticas (Haferlach et al., 2014), resultados similares a los observados
en nuestro trabajo, donde casi el 80% de los pacientes presentaron mutaciones en los genes
estudiados.

Los genes que aparecen mutados con mayor frecuencia en el grupo de pacientes con SMD
coinciden con los publicados previamente por los distintos grupos (Ver Figura 33 en
Resultados). TET2 y SF3B1 presentaban mayor frecuencia de mutacion en nuestro estudio, en
torno al 20-30% de los casos. Entre un 10-20% de los pacientes presentaban mutaciones en los
genes ASXL1, DNMT3A, RUNXZ; en torno al 10% de los pacientes presentaron TP53 mutado;
entre el 5-10% de los pacientes se detectaron mutaciones en ZRSR2, EZH2 y U2AF1; y en el
resto de genes del panel se encontraron mutaciones somaticas en menos del 5% de los pacientes.

Encontramos mutaciones somaticas en proporciones similares entre los pacientes de SMD de
bajo y alto riesgo OMS (1,6 mutaciones/paciente en muestras de SMD bajo riesgo, 1,8
mutaciones/paciente en SMD alto riesgo), sin embargo, la media de mutaciones totales aumenta
en la LMAs (4,5 mutaciones/paciente). Nuestros resultados difieren en parte de los hallados por
Haferlach y col (Haferlach et al., 2014). En su estudio, la mayoria de los pacientes (73%) con
SMD de bajo riesgo (AR, ARSA, CRDM) y citogenética normal presentaban una media de 1,5-
2 mutaciones/paciente, similar a nuestros datos; pero, sin embargo, observaron en pacientes de
SMD de alto riesgo (AREB-1 y -2) una media de 3,5-4 mutaciones/paciente; dato por el
contrario obtenido en nuestro estudio en el grupo de pacientes con LMAs.

A pesar de encontrar un nimero similar de mutaciones en pacientes de alto y bajo riesgo, en lo
que si existen diferencias es en el tipo de genes afectados. Las mutaciones en genes
correspondientes a la via de la metilacion del ADN (TET2, DNMT3A) y a la del procesamiento
del ARNm (SF3B1) estaban representadas de manera notable en pacientes con SMD de bajo
riesgo (IPSS-R muy bajo, bajo), mientras que las mutaciones en genes relacionados con la
reparacion del ADN (TP53) y en genes modificadores de cromatina (ASXL1) se encontraban en
SMD de alto riesgo (IPSS-R intermedio, alto y muy alto). Estos resultados estan en consonancia
con los publicados previamente (Haferlach et al., 2014; Papaemmanuil et al., 2013).

La presencia de mutaciones en los genes TP53, ETV6, ASXL1, RUNX1, EZH2 ha sido
asociada con una menor SG y con un incremento en el riesgo de transformacion aguda con
independencia de los sistemas prondsticos convencionales (IPSS e IPSS-R) (Béjar and
Steensma 2014). También, la acumulaciéon de un mayor nimero de mutaciones totales y/o la
presencia de elevadas frecuencias alélicas en el clon patoldgico, han sido asociadas con un
aumento en el riesgo de progresion en pacientes con SMD (Papaemmanuil et al., 2013). En
consonancia con estos datos, hemos encontrado un mayor numero de pacientes con mutaciones
en genes HMR en las fases mas avanzadas del SMD (73.9% pacientes en la fase tardia vs. 40%
pacientes en la fase inicial), asociandose la presencia de dichas mutaciones con la evolucion de
la enfermedad. Paralelamente, hemos encontrado mayores VAFs en los genes estudiados en la
fases mas tardias de progresion del SMD.

148



DISCUSION

Ademas, se quiso comprobar si la aparicion de mutaciones o un status mutacional definido en el
clon patoldgico, pudiera tener un reflejo en la composicion inmunitaria del microambiente
tumoral. Por ello, dicho estudio recoge por primera vez, un analisis conjunto del perfil
mutacional y del entorno en el cual se produce el desarrollo neoplasico. Destacamos que, ni el
score mutacional, ni la categoria de la mutacion (alto vs. bajo riesgo molecular), ni los valores
de VAFs, estan asociados con cambios relevantes en la composicion del microambiente
tumoral, por lo que, a la vista de nuestros resultados, podemos concluir que las mutaciones
somaticas contribuyen a la progresion clonal en el SMD de forma independiente al entorno
inmunitario.

Por otro lado, es conocido el elevado impacto pronéstico de las anomalias citogenéticas
recurrentes asociadas a los SMD, presentes en aproximadamente un 45% de los pacientes al
diagndstico. Acorde con estos resultados, nosotros hemos identificado alteraciones en el
cariotipo en el 50% de los pacientes, asocidndose la presencia de cariotipos complejos con las
etapas mas avanzadas de la enfermedad (exceso de blastos).

A diferencia de lo que hemos descrito en referencia a las mutaciones somaticas (no observamos
relacion alguna entre el perfil mutacional y el microambiente tumoral en la progresion del
SMD), hemos observado una asociacién entre el perfil citogenético y/o score IPSS-R (el cual
engloba dicha variable) y la composicion inmunitaria; observandose asi un microambiente
mucho mas alterado y favorable para el desarrollo neoplésico en aquellos casos con mayor
riesgo citogenético de progresion (Alto riesgo IPSS-R y/o riesgo citogenético).

5.3. CAMBIOS INTRINSECOS QUE AFECTAN A LA INMUNOGENICIDAD
DE LA CELULA TUMORAL

Se ha demostrado que la disfuncién del sistema inmunitario del huésped representa uno
de los principales mecanismos por los que los tumores evaden la inmunovigilancia, aunque ésto
también puede estar asociado a factores relacionados con el tumor, incluyendo la expresion
deficiente de moléculas HLA-I o el aumento de la expresion del ligando PD-L1 (Fouad and
Aanei 2017; Hanahan and Weinberg 2000).

Varios estudios revelan que la expresion de PD-L1 se encuentra aumentada en tumores sélidos y
neoplasias hematoldgicas (Freeman et al., 2000; Keir et al., 2008), y dicho mecanismo parece
estar implicado en la inmunoevasion en los pacientes con SMD (Yang et al., 2014). Un estudio
llevado a cabo por Yang y col. revel6 que el 36% de los 69 pacientes con SMD estudiados
mostraron sobreexpresion de PD-L1 sobre precursores hematopoyéticos CD34* (Yang et al.,
2014). Nosotros confirmamos que las células CD34* de pacientes con SMD expresan el ligando
PD-L1, lo que puede suprimir tanto los procesos de la inmunidad innata como adaptativa, al
unirse a su receptor en linfocitos T y células NK; y que, acorde con otros grupos, dicha
expresion disminuye significativamente en pacientes con LMAs (Yang et al., 2014).

Ademas, quisimos estudiar la posibilidad de que diversas alteraciones en la expresion de

moléculas HLA-I estuvieran involucradas en la patogénesis del SMD, sugiriendo un posible
mecanismo de inmunoevasion que explicara la transformacion y la rapida evolucion en algunos

149



DISCUSION

pacientes. Las moléculas HLA-I son vitales en el reconocimiento de la célula tumoral por los
CTLs, por lo que su disminucién reduce la presentacion antigénica y permite a la célula tumoral
evadir la inmunovigilancia. Este mecanismo ha sido observado en una amplia variedad de
tumores (Garrido et al., 1997; Perea et al., 2017a; Seliger et al., 2000; Seliger et al., 2002).

Actualmente, la mayoria de las inmunoterapias estan enfocadas a la inhibicion de los immuno
checkpoints, principalmente el complejo PD-1/PD-L1, favoreciendo asi la respuesta inmunitaria
y la eliminacién tumoral; sin embargo, sélo se beneficia una pequefia proporcion de pacientes
(Chowell et al., 2018; Garrido et al.,, 2016). Se ha demostrado que la eficacia de la
inmunoterapia depende de la expresion de las moléculas HLA-I, como ha sido recientemente
observado en cancer de pulmon, donde tumores HLA-I* han sido asociados con una respuesta a
la inmunoterapia, en contraposicién de aquellos HLA-I- (McGranahan et al., 2017). Dada que la
expresion de moléculas HLA-I es estrictamente necesaria para que se desencadenen respuestas
antitumorales efectivas por los CTLs, quisimos evaluar el nivel de expresion de estas moléculas
en las células CD34* de pacientes diagnosticados con SMD.

En nuestro estudio, se observd de forma general, una disminucion en los niveles de expresién
HLA-I globales en los blastos CD34" y en linfocitos T CD3* de pacientes con SMD, en
comparacion con el grupo control. Esta disminucién generalizada en ambos tipos celulares
puede atribuirse a la alteracién del proceso de hematopoyesis medular observado en estos
pacientes, donde la expresion de otros antigenos, como el CD11b, CD13, etc., decaen también
en la serie granulocitica (disgranulopoyesis). En esta linea, otros autores han identificado
mediante aCGH las mismas alteraciones citogenéticas en el blasto CD34* que en los linfocitos T
CD3* (Vercauteren et al., 2012).

