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Resumen

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una enfermedad oncohematologica que
representa cerca del 52% del total de casos de c&ncer en pacientes pediatricos en
México. La LLA de células B (LLA-B) es la m&s comun y puede ser clasificada
genéticamente mediante fusiones génicas recurrentes; sin embargo, existe un grupo de
pacientes nombrados "otros B” que carecen de estas alteraciones. Recientemente se
identific6 un nuevo subgrupo nombrado Philadelphia-like (Ph-like), que se caracteriza
por presentar un perfil de expresion génica similar al grupo BCR-ABL1 o Philadelphia
positivo, pero sin tener la fusion génica. La frecuencia de este subtipo incrementa
conforme a la edad y se asocia con caracteristicas clinicas de mal prondstico. Este
subtipo Ph-like se caracteriza por alteraciones en receptores de cinasas que causan la
activacion de las vias ABL, JAK-JAK-STAT5 y RAS, las alteraciones mas frecuentes
involucran al gen CRLF2 y es comlUn que se acompafien con deleciones en el gen
IKZF1. En México se desconoce la frecuencia de la LLA-B subtipo Ph-like, lo cual es
relevante debido a que este subtipo esta asociado con un mal prondstico, ademas de
ser susceptible a tratamiento blanco especifico con inhibidores de cinasas. Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue clasificar pacientes pediatricos con LLA pre-B en

grupos de riesgo y determinar su posible pertenencia al subtipo de LLA Ph-like.

Se captaron pacientes pediatricos con diagnostico de LLA, negativos a fusiones génicas
recurrentes que tuvieran expediente con datos clinicos completos y con andlisis de
alteraciones genéticas del subtipo Ph-like completo (perfil de expresion génica,
alteraciones del gen CRLF2 (sobre expresion, fusion P2RY8-CRLF2, translocacién IGH-
CRLF2) presencia de isoformas dominantes negativas del gen IKZF1); se completé el
analisis del perfil de expresion génica en los pacientes pendientes de este estudio,
ademas se consider6 a los pacientes con analisis bioquimico de activacion de las vias
de sefalizacion de JAK-JAK-STAT5, ABL1 y RAS. Este estudio fue de tipo
ambispectivo para el cual se construyd una base de datos con las caracteristicas

clinicas, genética y bioguimicas de los pacientes con LLA-B. Se formaron grupos de



riesgo clinico de acuerdo a la edad y la cuenta leucocitaria y se determinaron las
frecuencias de cada uno de los parametros genéticos y bioquimicos, asi como la
asignacion de pacientes probables a pertenecer al subtipo Ph-like mediante diferentes

combinaciones de alteraciones caracteristicas del subtipo.

Se obtuvo un total de 55 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, el 40%
se clasificO dentro del riesgo estandar y el 60% con riesgo alto. Los parametros
genéticos y bioquimicos, se presentaron en el grupo de riesgo estandar de la siguiente
manera, el 73% fueron positivos para el perfil de expresion génica, 59% conto con
alteraciones en el gen CRLF2, el 82% mostro isoformas dominantes negativas del gen
IKZF1 y el 64% presento alguna via de sefalizacion activa. En cuanto a la presencia de
alteraciones dentro de los grupos clasificados, en el grupo de riesgo alto el 64% de los
pacientes fueron positivos al perfil de expresion, 58% tuvieron alguna alteracion en
CRLF2, 88% cont6 con isoformas dominantes negativas de IKZF1 y 67% presentaron
alguna via de sefalizacion activa. Se encontré que el 35% del total de los pacientes
pertenecen al subtipo Ph-like por la presencia de la translocacion IGH-CRLF2 o por la
activacion de alguna de las vias de sefializacion JAK-JAK-STATS5, ABL1 o RAS, de los
cuales, el 53% se estratific6 dentro del grupo de riesgo alto y el 47% con riesgo
estandar. Por otro lado, el 22% de los pacientes fueron considerados fuertes candidatos
a pertenecer al subtipo por presentar diferentes combinaciones de alteraciones
caracteristicas, sin embargo, hace falta asegurar su pertenecia con métodos validados
gue confirmen el subtipo, el 42% de estos pacientes se estratificé dentro del grupo de
riesgo alto y el 58% con riesgo estandar. En conclusion, nuestro estudio demuestra que
la presencia de alteraciones caracteristicas del subtipo Ph-like se encuentran en ambos
grupos de riesgo clinico estudiados, lo cual refleja que el riesgo clinico no determina
una mayor frecuencia de alteraciones genéticas y bioquimicas caracteristicos del
subtipo Ph-like.



Introduccién
1.1. Cancer

El término cancer es utilizado para definir diferentes enfermedades en las que se
producen células anormales con proliferacion descontrolada y capacidad de invadir
tejidos cercanos, migrando a través de los sistemas sanguineos y linfaticos (1). Un
cancer es el resultado de dos procesos sucesivos, el aumento de la proliferacién de un
grupo de células denominado tumor o neoplasia, seguido de la adquisicién de la
capacidad invasiva de dichas células que les permite escapar de su sitio inicial en el
organismo para colonizar y proliferar en otros tejidos u érganos, por medio del proceso

conocido como metastasis (2).
Incidencia de cancer a nivel mundial

La incidencia de céncer durante el afio 2018 se estimd en 18.1 millones de nuevos
casos en 185 paises del mundo, con 9.6 millones de muertes registradas por neoplasia

durante este mismo afio (3).

La agencia internacional para la investigacién sobre el cancer (IARC por sus siglas en
inglés) indic6 en el afio 2016, que la incidencia de cancer en la infancia a nivel global es
significativamente mayor a la previamente reportada. Este reporte envuelve a mas de
100 tipos de cancer registrados en 68 paises que refieren un rango de incidencia anual
de 50-200 por millén de nifios (0-14 afios) y entre 90-300 por millén de adolescentes. El

namero de muertes estimadas por cancer infantil es de 80 mil al afio (4).
Céancer pediatrico en México

El cancer en la infancia representa una de las principales causas de mortalidad en
nuestro pais, ocupando el segundo lugar entre las causas de muerte en el grupo con
rango de edad de entre 5 a 14 afios. Aproximadamente el 50% de las muertes
observadas por tumores malignos en la poblacién de 0 a 17 afios fueron causadas por
cancer de 6rganos hematopoyéticos (conformado entre otros por la leucemia) durante el
periodo de 2011 a 2016 (Figura 1) (5).
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Figura 1. Muertes registradas para los principales tumores malignos en la
poblacién de 0 a 17 afios. Serie anual del periodo de tiempo del afio 2011 al 2016
reportado por INEGI en el 2018. SNC, sistema nervioso central (Tomado de INEGI,
2018).

En un estudio realizado por Pérez R. y colaboradores en 2012, se analizaron 3821
casos de cancer pediatrico reportados por 47 hospitales de diferentes estados del pais
afiliados al seguro popular durante el periodo de 2006 a 2009, se encontr6 que los
nifos afectados por cancer de acuerdo a la edad de presentacion se distribuy6 dentro
de una edad menor a un afo en 6.2% de los pacientes, de uno a cuatro afos en 35.1%,
de cinco a nueve afios en 26.5%, de diez a 14 afos 22.3%, y 15 a 19 afios 9.9%. La
distribucion de acuerdo al tipo de cancer, la leucemia linfoblastica aguda afect6 al
46.4% de los pacientes, la leucemia mieloide aguda al 7.4%, el linfoma de Hodgkin al
6.6%, el linfoma no-Hodgkin al 4.7%, los tumores 6seos al 5.7%, los tumores del
sistema nervioso central (SNC) al 8.2%, los tumores renales al 4.3% y el de
retinoblastoma al 4.1%. La tasa de supervivencia a 36 meses para cada tipo de cancer
fue del 74.5% en linfoma de Hodgkin, seguido por el retinoblastoma con 59.2%, los
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tumores renales con 58.4%, la leucemia linfoblastica aguda con 50%, el linfoma no
Hodgkin con 40.1%, los tumores éseos con 33.4%, los tumores de SNC con 32.8%, la

leucemia mieloide aguda con 30.5% y otros tumores solidos con un 52.6% (6).
1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