Sin embargo, no existe variacion en la expresion de moléculas HLA-I entre las células CD34"y
los linfocitos T CD3* autélogos cuando analizamos a cada paciente individualmente. Es decir, la
expresion HLA-1 se conserva en los blastos del SMD vy, en consonancia con otros estudios
llevados a cabo en células leucémicas de diversas neoplasias hematoldgicas, raramente se
observa un descenso o pérdida completa de la expresién HLA-I en los blastos CD34* (Masuda
et al., 2007). De forma similar, en una publicacion de 25 pacientes diagnosticados con LMA, la
expresion HLA-I se conservé en todos los casos estudiados (Dubois et al., 2012). En nuestro
estudio, el analisis de la expresion HLA-I se llev6 a cabo utilizando AcMo dirigidos frente al
complejo HLA-ABC/B2m, por lo que no se descarta la posibilidad de que puedan existir
pérdidas alélicas o a nivel de locus.

Ademas, los niveles de IMF HLA-I en la célula CD34* y durante los diferentes estadios de
progresion definidos durante el proceso de maduracion mieloide medular (estadio I, 11, 11y IV),
no mostraron expresion aberrante alguna o asisoncromia. Es decir, estas moléculas mostraron
durante el proceso de diferenciacién celular una down-regulacién gradual completamente
equivalente a lo observado en las muestras control.

Acorde con estos resultados, nosotros no hemos observado ningln caso con pérdida total de
expresion HLA. Nuestros resultados sugieren que las mutaciones u otras alteraciones que
inactiven al gen de la p2m o en otros componentes de la APM que originen la ausencia
completa de expresion HLA en la superficie tumoral, no son seleccionadas positivamente por el
clon patolégico. De hecho, no hemos observado ningin caso de los 36 pacientes estudiados
mediante SNP-Array, que presente una LOH en el cromosoma 15. Estos resultados
conjuntamente con la expresion de antigenos HLA en superficie, revelan que en contra de lo
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observado en tumores solidos y en algunas neoplasias hematoldgicas de tipo linfoma, el gen
B2m no es un gen conductor (“driver”) de las neoplasias hematologicas de estirpe mieloide con
expresion leucémica.

Existen pocos estudios que refieran alteraciones HLA en leucemias, y sélo se han descrito
mutaciones que afectan a alelos (Wetzler et al., 2011). Paraddjicamente, si existen datos que
recogen la presencia de mutaciones en el gen de la p2m en pacientes con DLBCL y en otros
tipos de linfomas (Riemersma et al., 2000). Es probable que la presencia de células HLA-I
negativas en los linfomas esté permitida, al igual que en ocurre en otros tumores sélidos (Perea
et al., 2017a). Nosotros especulamos que la ausencia completa de expresion de antigenos HLA o
alteraciones que afecten al gen de la f2m no son permisivas en las leucemias linfoblésticas o
mieloblasticas, debido a que la ausencia total de expresién HLA-I las haria susceptible a un
ataque mediado por células NK.

Se conoce desde hace tiempo que la transformacion maligna de la célula tumoral se asocia con
una alteracion en la expresion de moléculas de HLA-I (Garrido et al., 1997). Esta anomalia
proporciona a las células neoplésicas la capacidad para escapar del reconocimiento por parte del
sistema inmunolégico adaptativo (Garrido et al., 1997; Seliger et al., 2002). Nuestro grupo ha
participado activamente en la identificacion de muchos de los mecanismos moleculares que
estan implicados en los distintos tipos de alteraciones HLA observadas, algunos de los cuales
(LOH, mutaciones en el gen de la p2m), suponen lesiones genéticas irreversibles con impacto
negativo en la inmunoterapia (Garrido et al., 1997; Méndez et al., 2007; Paschen et al., 2003).
Se han identificado desde pérdidas completas, a la pérdida de haplotipo, pérdida de locus o
pérdida de alelo; y pueden ser explicadas en el contexto de la inmunoedicion del cancer. De
acuerdo con estudios recientes, el mecanismo de escape observado con mayor frecuencia en la
mayoria de los tumores consiste en la pérdida de haplotipo HLA-I como consecuencia de una
LOH, debido a mecanismos de aUPD; sugiriendo una estrategia comin de inmunoevasion
(Chowell et al., 2018; McGranahan et al., 2017). Este escenario conlleva la presentacion de un
menor repertorio antigénico por parte de la célula tumoral a los linfocitos T CD8*, en
comparacion con un estado de heterocigosidad, originando una disminucién en la efectividad de
la respuesta antitumoral llevada a cabo por los CTLs (Chowell et al., 2018; McGranahan et al.,
2017).

Hasta la fecha, los estudios de inmunohistoquimica y las diferentes herramientas utilizadas para
la determinacién del nimero de copias han documentado pérdidas de HLA-I en una gran
variedad de tumores sélidos, a pesar de la complejidad del estudio debido a la naturaleza de la
muestra y a los polimorfismos de los loci HLA-I (McGranahan et al., 2017). Esta alteracion
HLA-I se ha reportado en un 90% de los casos con cancer cervical (Koopman et al., 2000), en el
49% de los pacientes con carcinoma de pulmén (McGranahan et al., 2017; Perea et al., 2017a),
y en el 20-70% de los casos con melanoma (Paschen et al., 2003) y carcinoma laringeo (Maleno
et al., 2002). Pese a esto, la mayoria de las investigaciones han sido llevadas a cabo en tumores
solidos, detectando una alta frecuencia de pérdidas HLA-I en comparacion con las neoplasias
hematoldgicas; siendo en estos casos la pérdida de haplotipo HLA-I un mecanismo infrecuente
(Wetzler et al., 2001). Sin embargo, paraddjicamente se ha detectado una elevada frecuencia de
LOH HLA mediante aUPD (aproximadamente el 20%) en pacientes con LMA que han recaido
tras haber recibido un TPH HLA Haploidéntico (Vago et al., 2009; Villalobos et al., 2010).
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Llama la atencion la baja frecuencia de LOH en la region 6p observada en un amplio nimero de
casos con SMD y/o LMAs. Hemos detectado LOH que incluye la region HLA en una baja
proporcién de pacientes (3/36 casos), demostrando que esta alteracion genética es un evento
raro (Masuda et al., 2007) en relacion con la frecuencia observada en otras neoplasias
hematoldgicas, particularmente linfomas (Sebastian et al., 2016). De los 36 pacientes
diagnosticados con SMD vy otros trastornos hematol6gicos (LMA de novo y LMMC) a los que
se les llevo a cabo el estudio de SNP-Array, detectamos una CN-LOH HLA en s6lo 3 de los 36
casos estudiados (8,3%). Curiosamente, estos pacientes con CN-LOH HLA presentaban perfiles
clinico-bioldgico favorables; con ausencia de factores de riesgo, como la presencia de
mutaciones de alto riesgo molecular y/o cariotipos complejos. Destacamos que es el primer
estudio en el que se detecta una CN-LOH HLA en dos pacientes (LMAs y LMA de novo), que
recayeron tras un TPH “HLA Idéntico” (Montes et al., 2018).

El paciente 12, fue diagnosticado de SMD del(5q) aislado, con bajo riesgo de progresion
leucémica segun score IPSS/IPSS-R, y cariotipo bueno (bajo riesgo citogenético). Ademas, la
misma mutacion SF3B1 fue detectada en el segundo pre-TPH, y tras la posterior recaida y
transformacion leucémica (20% blastos MO). Tal y como aparece recogido en la bibliografia,
las mutaciones en SF3B1 se asocian con buen prondstico, y en esta linea, también han sido
asociadas con un desarrollo clinico post-trasplante favorable (Béjar et al., 2014b). El otro
paciente (paciente 11) fue diagnosticado de LMAs vy, de forma analoga al paciente 12,
presentaba un perfil clinico favorable. EI ultimo paciente al que se le detecté una CN-LOH HLA
(paciente 28) fue diagnosticado de LMA de novo sin anomalias citogenéticas. Ademas, las
mutaciones detectadas en el momento de la recaida post-TPH (FLT3-TKD, NMP1, WT1), no
han sido recogidas en la bibliografia como marcadores moleculares asociados a prondstico
clinico desfavorable (Dohner et al., 2017).

Es probable que la pérdida selectiva de antigenos HLA en estos tres pacientes favorezca la
inmunoevasion tumoral, y explique la expansion y proliferacion leucémica. En esta linea, un
estudio reciente llevado a cabo en pacientes con LMMC, observé un aumento en la ratio de
homocigosidad de los loci HLA-A, -B, -C y -DRB1, en comparacién con la poblacion general;
sugiriendo la LOH HLA como un posible mecanismo de inmunoevasion (Shah et al., 2011).
Ademas, en un trabajo llevado a cabo por Katagiri y col. en pacientes con AA, se observé una
CN-LOH en el CRM 6 que incluia la regién HLA en la célula tumoral; sugiriendo un posible
mecanismo de escape frente a los fendmenos de autoinmunidad llevados a cabo por los CTLs,
reduciendo asi la presentacion de autoantigenos, hasta el momento desconocidos (Katagiri et al.,
2011). Nosotros creemos que en ausencia de mecanismos que expliquen el comportamiento
agresivo de la enfermedad en estos tres pacientes, todos ellos con caracteristicas clinicas y
perfiles mutacionales favorables, la LOH HLA podria ser un importante mecanismo de
inmunoevasion que explicaria la evolucion clonal y la transformacion leucémica que
experimentaron.