El término de leucemia comprende a una serie de neoplasias hematologicas originadas
en las células formadoras de la sangre, esto ocurre cuando las células maduras o
inmaduras se multiplican de forma descontrolada en la medula ésea. Las leucemias se
clasifican como linfoides o mieloides, de acuerdo al tipo celular afectado. Se conocen
como leucemias agudas aquellas que se caracterizan por tener una progresion
significativamente rapida y con una predominancia de células inmaduras (blastos), las
denominadas como leucemias crénicas presentan una progresion lenta y las células
maduras son predominantes (7). La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se define como
una enfermedad maligna que surge de varias alteraciones genéticas cooperativas en un
solo progenitor linfoide de células B o T, lo que conduce a alteraciones en la
proliferacion, supervivencia y maduracion de células blasticas, y eventualmente conlleva

a la acumulacion de células leucémicas (8).
Epidemiologia de la leucemia linfoblastica aguda

La incidencia de la LLA varia de acuerdo a la poblacién y zona geografica, a nivel
mundial, las tasas mas altas estan reportadas para Italia, Suiza, Costa Rica, y Estados
Unidos, en este ultimo se estiman cerca de 4,000 diagnésticos de LLA anualmente y
dos tercios corresponde a nifios y adolescentes, por otro lado, las cifras mas bajas se
presentan en Asia y Africa. Con respecto al género y la edad, la frecuencia es
ligeramente mayor en hombres y el pico de incidencia mayor se produce entre los dos y

cinco afos, con un pico mas bajo después de los 50 afios (9,10).



En México, Rivera y colaboradores encontraron 4500 casos de leucemias dentro de
8936 pacientes estudiados de 0-18 afios de edad en un periodo comprendido de 2007
al 2010, en donde la LLA presentd la mayor incidencia dentro de este grupo, estas

cifras se observan en el Cuadro 1 (11).

Cuadro 1. Distribucion de pacientes afectados con leucemia captados
por el seguro popular en el periodo 2007-2010.

Tipo de enfermedad Frecuencia; (%)
Leucemia Linfoblastica Aguda 3748 (83)
Leucemia Mieloide Aguda 645 (14.3)
Leucemia Mieloide Crénica 77 (1.7)
Sindromes Mielodisplasicos 45 (1)

Total 4515

Tomado de Rivera-Luna, et. al., 2013

1.2.1 Diagnéstico y manifestaciones clinicas de la leucemia linfoblastica

aguda

A diferencia de las neoplasias solidas derivadas de precursores linfoides nombrados
linfomas, en las leucemias se presenta infiltracion a medula 6sea (MO) como primer
evento de la enfermedad, siendo necesario para la confirmacion diagndstica un minimo
de 20% de blastos leucémicos presentes en MO (12). Dentro de las manifestaciones
clinicas mas comunes de las leucemias agudas en nifios se encuentran, aumento de
temperatura o fiebre (causada por la leucemia o por infecciones graves secundarias a la
presencia de neutropenia), fatiga, anemia, hemorragias, dolor 6seo o articular, en la
exploracion fisica se pueden encontrar petequias y esquimosis. En los cuadros clinicos

mas graves se observa disnea, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatias,



infiltracion al mediastino y al testiculo, las cuales son reflejo de la disfuncién medular y

de infiltracion blastica en 6rganos y tejidos extramedulares (13).

Clasificacion de la leucemia linfoblastica aguda

La LLA es clasificada clinicamente considerando diversos parametros en los que se
incluyen datos morfolégicos, cito quimicos, inmunohistoquimicos y genéticos de las

células leucémicas.
Clasificacion morfolégica

La clasificacion franco-britAnica americana (FAB, por sus siglas en inglés), fue la
primera clasificaciébn con base en la morfologia celular, la cual consiste en una tincion
de hematoxilina-eosina, analizada mediante microscopia convencional para la
identificacion de las células leucémicas, clasificandolas dentro de la nomenclatura L1,
L2 y L3, de acuerdo al tamafio celular, citoplasma, nucléolos, vacuolacién y basofilia
(Cuadro 2) (14). Sin embargo, en la actualidad los criterios morfolégicos se consideran
poco utiles en la clinica y de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el
mejor principio para la clasificacion esta basado en una combinacion de caracteristicas

morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas, clinicas y moleculares (15).

Cuadro 2. Clasificacién morfolégica franco-britAnica americana de la leucemia
linfoblastica aguda.