Hasta la fecha, como se ha comentado anteriormente, la pérdida del haplotipo HLA no
coincidente en el clon patologico debido a fenémenos de aUPD, ha sido observado
aproximadamente en el 20% de los pacientes tras haber recibido un TPH HLA haploidéntico
(Vago et al., 2009; Villalobos et al., 2010). Sin embargo, este es el primer estudio en el que se
ha detectado una LOH HLA en dos pacientes con LMAs que han recaido tras haber recibido un
TPH HLA-Idéntico.
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Sin embargo, quisimos investigar las caracteristicas inmunogenéticas que reunian estos
pacientes para que un fendmeno de LOH hubiera ocurrido, ya que como nos hemos referido
anteriormente, estas alteraciones son excepcionales en neoplasias hematoldgicas y s6lo descritas
en el contexto del trasplante haploidéntico en el cual se ha destacado la importancia de las
células NK, y la incompatibilidad en los grupos de HLA-C (HLA-C1/C2). En los dos pacientes
de este estudio que habian recibido un trasplante HLA idéntico ocurrié que sus alelos HLA-C
pertenecian al mismo grupo. En nuestra situacion, la LOH result6 permisiva y la célula tumoral
que perdio el haplotipo HLA resultd probablente invisible a la accion de las células NK.
Ademas, en estos pacientes, no se generd suceptibilidad NK en base a las especificidades HLA-
Bw. Curiosamente, en uno de estos dos pacientes, la LOH HLA originé la pérdida del haplotipo
HLA que contenia el alelo HLA-B con especificidad HLA-Bw6, mientras que el alelo
perteneciente al grupo HLA-Bw4 fue conservado por la célula tumoral. En este sentido, los
ligandos HLA-Bw4 se unen a receptores inhibidores KIR presentes en las células NK, por lo
que la pérdida de alelos HLA-Bw6 ha sido previamente descrita como un mecanismo de escape
no sélo de los CTLs, sino también de células NK (Demanet et al., 2004).

Curiosamente, el paciente con LMAs en el que se detectdé una LOH HLA parcial (no presente en
la totalidad de la fraccion celular CD34"), presentaba alelos HLA-C pertenecientes a diferentes
grupos C de células NK (HLA-C*07:01 (grupo C1) y HLA-C*05:01 (grupo C2)) (ligandos de
receptores inhibidores KIR presentes en las células NK). Si bien la pérdida de un haplotipo
HLA en la célula tumoral la haria susceptible al ataque por células NK, debido a la ausencia de
la sefial inhibidora de receptores KIRs especificos para el alelo HLA-C perdido, esto no ocurrié.
Una posible explicacion en este caso puede ser atribuible a la existencia de una CN-LOH antes
gue una LOH, lo que llevaria consigo una duplicacién de las sefiales de inhibicién por el alelo
HLA-C conservado.

Por otra parte, no hemos detectado ningun caso con LOH HLA en el grupo de pacientes que
presentaban un elevado riesgo de progresion segun IPSS/IPSS-R, presencia de mutaciones
asociadas a riesgo molecular y/o cariotipos complejos. En ausencia de LOH o pérdida completa
de HLA, el mecanismo de escape de células tumorales que potencialmente pueden acumular la
expresién de mas neoepitopos antigénicos debido a la mayor presencia de mutaciones,
necesariamente debe de hacerse en el contexto de los cambios que hemos observado en el
microambiente inmunitario y que no favorecen el desarrollo de respuestas citotoxicas. Con
independencia de que la acumulacion de esos factores de riesgo le suponga a la célula tumoral
una ventaja en la capacidad de proliferacién celular que supere la resistencia del sistema
inmunitario, parece obvio que el control inmunitario se ejerceria en condiciones desfavorables
por las alteraciones funcionales que hemos descrito en nuestro estudio y que también han sido
observadas en otros en estudios previos.

En resumen, de nuestros estudios de HLA, creemos que el hecho de que las células leucémicas
estén en contacto directo con las células NK en el SMD y otros desordenes hematoldgicos,
podria explicar por qué la pérdida total de expresién HLA o la pérdida de haplotipo HLA, son
mecanismos infrecuentes y raramente observados en las neoplasias hematoldgicas, en
contraposicion a los tumores sélidos. De hecho, tal y como se ha comentado anteriormente, s6lo
se han observado mutaciones que afectan al gen de la p2m en linfomas (Challa-Malladi et al.,
2011).
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Una posible explicacion es que la pérdida total de expresion HLA-I en la célula tumoral la haria
susceptible al ataque por células NK, mientras que la pérdida parcial de alelos HLA-I la
protegeria de la respuesta simultanea de linfocitos T y células NK (Garrido et al., 1997; Watson
et al., 2006). En este sentido, a diferencia de lo que ocurre en las leucemias, en los tumores
solidos la célula neoplésica estaria menos expuesta a la accion de las células NK (Carrega et al.,
2008). En definitiva, es probable que existan también bastantes restricciones para que la LOH
HLA se produzca en algunas neoplasias hematoldgicas. En esta linea, proponemos las
siguientes razones:

- En primer lugar, que existan defectos o dificultades en el homing de las células NK,
que eviten el contacto directo con la célula tumoral. Recientemente, nuestro grupo ha
identificado en céncer de pulmoén que los nidos tumorales HLA-I negativos estan
pobremente infiltrados por CTLs y células NK (Perea et al., 2017a).

- En segundo lugar, es probable que la LOH HLA ocurra preferentemente en aquellos
grupos de pacientes que sean homocigotos para los alelos HLA-C (Dubois et al., 2012,
Garrido et al., 1997, Middleton et al., 2007).

- En tercer lugar, la LOH podria ocurrir en individuos con incompatibilidad en HLA-C
siempre que concurra una CN-LOH, es decir, que se conserve el nimero de copias en
la region HLA (Dubois et al., 2012; Perea et al., 2017b). Si esto no ocurre, la LOH
HLA conllevaria a una menor inhibicién de la célula NK y a un mayor reconocimiento
por parte de ésta de la célula tumoral.

- En cuarto lugar, la ausencia de una respuesta antitumoral efectiva en el
microambiente tumoral, donde las células NK muestran un fenotipo no citotoxico
como hemos observado, podria ser la razén por la que ocasionalmente se observen
pérdidas alélicas.

De este estudio se puede concluir que la progresién del SMD parece transcurrir con cambios
gue afectan a diferentes poblaciones inmunitarias, que inhibirian el desarrollo de una respuesta
antitumoral efectiva. El escape inmunitario en el SMD se puede producir por el deterioro
funcional de células T y NK y por la presencia de células MDSC, antes que por fenémenos de
inmunoedicion que afecten al reconocimiento antigénico de la célula tumoral, y que se
circunscriben, como se ha comentados anteriormente, a casos muy concretos. Paralelamente, las
mutaciones somaticas representan eventos génicos que contribuyen a la progresiéon clonal,
independientemente de factores inmunoldgicos y/o factores que afectan a la inmunogenicidad
de la célula neoplésica (HLA), donde la presencia de mutaciones asociadas a riesgo molecular,
tienen un gran impacto en la progresion tumoral. Estos resultados pueden constituir nuevos
biomarcadores con valor prondstico. Por ejemplo, la LOH HLA representaria un mecanismo de
inmunoevasién con valor pronostico desfavorable e impacto clinico negativo, no respondedor a
inmunoterapia; por lo que seria razonable su estudio en aquellos pacientes con SMD
catalogados inicialmente de bajo riesgo de progresion en los que la inmunoterapia pueda estar
indicada. En definitiva, un mejor conocimiento de los distintos mecanismos implicados en la
inmunoevasién tumoral en el SMD podrian ser de gran importancia a la hora de plantear nuevas
estrategias terapéuticas que medien en la ruptura de la tolerancia inmunoldgica frente al tumor.
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6. CONCLUSIONES

1) El anélisis de poblaciones leucocitarias en el grupo de pacientes con SMD reveld que esta
enfermedad transcurre con valores absolutos significativamente bajos en las tres subpoblaciones
linfocitarias mayoritarias, siendo especialmente marcada la reduccion de células T CD4. Por
otra parte, la distribucién de las poblaciones leucocitarias en sangre periférica es practicamente
un reflejo de lo que se observa en el microambiente medular de los pacientes con SMD,
remarcandose, el deterioro funcional de células Ty NK.

2) La progresion del SMD a LMA lleva consigo un deterioro funcional de células T (aparicion
de marcadores de células T exhaustas), de células NK (disminucion de receptores de
activacion), y un aumento de células mieloides supresoras. Los cambios observados pueden
explicar que en la progresion de la enfermedad se genere un microambiente inmunitario que no
favorezca el desarrollo de respuestas citotoxicas frente al clon tumoral.