Caracteristica L1 L2 L3
Tamafio celular Pequefio Grande Grande
Cromatina nuclear | Fina Fina Fina

Forma del nacleo

Regular, puede

Irregular, puede

Regular, oval o

tener hendiduras tener hendiduras redondo

Nucléolo Indistinguible Grande, Grande,
prominente prominente
Citoplasma Escaso Abundante Abundante

Modificado de Bennett, et. al., 1976



Clasificacion inmunolégica

El inmunofenotipo es un estudio indispensable para la clasificacién de la leucemia, con
el cual se identifica el origen de la poblacién clonal de las células neoplasicas. Para esto
se emplean paneles de anticuerpos que mediante citometria de flujo, permiten
identificar mdltiples marcadores celulares tanto de superficie como intracelulares,
mismos que indican la estirpe celular y las etapas de maduracion de las clonas
leucémicas presentes (Cuadro 3) (16). De acuerdo con lo anterior, la LLA se clasifica
principalmente en precursores de células B (pre-B), de células B maduras (B) y de
células T maduras (T). A su vez, el subtipo pre-B se clasifica en pro-B, pre-B temprana
y pre-B. Esta clasificacion es utilizada para establecer un prondstico clinico. Las
leucemias de linajes T y B maduras son clasificadas como de mal prondstico y alto
riesgo a recaida, por otro lado, las leucemias pre-B temprana y pre-B, ademas de ser
las mas frecuentes (aproximadamente 80% de los casos), estan asociadas con un
riesgo estandar, bajo riesgo de recaida y buena respuesta al tratamiento. Dentro del

presente trabajo se abordara de manera especifica a la LLA de células pre-B (17).

Cuadro 3. Clasificacién inmunolégica de la leucemia linfoblastica aguda

Subtipo Marcadores Frecuencia (%)
Precursores B CD19+, CD22+, CD79a+, clg#,
slgu+, HLA-DR+
Pro-B CD10- 5
Pre-B temprana CD10+ ‘ 63
Pre-B CD10+4, elg + 16
B madura CD19+, CD22+, CD79a+, clg, 3
slgu+, slgk+
Linaje T CD7+, cCD3+
Células T CD2+, CD1#, CD4+, CD8x, 10
TdT+, HLA-DR-
PreT CD2-, CD1-, CD4-, CD8-, TdT+, 1
HLA-DR+
Pre-T temprana CD1-, CD8, CD5, CD13+, 2
CD33+, CD11b+, CD117+,
CD65+, HLA-DR+

Modificado de First, 1986



1.2.2 Clasificacion genética de la leucemia linfoblastica aguda pre-B

El estudio de alteraciones genéticas en la LLA juega un papel importante, Con estas
alteraciones se pueden clasificar diferentes subtipos de esta neoplasia, y de acuerdo a
la modificacién puede darse un diagnéstico e inclusive una clasificacion de riesgo bajo
criterios genéticos y moleculares independiente de otras variables clinicas.
Aproximadamente el 75% de los caos de LLA pediatrica presentan alteraciones
cromosOmicas detectadas por cariotipo, técnica de hibridacion fluorescente in situ
(FISH) o por técnicas moleculares. Dentro de las alteraciones genéticas de la LLA-B
pediatrica se encuentran la pérdida o ganancia de cromosomas, translocaciones
cromosomicas, inserciones o deleciones, mutaciones puntuales y variaciones en el

numero de copias de DNA (18).
Alteraciones numéricas

< Hiperdiploidia: Se entiende por hiperdiploidia a la presencia de células
leucémicas con un cariotipo supernumerario mayor a 46 cromosomas, la alta
hiperdiploidia esta definida por la presencia de 51 a 65 cromosomas (19).
Histéricamente este cariotipo hiperdiploide se detecta entre el 23 al 42% de las
leucemias linfoblasticas pediatricas recién diagnosticadas y en un 30% en la LLA
de células precursoras B (20-22), caracterizado por la presencia de trisomias
multiples, mediante la ganancia usualmente de copias extras de los cromosomas
X, 4, 6, 8, 10, 14, 17, 18 y dos copias extra del cromosoma 21. La presencia de
hiperdiploidia es considerado como de buen pronoéstico en cuanto a la

clasificacion de riesgo en pacientes con LLA-B (23, 24).

< Hipodiploidia: Se entiende por hipodiploidia a la presencia de menos de 46
cromosomas en las células leucémicas, esta alteracion se encuentra en
pacientes con LLA con una frecuencia baja del 6% (25) y se considera con un
pronodstico desfavorable en cuanto a la clasificacion de riesgo (26,27). De manera
mas especifica el peor prondéstico es atribuido a pacientes pediatricos con una

cuenta cromosOmica de entre 23 a 29 cromosomas (28,29).



Alteraciones estructurales

Dentro de las alteraciones cromosomicas estructurales, se incluyen diversas anomalias

como las translocaciones, deleciones, duplicaciones, inversiones e isocromosomas,

siendo las translocaciones las de mayor frecuencia, detectdndose en un 60% de los

casos de LLA-B, en este tipo de alteraciones se da un intercambio de material genético

entre cromosomas no homologos (30). A continuacion, se describen brevemente las

diferentes translocaciones cromosomicas recurrentes en la LLA-B.

% ETV6-RUNX1. La fusion génica ETV6-RUNX1, también designada como TEL-

K/

AML1, resulta en un factor de transcripcibn quimérico producto de la
translocaciéon cromosémica t(12;21) (p13.1;922). Se cree que esta alteracion es
inducida por la demanda de DNA generada por sefiales apoptéticas. Es la
anormalidad genética mas comun en la LLA-B pediatrica, con una prevalencia de
aproximadamente 25% de los casos (31). Se piensa que ETV6-RUNX1 surge en
la fase prenatal y puede estar precedida por una fase pre-leucémica. Se ha
referido que la expresion de ETV6-RUNX1 en células progenitoras de cordén
umbilical causa el desarrollo de una poblacién pre-leucémica por medio de una
ventaja de crecimiento en presencia del factor de crecimiento transformante-f.
Dentro de la transformacion leucémica se presenta comunmente la eliminacion
del gen ETV6 que no participa en la translocacion (32). Estudios in vitro en células
de pacientes con LLA-B positivos para ETV6-RUNX1 demostraron que estas
células tienen un incremento en la sensibilidad a los farmacos anti-leucémicos
como L-asparaginasa, doxorrubicina y dexametasona comparado con otros
subtipos de células leucémicas, por lo que desde su identificacion en 1995 (33), la

presencia de ETV6-RUNX1 tiene un prondstico favorable de forma independiente
(34).

TCF3-PBX1. La translocacion t(1;19)(g23;13) se presenta en aproximadamente
5% de los casos con LLA-B, identificada por primera vez en 1984 (35) en esta

fusion participan el gen TCF3 situado en el cromosoma 19 (previamente



nombrado como E2A) con el gen PBX1 en el cromosoma 1. TCF3 codifica a las
proteinas E12 y E47 las cuales son factores basicos de transcripcion para que se
lleve a cabo la maduracion de células B, mientras que el gen PBX1 se encuentra
expresado en todos los tejidos, pero nunca en linfocitos B y T (36). Dicha
translocacion da como resultado la fusion TCF3-PBX1, la cual codifica a una
proteina con propiedades transformantes. Esta translocacion se ha clasificado
con un prondéstico adverso en poblacion pediatrica (37,38), sin embargo, se ha
encontrado una buena respuesta con tratamiento convencional basado en
terapia con anti metabolitos, pero se ha informado que este tratamiento puede

conferir ventajas de supervivencia de las células leucémicas (39,40).

BCR-ABL1. Otra de las alteraciones presentes en LLA-B es el denominado
cromosoma Philadelphia (Ph), el cual fue descubierto por Nowell y Hungerford en
1960 a través de técnicas de bandeo cromosémico (41). Esta translocacion se
produce cuando un fragmento del gen ABL1 ubicado en el cromosoma 9 se
inserta en el gen BCR situado en el cromosoma 22, involucrando a las regiones
g34 y g1l respectivamente, dando como resultado la translocacion BCR-ABLL1.
Esta alteraciéon da origen a un punto de ruptura menor o m-bcr, en el exén el y
e2 del gen BCR y en el exén al y a2 del gen ABL1 (Figura 2) (42,43). El resultado
es la produccion de una proteina de fusion tirosina cinasa con actividad elevada,
la cual le confiere propiedades de proliferacion celular alta que conducen a la
leucemogénesis (44). Esta alteracién tiene una prevalencia de entre el 3% y 5%
en la LLA pediatrica, es asociada con pronéstico adverso y los pacientes que
albergan dicha alteracion cominmente presentan una remision de corta duracién
(45,46). Una de las terapias alternativas para esta alteracion es el uso de imatinib,
farmaco de primera generacion el cual actia como un inhibidor de tirosina cinasa
(TKI, por sus siglas en inglés) bloqueando las sefales de proliferacion y
crecimiento de las células cancerigenas, junto con intensiva quimioterapia se ha
reportado con una buena respuesta, sin embargo se han encontrado pacientes