3) Las alteraciones en la expresion de moléculas HLA en la célula tumoral no son frecuentes en
los pacientes con SMD. No hemos observado ningun caso con pérdida total de estos antigenos y
solamente ha sido posible detectar, en casos muy concretos, pérdida de heterocigosidad debida a
deleciones en el brazo corto del cromosoma 6. Estos resultados contrastan con lo observado en
tumores s6lidos humanos. Es probable que el control inmunitario llevado a cabo por células NK,
imposibilite la presencia de células con fenotipo | (pérdida total) y fenotipo Il (pérdida
haplotipica) en la médula y/o sangre periférica de estos pacientes.

4) Los estudios de SPN-Array demostraron gue, en los casos con homocigosidad para los genes
HLA, no existié variacion en el nimero de copias; por lo que la LOH transcurre por la pérdida
del material genético en un cromosoma 6, concomitantemente con la duplicacion y/o
recombinacion somatica del otro cromosoma (CN-LOH). Estas alteraciones se han observado en
pacientes que evolucionaron dramaticamente aln a pesar de no presentar factores genéticos
asociados con riesgo de progresion.

5) Este mecanismo, descrito en el SMD por primera vez, permitiria el escape simultaneo a los
linfocitos T y células NK, por lo que podria interpretarse en el contexto de un proceso de
inmunoseleccion que explicaria el curso agresivo de la enfermedad. No obstante, dicho
mecanismo de evasién resultaria preferentemente permisivo en pacientes que presentan
homocigosidad para los grupos HLA-C, probablemente porque en estas circunstancias, las
alteraciones HLA pasarian inadvertidas al control de las células NK.

6) Las mutaciones somaticas representan factores prondsticos desfavorables, que actlan de
forma independiente y no se correlacionan con los cambios en el microambiente inmunitario.
Por el contrario, cariotipos complejos se han encontrado asociados a un entorno inmunitario
mucho mas favorable para el desarrollo y la progresion del clon displasico.

158






ANEXO






ANEXO

7. ANEXO

Tabla Suplementaria 1. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de MO en pacientes con SMD de Alto Riesgo y Bajo
Riesgo de progresion segun score IPSS. P, significacion estadistica entre el grupo Alto Riesgo
y Bajo Riesgo.

Alto Riesgo IPSS Bajo Riesgo IPSS P
Linfocitos Totales (%) 26,6+16,3 20,7+10,7 0.140
Linfocitos T (%0)
CD3 65,4+9,9 68,8+2,7 0.693
CD4 26,8+5,4 3,813 0.185
CD8 32,8+7,4 32,2412 0.657
Células NK (%0) 12442 13,7419 0.464
Linfocitos B (%) 8,4%2,6 13,9+1,2 0.098
Linfocitos T CD4 (%)
Thl 23,8+2,5 21,9+2,8 0.551
Th17 12,5+4,5 14,2+17 0.734
Th22 11,3+4,7 6,4+1,9 0.196
Treg 4,840,5 8,7+0,7 0.037
CD4*CD39* 8,6+3,5 11,0£2,1 0.925
CD4*PD-1* 6,1+0,9 9,6+1,7 0.423
Linfocitos T CD8 (%)
CD8*CD39* 7,4+1,1 10,1+2,8 0.663
CD8*PD-1* 11,0+0,8 12,1+14 0.824
Ratio células T

CD4/CD8 1,240,2 1,2+0,08 0.850

CD8/Treg 6,7+1,6 6,4+1,2 0.821

Th1/Th17 3,6+0,9 2,3+0,5 0.733

Thl/Treg 3,6+0,6 3,712 0.654

Células NK (%0)

CD56Bright 9,745,3 14,1423 0.482
CD56*CD16* 64,1+1,7 59,1+6,7 0.823
CD56*CD16- 10,7474 15,0+6,8 0.502
CD56°CD16* 15,1+0,1 11,5+2,9 0.146

Células NK CD56* (%)
NKG2D 82,0+7,1 77,6+3,4 0.560
NKp46 56,4+18,0 72,4+3,0 0.427
CD161 84,5+7,1 79,8%£2,9 0.791
Células NK CD56* (%)

KIR2DL1 3,27+1,3 12,1+2,5 0.056

KIR2DS1 1,6+1,6 3,817 0.395

KIR2DL1/S1 1,5+4,2 1,0+1,3 0.671

KIR2DL2/S2 39,6+4,5 12,2425 0.155

KIR2DL3 0.9+0,3 24,0£3,5 0,451

Células CD34* (%) 6,7+3,6 1,3+1,2 0,001

PD-L1 (%) 47,1+17,3 15,8+3,2 0,502

HLA (MFI) ND ND ND

162



ANEXO

Tabla Suplementaria 2. MediatEEM de las diferentes poblaciones celulares y receptores
antigénicos en muestras de SP en pacientes con SMD de Alto Riesgo y Bajo Riesgo de
progresion segun score IPSS. P, significacion estadistica entre el grupo Alto Riesgo y Bajo
Riesgo.

Alto Riesgo IPSS Bajo Riesgo IPSS P

Linfocitos Totales (células*10-3/mL) 1518,7+264,7 1295,4+99,1 0.573
Linfocitos T (células*10-3/mL)

CD3 1198,1+245,6 858+76,1 0.357

CD4 653,3+157,8 454,3+32,3 0.423

CD8 485,7+148,2 349,4+36,1 0.859
Células NK ( células*10-3/mL) 155,4+1,6 249,4+35,6 0.330
Linfocitos B ( células*10-3/mL) 67,1+13,1 121,0432,8 0.789
Linfocitos Totales (%) 40,5229 30,7+15,9 0.266
Linfocitos T (%)

CD3 76,5+4,7 66,1+2,6 0.057

CD4 42,6+4.,8 35,1+1,2 0.091

CD8 29,846,2 27,9113 0.905
Células NK (%) 11,9+4,1 17,714 0.248
Linfocitos B (%) 4,5+£2,3 8,1+12,0 0.573
Linfocitos T CD4 (%)

Thl 18,3+1,9 23,1+1,1 0.041

Thl7 17,7£3,7 12,6+1,6 0.223

Th22 5,1+2,5 7514 0.355

Treg 5,5+0,7 7,6£0,4 0.022

CD4*CD39* 3,5+0,7 6,4+0,9 0.255

CD4* PD-1* 7,3+4,0 6,0£1,4 0.682
Linfocitos T CD8 (%)

CD8*CD39* 2,3+0,9 5,6+1,2 0.259

CD8*PD-1* 3,717 6,9+1,5 0.329
Ratio células T

CD4/CD8 1,7+0,2 1,4+0,09 0.167

CD8/Treg 6,4+0,5 4,4+0,1 0.357

Thl/Thl7 1,4+0,9 2,4+0,7 0.118

Thl/Treg 5,2+1,7 3,9+0,3 0.503
Células NK (%)

CD56Bright 9,8+2,3 7,1£15 0.447

CD56*CD16* 75,745,6 76,5%£2,3 0.732

CD56*CD16- 5,3+1,2 6,3+2,4 0.424

CD56-CD16* 8,5+2,9 9,5+1,0 0.648
Células NK CD56* (%)

NKG2D 40,5£7,0 68,7+£3,6 0.009

NKp46 76,917,1 69,9+3,8 0.165

CD161 63,3194 70,6+4,3 0.435
Células NK CD56* (%)

KIR2DL1 10,2+4,5 11,942,2 0.516

KIR2DS1 5,9+2,9 3,6£1,1 0.282

KIR2DL1/S1 6,6+2,8 1,7+0,1 0.162
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KIR2DL2/S2 38,3+10,8 15,1%3,7 0.056

KIR2DL3 77436 19,3221 0.080
MDSCs (%)

PMN-MDSCs 0,3+0,07 0,07+0,01 0.002

Mo-MDSCs 35,4482 9,3+1,3 0.001
Células CD34* (%) 6,0+1,3 0,3+1,0 0.0001

PD-L1 (%) 23,1456 34,8464 0.419

HLA (MFI) ND ND ND

Tabla Suplementaria 3. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de MO en pacientes con SMD de Alto Riesgo y Bajo
Riesgo de progresion segun score IPSS-R. P, significacion estadistica entre el grupo Alto
Riesgo y Bajo Riesgo.