gue crean una resistencia a este farmaco, debido probablemente a la sobre
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expresion de la proteina o por mutaciones en el dominio cinasa, por lo cual otra
alternativa de tratamiento es la implementacion de dasatinib, tratamiento de
segunda generacion, el cual une los restos activos e inactivos de la proteina
BCR-ABL1 lo que le confiere una mayor especificidad contra la inactivacion de la

cinasa mutada (47, 48).

Cromosoma 9 Cromoma 9qe i
omosoma 2 nasoma 226
Cro 2 Translocacién Reciproca Cromox 2
49.22)(q34,q11)
- =
g1 <-BCR > BCR-ABL
Cromoma
Philadeipha

q34 f!cABL U;&.g\ca

Figura 2. Translocacién reciproca entre el cromosoma 9 y el
cromosoma 22. La t(9;22)(g34;q11) da como resultado al cromosoma
conocido como Philadelphia (Modificado de Fentie, et. al., 2017).

Re arreglos en el gen MLL: La LLA en la infancia tiene varias caracteristicas
clinicas distintivas en comparacion con la LLA presente en la nifiez, que incluyen
hiperleucocitosis, hepatoesplenomegalia, enfermedades en SNC y una alta
frecuencia de reordenacion molecular del gen MLL en la banda cromosémica
11g23. Dicha alteracion se presenta en 80% de la LLA-B durante la infancia y en
un 10% de LLA-B durante la nifiez. EI gen MLL codifica a proteinas con actividad
metiltransferasa, la cual es esencial para la expresion de genes como HOXA y
MEIS1 que contribuyen en la regulacion hematopoyética. Dentro de los re
arreglos mas comunes que involucran a MLL se encuentran las translocaciones
MLL-AFF1(AF4) t(4;11)(921;923), MLL-MLLT3(AF9) situada en t(9;11)(p22;923)
y MLL-ENL en t(11;19)(g23;p13.3), donde cerca del 50% de los casos con
alteraciones en MLL albergan a la translocacion t(4;11)(q21;923) (49,50). De

manera general los re arreglos que involucran a este gen se asocian con un
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pronostico adverso, donde se atribuye a la recaida y a una resistencia a
farmacos (51, 52).

1.2.3 Clasificaciéon de riesgo en leucemia linfoblastica aguda de células B

El grupo de estudio de cancer en nifios (CCEG, por sus siglas en inglés) comenzo sus
primeros estudios de tratamiento para la LLA en 1956. En 1971, durante los primeros
analisis de los resultados obtenidos de los ensayos clinicos con una cohorte de 4896
pacientes con remision completa (se refiere la desaparicién de todos los signos de
cancer debido al tratamiento), los cuales tuvieron un seguimiento a 12 afios a partir del
diagndstico, se hizo evidente que el resultado de la terapia, solo se podian demostrar
estratificando a los pacientes segun su edad al momento del diagndstico con o sin el
recuento leucocitario, esta clasificacion pudo demostrar una mayor influencia de estas
caracteristicas para un valor pronostico al compararlos con los resultados de los
regimenes de tratamiento, donde se encontré que los pacientes con una cuenta <5x10*
células/puL tenian una supervivencia a 12 afios mayor que los pacientes con una cuenta
>1x10° células/pL, en cuanto a la edad se encontré que los pacientes con una edad <1
afio tenian una tasa de supervivencia pobre (20%), los nifios con una edad 1-10 afios
su supervivencia era del 60% aproximadamente y en los pacientes con edad >10 afios
su supervivencia era del 40%, con estos resultados se pudo definir a estas
caracteristicas clinicas como de gran importancia para proporcionar una apropiada
terapia para los pacientes, donde los pacientes con alto riesgo debian de recibir
terapias mas agresivas en comparacion con los pacientes con una sobrevivencia

mayor, los cuales se clasificaron con riesgo bajo (53).