Alto Riesgo IPSS-R Bajo Riesgo IPSS-R P

Linfocitos Totales (%0) 25,1+3,0 12,3+3,9 0.001
Linfocitos T (%)

CD3 64,5+3,4 70,3£3,9 0.541

CD4 32,1417 31,6+1,1 0.992

CD8 28,6121 34,3+1,9 0.026
Células NK (%) 15,3+2,3 12,6£3,1 0.306
Linfocitos B (%) 11,3£3,9 13,8+1,7 0.461
Linfocitos T CD4 (%)

Thl 25,9+1,8 20,9+1,9 0.357

Thl7 11,9+£2,2 14,6129 0.952

Th22 12,719 5,1£3,5 0.129

Treg 59+1,2 9,1+0,8 0.024

CD4*CD39* 11,8+0,7 9,7+1,4 0.683

CD4*PD-1* 9,746,3 8,915,5 0.834
Linfocitos T CD8 (%)

CD8*CD39* 8,115 10,3+1,1 0.563

CD8*PD-1* 14,616,3 11,1459 0.390
Ratio células T

CD4/CD8 1,440,7 1,0+0,4 0.039

CD8/Treg 2,438 2,0£0,8 0.757

Th1/Th17 3,5%2,2 2,115 0.461

Thl/Treg 49+19 3,2£1,9 0.312
Células NK (%)

CD56Bright 9,1+1,9 14,9+1,8 0.509

CD56*CD16* 51,8+3,7 62,1+1,7 0.579

CD56*CD16- 30,3+£1,1 9,6£1,9 0.517

CD56CD16* 8,5+2,1 13,0+2,0 0.926
Células NK CD56" (%)

NKG2D 77,9455 78,1+2,5 0.631

NKp46 66,716,1 71,7£15 0.827

CD161 85,546,7 78,8%5,3 0.694
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Células NK CD56" (%)

KIR2DL1 14,8+5,9 10,1455 0.869
KIR2DS1 1,6+1,9 42448 0.238
KIR2DL1/S1 0,8+1,5 1,1+1,3 0.406
KIR2DL2/S2 19,845,2 13,945 0.933
KIR2DL3 26,1+2,9 20,1+1,6 0.433
Células CD34* (%) 4,5+2,0 1,10,9 0.055
PD-L1 (%) 31,2484 15,9+6,7 0.517
HLA (MFI) ND ND ND

Tabla Suplementaria 4. MediaxtEEM de las diferentes poblaciones celulares y receptores
antigénicos en muestras de SP en pacientes con SMD de Alto Riesgo y Bajo Riesgo de
progresién segun score IPSS-R. P, significacion estadistica entre el grupo Alto Riesgo y Bajo
Riesgo.

Alto Riesgo IPSS-R Bajo Riesgo IPSS-R P

Linfocitos Totales (células*10-3/mL) 1311,3+140,1 1335,8+123,1 0.939
Linfocitos T (células*10-3/mL)

CD3 917,3+118,2 909,8+91,2 0.613

CD4 522,5+69,0 450,7+45,4 0.809

CD8 355,5+64,1 387,4+43,9 0.322
Células NK (células*10-3/mL) 175,9+26,1 281,5+51,2 0.318
Linfocitos B (células*10-3/mL) 145,1+38,1 80,0+17,8 0.692
Linfocitos Totales (%) 36,5+3,8 28,6+2,9 0.239
Linfocitos T (%)

CD3 69,8+3,2 68,2+2,3 0.613

CD4 39,9+2,8 33,6%1,3 0.090

CD8 27,3+2,9 19,6+1,7 0.194
Células NK (%) 13,9+2,7 19,2422 0.276
Linfocitos B (%) 9,8+2,9 5,2+0,8 0.210
Linfocitos T CD4 (%)

Thl 21,411 22,6x1,7 0.536

Th17 16,2+2,4 10,9419 0.064

Th22 5,9+2,9 7,8+1,6 0.727

Treg 6,4+0,5 7,1£0,5 0.099

CD4*CD39* 3,540,3 7,713 0.128

CD4*PD-1* 7,5+6,0 5,4+3,7 0.421
Linfocitos T CD8 (%)

CD8*CD39* 3,5+1,3 5,9+1,7 0.191

CD8*PD-1* 6,315.,4 6,0+3,9 0.903
Ratio células T

CD4/CD8 1,610,1 1,340,2 0.019

CD8/Treg 5,3+0,6 4,3+0,3 0.660

Th1/Thl7 1,7+0,3 2,704 0.116

Th1/Treg 4,8+0,2 3,5+0,7 0.415
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Células NK (%)

CD56Bright 7,911 7,1£1,2 0.437
CD56*'CD16* 76,3+3,8 77,4434 0.951
CD56*CD16- 5,9+1,0 6,0£1,4 0.300
CD56-CD16* 9,441,2 8,8+1,3 0.855
Células NK CD56" (%)
NKG2D 57,8454 66,0+4,3 0.329
NKp46 74,4+6,5 68,8+4,5 0.124
CD161 69,9£7,0 68,2+5,1 0.455
Células NK CD56" (%)
KIR2DL1 16,0+4,6 8,3£1,9 0.058
KIR2DS1 4,6%1,0 45411 0.823
KIR2DL1/S1 3,8+0,4 2,9£1,0 0.730
KIR2DL2/S2 21,145,0 20,145,3 0.879
KIR2DL3 17,534 16,3+3,8 0.985
MDSCs (%)
PMN-MDSCs 0,20,1 0,07+0,05 0.015
Mo-MDSCs 26,2457 6,2+1,7 0.004
Células CD34* (%) 2,942,5 0,4+1,2 0.001
PD-L1 (%) 32,8477 31,146,3 0.630
HLA (MF1) ND ND ND

Tabla Suplementaria 5. MediaxtEEM de las diferentes poblaciones celulares y receptores
antigénicos en muestras de MO en pacientes con SMD, con riesgo citogenético: Favorable,
Intermedio y Pobre. P4, significacién estadistica entre los grupos (Pobre vs. Intermedio); P,
significacion estadistica entre los grupos (Pobre vs. Bueno); Ps, significacion estadistica entre
los grupos (Intermedio vs. Bueno). P entre grupos mediante U de Mann Whitney.

Pobre Intermedio Bueno P1 P2 P3

Linfocitos Totales (%) 26,5+14,0 18,8+6,4 12,3+1,9 0.126 0.005 0.333
Linfocitos T (%)

CD3 70,5+12,7 69,746,3 69,0+2,7 0.555 0.190 0.537

CD4 25,316,7 38,3+4,9 29,6114 0.126 0.455 0.043

CD8 39,9+10,6 27,712 34,0+1,4 0.195 0.437 0.251
Células NK (%) 15,3+1,3 12,9+4,1 14,3+1,4 0.814 0.062 0.283
Linfocitos B (%) 5,742,0 7,242,2 13,119 0.556 0.034 0.640
Linfocitos T CD4 (%)

Thl 21,240,2 29,2425 24,0+1,4 0.221 0.965 0.546

Thi7 13,4459 10£2,5 14,114 0.655 0.758 0.579

Th22 10,7454 15,1+2 5 6,2+1,1 0.650 0.315 0.175

Treg 4,0+0,7 10,7+2,5 8,1+0,4 0.021 0.013 0.332

CD4*CD39* 10,5+4,3 16,56,4 11,8+11,1 0.950 0.811 0.716

CD4*PD-1* 7,048,2 13,6+8,8 10,5+2,6 0.867 0.923 0.595
Linfocitos T CD8 (%)

CD8*CD39* 8,5+2,5 9,242,1 10,0+2,1 0.877 0.471 0.563

CD8*PD-1* 11,0+4,2 13,0+2,8 13,3+6,4 0.580 0.682 0.295
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Ratio células T

CD4/CD8 1,0£0,2 1,4+0,2 0,9+0,05 0.289 0.975 0.020
CD8/Treg 5,1+3,1 5,7+3,6 6,0+1,8 0.205 0.155 0.423
Th1/Thl7 4,0£2,1 2,913 2,5+0,6 0.987 0.676 0.451
Th1/Treg 3,6+0,8 3,5+0,5 4,0£2,2 0.900 0.909 0,312
Células NK (%)
CD56Bright 3,8+£0,5 14,9+1,8 13,8+2,4 0.221 0.291 0.403
CD56*CD16* 62,9+0,9 64,7+0,8 60,745,9 0.221 0.869 0.954
CD56*CD16- 18,1+2.2 8,5+£3,4 15,5+4,3 0.221 0.409 0.493
CD56-CD16* 15,5+1,1 13,2426 10,0+2,0 0.480 0.509 0.361
Células NK CD56" (%)
NKG2D 77,0£3,2 83,5%£3,6 76,7£3,7 0.321 0.813 0.663
NKp46 74,8+14,6 52,8+14,0 72,146,3 0.253 0.937 0.127
CD161 79,5£10,8 78,8£10,3 76,0£6,2 0.950 0.965 0.964
Células NK CD56" (%0)
KIR2DL1 5,3+4,2 9,8+4,5 9,6+1,2 0.410 0.095 0.743
KIR2DS1 1,5+1,2 1,9+2,7 3,815 0.480 0.321 0.776
KIR2DL1/S1 0,5+1,3 1,5+2,2 1,0+1,3 0.462 0.325 0.864
KIR2DL2/S2 35+10,5 30,6+13,3 13,5+3,0 0.980 0.176 0.152
KIR2DL3 10,8+13,6 13,5+13,9 20,2+5,2 0.965 0.180 0.585
Células CD34* (%) 7,7+£3,8 5,612,4 2,7+0,6 0.034 0.162 0.691
PD-L1 (%) 45,0+£10,4 18,3+10,4 16,1+2,2 0.221 0.099 0.324
HLA (MFI) ND ND ND ND ND ND

Tabla Suplementaria 6. MediaxtEEM de las diferentes poblaciones celulares y receptores
antigénicos en muestras de SP en pacientes con SMD, con riesgo citogenético: Favorable,
Intermedio y Pobre. P4, significacion estadistica entre los grupos (Pobre vs. Intermedio); P,
significacion estadistica entre los grupos (Pobre vs. Bueno); Ps, significacion estadistica entre

los grupos (Intermedio vs. Bueno). P entre grupos mediante U de Mann Whitney.

Pobre Intermedio Bueno P1 P2 Ps3
Linfocitos Totales 1360,0+576,1 1531,6+41735  1499,0+1125 0810 0735 0.833
(células*10-3/mL)
Linfocitos T (células*10-
3/mL)
cD3 1179,2+685,1 1183,8+167,9  960,6+892  0.632 0813 0.417
cD4 801,9+452,8 602,1+93,3 528,6+615 0719 0595  0.408
CDS8 360,6+150,6 470,2472,1 38584316  0.632 0859 0.661
) o
gzt')as NK (células*10 113,6+92,1 184,8+23,2 25184362 0281 0340 0574
- N
;;::fL‘))C'tOSB (celulas*10 46,7+40,7 75.2+14,7 139,9+431,1 0472 0478 0.858
Linfocitos Totales 24,9432 31,2420,6 16,6159 0610 0820 0.469

(células*10-3/mL)
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Linfocitos T (%) 71,6x12,2 75,7%2,5 67,4+3,6 0.667 0.785 0,500
CD3 42,8+12,7 39,6+2,8 36,0+2,3 0.668 0.495 0.243
CD4 26,3+2,6 30,9+2,7 27,415 0.632 0.856 0.436
CD8
Células NK (%) 22,7112 12,8+1,6 17,3+1,6 0.363 0.608 0.278
Linfocitos B (%) 2,6x1,8 4,6+2,2 8,6+11,8 0.196 0.101 0.240
Linfocitos T CD4 (%)
Thl 18,7+4,1 19,9+1,3 22,6x2,7 0914 0.392 0.504
Th1i7 10,9431 16,1+2,2 11,4424 0.060 0.437 0.097
Th22 6,2+4,2 5,3+0,4 8,5+0,8 0.288 0.319 0.196
Treg 11,3+6,9 6,7+2,9 7,1£3,1 0.589 0519 0.704
CD4*CD39* 19,8+2,3 8,9+3,7 8,1+4,1 0.187 0.312 0.226
CD4*PD-1* 3,3+3,2 8,4+6,1 8,7+5,8 0.221 0.547 0.910
Linfocitos T CD8 (%)
CD8*CD39* 3,5+1,3 1,9+0,9 5,0£0,4 0.187 0.915 0.052
CD8*PD-1* 3,5+0,7 7,6£6,7 13,3+6,4 0.414 0.659 0.343
Ratio células T
CD4/CD8 1,620,4 1,540,1 1,4+0,09 0.738 0.682  0.907
CD8/Treg 3,6+0,6 5,9+0,8 4,740,5 0.667 0.731 0.134
Th1/Thi7 2,713 1,6+1,1 5,6+1,3 0.141 0.678 0,113
Thl/Treg 4,5+22 4,2+0,7 3,6+0,2 0910 0.732 0.634
Células NK (%)
CD56Bright 8,9+4,1 7,4+2,2 8,5+2,9 0.628 0.650 0.616
CD56*CD16* 68,5+13,1 79,1+4,5 72,0+3,8 0.544 0.873 0.265
CD56*CD16- 7,5+2,6 5,9+1,6 8,8+1,1 0.396 0.789 0.200
CD56CD16* 14,8+10,9 13,2411 10,2+1,0 0.716 0936 0.436
Células NK CD56" (%0)
NKG2D 35,8+12,9 58,816,2 67,3+7,9 0.090 0.025 0.172
NKp46 65,5+15,5 65,8+4,5 70,7+5,4 0.628 0.894 0.366
CD161 47,7£12,5 67,917,4 68,7179 0.249 0.109 0.978
Células NK CD56" (%0)
KIR2DL1 21,8+6,8 7,6£3,4 13,8+3,5 0.043 0.095 0.080
KIR2DS1 0,5+0,9 3,4+0,3 3,7¢0,4 0.836 0.262 0.532
KIR2DL1/S1 0,4+0,6 3,045,6 1,7+£2,6 0.836 0.333 0.485
KIR2DL2/S2 13,2+12,8 21,7+7,6 15,7+6,0 0.391 0471 0523
KIR2DL3 13,3+4,3 11,5+4,3 19,9445 0.499 0.352 0.051
MDSCs (%)
PMN-MDSCs 0,2+0,2 0,3+0,1 0,1+0,1 0.434 0.105 0.559
Mo-MDSCs 32,8+17,1 22,2+6,3 8,815,1 0.497 0.169  0.050
Células CD34" (%) 6,6+2,1 4,6+2,3 0,4+0,9 0.041 0.001 0.001
PD-L1 (%) 20,9+5;3 27,5+7,8 31,547,1 0.139 0.231 0.324
HLA (MFI) ND ND ND ND ND ND
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Tabla Suplementaria 7. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de MO en pacientes con SMD segUn ausencia/presencia
mutaciones HMR. P, significacion estadistica entre el grupo Ausencia HMR y Presencia HMR.

Médula Osea Ausencia HMR Presencia HMR [
Linfocitos Totales ( %) 16,7+3,4 18,6+3,8 0.237
Linfocitos T (%0)
CD3 65,8+4,7 56,4+3,6 0.805
CD4 35,9+8,8 22,545,2 0.743
CDS8 29,9148,2 26,8+6,3 0.663
Células NK (%) 18,516,1 18,8+7,4 0.191
Linfocitos B (%) 9,6+0,3 6,9+1,0 0.692
Linfocitos T CD4 (%)
Thi 22,8+1,6 29,1+2,8 0.139
Th1l7 10,924 9,717 0.938
Th22 7,4£2,0 2,4£0,3 0.386
Treg 5,7+0,5 6,5+1,1 0.751
CD4*CD39* 6,4+1,4 6,0£0,4 0.390
CD4*PD-1* 0,3+0,1 0,6+0,5 0.069
Linfocitos T CD8 (%)
CD8*CD39* 7,3+2,8 7,1+2,0 0.892
CD8*PD-1* 1,8+1,1 1,9+1,6 1.000
Ratio células T
CD4/CD8 1,240,1 1,0+0,6 0.167
CD8/Treg 4,412 5 4,2+1,2 0.357
Th1/Th17 2,1+0,1 3,0+1,0 0.118
Thl/Treg 4,0+1,7 4,5+0,3 0.503
Células NK (%)
CD56Bright 7,515 14,3+4,6 0.947
CD56*CD16* 52,4+9,9 56,5+7,5 0.544
CD56*CD16- 30,5+10,8 20,6£3,1 0.808
CD56°CD16" 10,8+2,5 17,8+9,8 0.564
Células NK CD56™ (%0)
NKG2D 77,7+3,3 64,2+7,1 0.564
NKp46 71,1454 62,4+7,4 0.149
CD161 75,6%4,6 6,5£3,6 0.170
Células NK CD56™ (%0)
KIR2DL1 11,2¢15 12,1+3,1 0.855
KIR2DS1 5,3+2,3 3,1+1,1 0.515
KIR2DL1/S1 1,8+0,9 0,9+0,3 0.162
KIR2DL2/S2 15,6+3,2 10,1+2,0 0.136
KIR2DL3 20,5+4,8 26,3+7,0 0.194
Células CD34* (%) 5,0+1,5 25,7+7,3 0.029
PD-L1 (%) 19,2459 10,7+¢1,7 0.128
HLA (MF1) ND ND ND
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Tabla Suplementaria 8. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de SP en pacientes con SMD segun ausencia/presencia
mutaciones HMR. P, significacion estadistica entre el grupo Ausencia HMR y Presencia HMR.

Sangre Periférica Ausencia HMR Presencia HMR P
Linfocitos Totales ( %) 29,1+6,3 32,341 0.393
Linfocitos T (%0)
CD3 58,4+6,5 70,3+4,6 0.086
CD4 35,1+7,2 41,2+6,5 0.132
CD8 23,0+6,5 26,045,3 0.142
Células NK (%) 17,2+4,8 16,4425 0.510
Linfocitos B (%0) 10,9+3,3 8,6+2,2 0.249
Linfocitos T CD4 (%)
Thi 23,629 25,1+3,5 0.976
Thi7 9,6+0,3 13,5+2,0 0.152
Th22 7,417 7,311 0.375
Treg 6,9+0,5 7,0£0,2 0.770
CD4*CD39* 5,1+1,9 7,541,1 0.261
CD4*PD-1* 0,5+0,1 0,9+0,1 0.090
Linfocitos T CD8 (%0)
CD8*CD39* 4,0+0,9 3,5%1,9 0.719
CD8*PD-1* 51+1,1 6,5+1,0 0.450
Ratio células T
CD4/CD8 1,5+0,3 1,6+0,2 0.167
CD8/Treg 3,315 3,712 0.357
Th1/Th17 2,6+0,9 1,8+0,7 0.118
Thil/Treg 3,417 3,640,3 0.503
Células NK (%0)
CD56Bright 7,0£2,1 4,3+1,3 0.308
CD56*CD16* 74,7429 76,317,5 0.174
CD56*CD16- 5,5+0,2 11,3+6,8 0.113
CD56CD16* 10,5+2,5 7,74£2,2 0.462
Células NK CD56™ (%0)
NKG2D 65,9+4,1 61,1+4,1 0.213
NKp46 72,8+4,8 70,745,1 0.960
CD161 74,1+4,0 67,8451 0.571
Células NK CD56™ (%0)
KIR2DL1 10,2+1,1 15,1+5,6 0.929
KIR2DS1 6,9+2,6 3,5¢1,5 0.925
KIR2DL1/S1 2,3+0,4 2,415 0.962
KIR2DL2/S2 15,0£3,2 23,4+7,7 0.417
KIR2DL3 20,4+3,1 17,2+8,3 0.069
MDSCs (%)
PMN-MDSCs 0,2+0052 0,540,2 0,250
Mo-MDSCs 7,3%2,1 12,0+3,3 0.457
Células CD34* (%) 4,3+2,1 10,9+3,9 0.053
PD-L1 (%) 28,37,7 20,746,2 0.713
HLA (MFI) ND ND ND
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Tabla Suplementaria 9. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de MO en pacientes con SMD segun el score mutacional.
P, significacion estadistica entre los grupos: <2 mutaciones vs. >3 mutaciones totales.

Médula Osea 2 mutaciones totales 3 mutaciones totales P
Linfocitos Totales ( %) 16,8+6,0 22,5+10,5 0.517
Linfocitos T (%0)

CD3 59,2475 48,8+6,8 0.727
CD4 32,246,2 24,045,2 0.930
CD8 23,848,2 21,317,6 0.458
Células NK (%) 25+8,1 15,1+94 0.965
Linfocitos B (%) 8,9+2,3 6,6+3,0 0.662
Linfocitos T CD4 (%)
Thi 25,4417 24,0+£3,7 0.288
Thi7 12,3+1,0 9,1+1,0 0.396
Th22 6,8+1,3 3,7+0,7 0.845
Treg 4,742,9 7,1+2,3 0.111
CD4+*CD39* 5714 6,4+1,9 0.396
CD4*PD-1* 0,3+0,1 0,60,2 0.070
Linfocitos T CD8 (%)
CD8*CD39* 6,0£1,6 5,1+1,3 0.750
CD8*PD-1* 3,8+1,1 4,9+1,6 0.982
Ratio células T
CD4/CD8 1,3+0,7 1,1+0,6 0.267
CD8/Treg 5,0+£3,5 3,0+0,2 0.327
Th1/Thl7 2,1+0,7 2,617 0.218
Thl/Treg 5,4+3,7 3,4+2.3 0.300
Células NK (%)
CD56Bright 8,1+1,3 7,345,2 0.533
CD56*CD16* 55,248,5 46,418 4 0.610
CD56*CD16- 31,2+10,7 14,2452 0.620
CD56CD16* 7,2+2,6 31,6+10,8 0.234
Células NK CD56* (%)
NKG2D 76,4+3,4 62,649,1 0.695
NKp46 71,4442 58,148,2 0.170
CD161 77,3+4,1 57,0£10,6 0.170
Células NK CD56* (%)
KIR2DL1 14,3+2,7 8,5+2,3 0.151
KIR2DS1 4,3+0,3 1,3+0,6 0.461
KIR2DL1/S1 1,840,1 0,5+0,3 0.377
KIR2DL2/S2 15,8+3,2 7,1+1,8 0.178
KIR2DL3 24,246,9 21,8449 0.794
Células CD34* (%) 4,3+3,2 4,0+2,3 0.631
PD-L1 (%) 17,2444 17,6%5,2 0.866
HLA (MF1) ND ND ND
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Tabla Suplementaria 10. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de SP en pacientes con SMD segun el score mutacional.
P, significacion estadistica entre los grupos: <2 mutaciones vs. >3 mutaciones totales.

Sangre Periférica 2 mutaciones totales 3 mutaciones totales P
Linfocitos Totales ( %) 31,1+6,8 31,0+7,0 0.959
Linfocitos T (%0)

CD3 67,7125 65,5+10,8 0.614

CD4 41,9+10,2 35,549,2 0.716

CD8 22,0+9,2 27,2+7,6 0.385
Células NK (%) 1948,1 15,8+5,4 0.170
Linfocitos B (%) 12,2433 5,8+1,0 0.675
Linfocitos T CD4 (%)

Thi 24,1+1,3 30,3+6,6 0.696

Thi7 10,4+0,6 14,3+2,3 0.320

Th22 8,5+1,5 4,6+1,6 0.733

Treg 6,4+3,0 7,3+0,5 0.372

CD4*CD39* 4,7+0,6 9,1+2,1 0.202

CD4*PD-1* 0,3+0,1 0,6+0,5 0.070
Linfocitos T CD8 (%)

CD8*CD39* 3,5+0,3 4,717 0.760

CD8*PD-1* 3,841,1 4,9+1,6 0.982
Ratio células T

CD4/CD8 1,940,7 1,3+0,6 0.367

CD8/Treg 3,435 3,7£1,2 0.227

Thl/Thl7 2,3+0,7 2,2+0,7 0.418

Thl/Treg 3,7+3,7 4,1+2,3 0.170
Células NK (%)

CD56Bright 7,2+1,2 7,5+3,2 0.065

CD56*CD16"* 78,7£2,3 64,1+9,8 0.309

CD56*CD16- 4,5+0,3 17,4+94 0.172

CD56CD16* 9,0+1,6 11,7+4,3 0.980
Células NK CD56* (%)

NKG2D 68,1+3,4 54,7448 0.050

NKp46 74,2435 62,3+9,7 0.408

CD161 76,5£3,4 65,548,3 0.324
Células NK CD56* (%)

KIR2DL1 14,2+1,2 8,5+2,3 0.241

KIR2DS1 4,4+0,4 1,2+1,5 0.247

KIR2DL1/S1 2,1+4.4 1,618,4 0.433

KIR2DL2/S2 19,644 13,5+8,9 0.720

KIR2DL3 19,1+44 11,4451 0.337
MDSCs (%)

PMN-MDSCs 0,1+0,1 0,2+0,1 0.462

Mo-MDSCs 12,9+3,7 15,4+3,6 0.538
Células CD34* (%) 6,1+1,1 8,745,2 0.939

PD-L1 (%) 32,4459 21,349,3 0.349

HLA (MFI) ND ND ND
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Tabla Suplementaria 11. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de MO en pacientes con SMD segun la frecuencia
mutacional. P, significacion estadistica entre los grupos: pacientes con VAFs <30% vs.
pacientes con VAFs>30%.

Médula Osea VAFs <30% VAFs >30% P
Linfocitos Totales ( %) 17,4£10,6 18,6+7,7 0.728
Linfocitos T (%0)

CD3 68,9+12,5 35,9+5,8 0.727
CD4 35,6+9,2 18,0+10,2 0.930
CD8 29,1+10,2 15,2+8,6 0.458
Células NK (%0) 17,9+12,1 27,1+15,4 0.965
Linfocitos B (%) 11,4443 7,6+3,0 0.662
Linfocitos T CD4 (%)
Thi 24,6+3,0 29,8144 0.454
Thi7 12,3+1,2 12,5+4,9 0.273
Th22 2,840,4 6,9+2,2 0.144
Treg 5,9+0,7 7,1+1,3 0.728
CD4*CD39* 7,7£1,0 4,6+1,1 0.165
CD4*PD-1* 5,310,1 7,620,5 0.270
Linfocitos T CD8 (%)
CD8*CD39* 6,7+1,3 4,119 0.298
CD8*PD-1* 5,8+1,1 7,916 0.982
Ratio células T
CD4/CD8 1,240,5 1,2+0,6 0.167
CD8/Treg 4,915 2,1+1,2 0.427
Th1/Thl7 2,0+0,7 2,3+1,7 0.223
Thl/Treg 4,1+17 4,2+0,3 0.300
Células NK (%)
CD56Bright 5,9+3,5 12,0+2,2 0.262
CD56*CD16* 62,6+14,8 37,9+£12,2 0,128
CD56*CD16- 27,4+14,7 21,9+15,2 0.873
CD56CD16* 6,2+2,8 29,6+15,2 0.229
Células NK CD56™ (%0)
NKG2D 82,1+2,4 63,7+12,1 0.273
NKp46 69,8+2,8 63,0+12,6 0.647
CD161 78,3+3,1 68,0+16,8 0.714
Células NK CD56™ (%0)
KIR2DL1 14,1+4,8 13,2+2,9 0.855
KIR2DS1 8,2+1,7 0,7+0,6 0.051
KIR2DL1/S1 2,9+2,8 0,6+0,4 0.085
KIR2DL2/S2 8,1+3,7 16,1+8,2 0.575
KIR2DL3 25,5+5,2 19,1+5,7 0.465
Células CD34* (%) 3,1+0,3 4,6+1,7 0.916
PD-L1 (%) 16,8+5,8 10,6+2,2 0.071
HLA (MF1) ND ND ND
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Tabla Suplementaria 12. Porcentajes (mediatEEM) de las diferentes poblaciones celulares y
receptores antigénicos en muestras de SP en pacientes con SMD segun la frecuencia
mutacional. P, significacion estadistica entre los grupos: pacientes con VAFs <30% vs.
pacientes con VAFs>30%.

Sangre Periférica VAFs <30% VAFs >30% P
Linfocitos Totales ( %) 35,5+13,0 30,8+13,6 0.450
Linfocitos T (%0)

CD3 56,6+15,5 71,4+31,8 0.633

CD4 36,3+10,2 43,5+15,2 0.891

CD8 15,2+3,2 28,2+9,6 0.032
Células NK (%0) 18,1+12,1 17,1+10,4 0.733
Linfocitos B (%) 17,1+10,3 7,846,0 0.412
Linfocitos T CD4 (%)

Thl 23,6x3,0 25,8+3,4 0.933

Th17 11,3+2,2 11,5+2,9 0.923

Th22 7,8+3,4 8,9+1,2 0.615

Treg 6,2+2,6 8,2+2,7 0.068

CD4*CD39* 5,9+1,2 6,5+1,9 0.729

CD4*PD-1* 9,3+0,1 10,60,5 0.370
Linfocitos T CD8 (%)

CD8*CD39* 6,1+1,5 2,4+0,3 0.059

CD8*PD-1* 7,8+11 9,9+1,6 0.982
Ratio células T

CD4/CD8 2,315 1,540,6 0.951

CD8/Treg 2,4+0,5 3,4+12 0.160

Th1/Th17 2,0+0,7 2,317 0.250

Thl/Treg 3,9+3,7 3,6%2,3 0.140
Células NK (%)

CD56Bright 7,9+2,5 4,0£0,2 0.247

CD56*CD16* 76,6+4,8 73,917,2 0.817

CD56*CD16- 5,4+0,7 10,946,2 0.440

CD56-CD16* 7,2+1,8 11,6%3,2 0.929
Células NK CD56* (%)

NKG2D 68,1+5,4 59,7+3,1 0.190

NKp46 75,8+4,8 63,0+6,6 0.447

CD161 74,3151 70,045,8 0.877
Células NK CD56* (%)

KIR2DL1 14,1+7,8 13,2+52,9 0.735

KIR2DS1 8,2+1,7 0,7+0,6 0.068

KIR2DL1/S1 2,9+1,8 0,6+0,4 0.967

KIR2DL2/S2 25,177 16,1+6,2 0.352

KIR2DL3 14,5452 19,1+3,7 0.498
MDSCs (%)

PMN-MDSCs 0,1+0,1 0,1+0,1 0.511
Mo-MDSCs 8,7+3,0 7,5+2,1 0.229
Células CD34* (%) 1,7+1,2 3,3t1,0 0.221
PD-L1 (%) 16,8+3,8 10,645,2 0.071
HLA (MF1) ND ND ND
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Tabla Suplementaria 13. Perfil genético de los 50 pacientes con SMD a los que se les ha realizado de forma conjunta el estudio mutacional y del microambiente
tumoral.

PACIENTE OMS 2017 IPSS-R CARIOTIPO SCORE MUTACIONAL PERFIL MUTACIONAL
1 SMD-DU BR Bueno 0 No detectadas
2 SMD-DM INT Bueno 2 DNMT3A (27.5%), BCOR (14.2%)
3 SMD-DM BR Bueno 1 TET2 (51.1%)
4 SMD-DM BR Bueno 3 DNMT3A (7.8%), TET2 (13), BCOR (14.5%)
5 SMD-DM INT Intermedio 4 ASXL1 (48.9%), RUNX1 (58.2%), EZH2 (41.6%), CUX1 (48.7%)
6 SMD-DM BR Bueno 3 IDH2 (35.4%), ZRSR2 (85.8%)
7 SMD-DM BR Bueno 1 SF3B1 (24%)
SMD-DM BR Bueno 1 SF3B1 (9,6%)
9 SMD-DM BR Intermedio 3 ASXL1 (27.5%), U2AF1 (31.1%), ZRSR2 (46.8%)
10 SMD-DM BR Bueno 1 SF3B1 (23,5%)
711 SMD-DM BR Bueno 3 ETV6 (52,6%), KIT (7,4%), NRAS (4,3%)
12 SMD-DM BR Intermedio 1 TET2 (19%)
13 SMD-DM BR Bueno 1 SF3B1 (10%)
14 SMD-DM AR Intermedio 1 TET2 (31.4%)
15 SMD-DM BR Bueno 2 SF3B1 (35.6%)
16 SMD-DM BR Intermedio 1 SF3B1 (15.3%)
17 SMD-DM ND ND 3 TET2 (14.8%), TET2 (13.7%), ZRSR2 (24.2%)
18 SMD-DM BR Intermedio 1 EZH2 (11.4%)
19 SMD del(5q) MBR Bueno 1 DNMT3A (7%)
20 SMD del(5q) INT Intermedio 0 No detectadas
21 SMD del(5q) INT Bueno 2 TP53 (65.8%), TET2 (48.9%)
22 SMD del(5q) INT Bueno 0 No detectadas
23 SMD del(5q) INT Bueno 0 No detectadas




PACIENTE OMS 2017 IPSS-R CARIOTIPO SCORE MUTACIONAL PERFIL MUTACIONAL
24 SMD del(5q) BR Bueno 1 CBL (10%)
25 SMD del(5q) BR Bueno 0 No detectadas
26 SMD del(5q) MBR Bueno 1 ASXL1 (21.3%)
27 SMD del(5q) AR Bueno 0 No detectadas
28 SMD del(5q) MBR Bueno 3 ASXL1 (24.2%), SF3B1 (22.9%), TET2 (12%)
29 SMD-SA MBR Bueno 3 NPM1 (32%), DNMT3A (45%), KRAS (33%)
30 SMD-SA BR Bueno 4 ASXL1 (33.7%), CBL (5.5%), SETBP1 (32 %), SF3B1 (10%)
31 SMD EB-1 MAR Pobre TP53 (47.1%)
32 SMD EB-1 INT Bueno 2 ASXL1(45.1%), SRSF2 (45.9%)
33 SMD EB-1 MAR Intermedio 1 CUX1 (47.5%)
34 SMD EB-1 INT Bueno 1 TP53 (23.4%)
35 SMD EB-1 INT Bueno 1 TP53 (25%)
36 SMD EB-1 AR ND 1 TP53 (11.8%)
37 SMD EB-1 MAR Pobre 0 No detectadas
38 SMD EB-1 INT Bueno 2 DNMT3A (24%), TET2 (78.6%)
39 SMD EB-1 MAR Pobre 3 TP53 (84.3%), TET2 (83.6%), U2AF1 (3.1%)
40 SMD EB-1 ND ND 0 No detectadas
41 SMD EB-1 ND ND 1 SF3B1 (24%)
1 SMD EB-1 BR Bueno 7 ASXL1 (29.9%), EZH2 (40.1%), RUNX1Z(|§).88;/§),(£.E;/20)(12.3%), TET2 (20.9%), SRSF2 (53.2%),
43 SMD EB-2 MAR Pobre 1 TP53 (50%)
44 SMD EB-2 MAR Pobre 1 TP53 (47.1%)
45 SMD EB-2 MAR Pobre 1 TP53 (88.7%)
46 SMD EB-2 INT Intermedio 1 RUNX1 (50.4%)
47 SMD EB-2 MAR Pobre 0 No detectadas
48 SMD EB-2 ND ND 0 No detectadas




PACIENTE OMS 2017 IPSS-R CARIOTIPO SCORE MUTACIONAL PERFIL MUTACIONAL

49 SMD EB-2 AR Bueno 5 ASXL1 (31.7%), ASXL1 (39.8%), EZH2 (60.1%), IDH1 (15.8%), CSF3R (22.9%)

50 SMD EB-2 ND ND 1 TP53 (56.8%)

MO: Médula Osea; SMD-DU: Sindrome Mielodisplasico con displasia unilinea; SMD-DM: Sindrome Mielodisplasico con displasia multilinea; SMD-SA:
Sindrome Mielodisplasico con sideroblastos en anillo; SMD EB-1, -2: Sindrome Mielodisplésico con exceso de Blastos -1, -2.

IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System; MAR: Muy Alto Riesgo; AR: Alto Riesgo, INT: Intermedio, BR: Bajo Riesgo; MBR: Muy Bajo
Riesgo.

ND: No Datos.

En la columna perfil mutacional, los genes representados en negrita se corresponden con genes de Alto Riesgo Molecular (Béjar and Steensma 2014).
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