Actualmente, el mejor abordaje para el tratamiento de la LLA esta basado en una
clasificacion que evalla el riesgo de que un paciente recaiga en alguna etapa del
tratamiento, ademas de que permite regular la intensidad del tratamiento. Esta
clasificacion considera caracteristicas clinicas del paciente como son la edad al
momento de inicio de la enfermedad, la cuenta de leucocitos circulantes en sangre

periférica, el inmunofenotipo de blastos y de manera independiente la presencia de



alteraciones genéticas o moleculares (54). Con base en lo anterior y de acuerdo con el
Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI, por sus siglas en inglés), los
pardmetros para clasificar a los pacientes dentro de un grupo de riesgo estandar a
recaer son: edad entre 1-9 afios y cuenta leucocitaria <5x10* células/uL al diagndstico,
ademas de la presencia de alteraciones genéticas como ETV-RUNX1 o hiperdiploidia e
inmunofenotipo pre-B (55). Por otro lado, los pacientes que tienen edad de hasta 1 afio o
> 10 afios, cuenta leucocitaria >5x10* células/pL e inmunofenotipo de células B maduras
y bifenotipicas, con alteraciones genéticas como la fusion génica BCR-ABL1, arreglos

en el gen MLL e hipodiploidia son considerados con mal prondstico y riesgo alto (56).

1.3 LLA-B del subtipo BCR-ABL1 o Philadelphia positivo

Como se menciond anteriormente, la translocacion BCR-ABL1 o Philadelphia positivo
se ha descrito con un pronéstico adverso, ademas se han reportado diferentes
alteraciones con las que se suele acompafiar a dicha translocacion como la presencia
de hiperdiploidia y la pérdida o ganancia de material genético de los cromosomas 1, 7 u
8; alteraciones pude ser identificadas por medio de cariotipo, FISH y PCR (57,58).
Mullighan y colaboradores en 2008 (59) realizaron un estudio por medio del analisis de
genoma completo de 304 pacientes con LLA incluidos a 43 con la translocacion BCR-
ABL1 y 23 casos de leucemia mieloide crénica (LMC), donde se encontré6 de manera
interesante que mas del 80% de los pacientes con BCR-ABL1 albergaban alguna
deleciéon en el IKZF1, este gen codifica al factor de transcripcion IKAROS involucrado
en la regulacién del desarrollo linfoide (60), sin embargo no se encontrd esta alteracion
en ningun caso de LMC, este porcentaje se observd de manera similar en un 75%
dentro de una cohorte italiana con pacientes adultos, lo que indica una cooperacion
entre la translocacion BCR-ABL1 y la delecion de IKZF1 para el desarrollo de la

leucemogénesis (61).



Un nuevo subtipo de LLA pre-B: similar a BCR-ABL1 o Philadelphia-like (Ph-like)

En el 80% de los casos de LLA pediatrica se pueden identificar anormalidades
genéticas recurrentes por medio de analisis genéticos, cromosémicos y moleculares,
donde dichas alteraciones pueden ser asociadas a una clasificacion de riesgo. Sin
embargo, el 20% de los pacientes restantes que no cuentan con alguna clasificacion
dependiente de alteraciones génicas recurrentes son categorizados en el denominado
grupo “otros B” (62). Este ultimo grupo, ha sido de gran interés para la investigacion
actual ya que dentro de los pacientes que lo integran se encuentran algunos que tienen
un alto riesgo a recaer. Recientemente se describié un nuevo subtipo dentro del grupo
“otros B”, conocido como LLA de células precursoras B del subtipo similar a BCR-ABL1
o Philadelphia-like (Ph-like).

1.3.1 Descubrimiento del subtipo Ph-like

En 2009 Den Boer y colaboradores, realizaron su estudio en oncologia pediatrica donde
se analizaron a 190 pacientes pediatricos diagnosticados con LLA, en este estudio se
generd un modelo predictor mediante micro-arreglos de expresion génica, que pudiera
clasificar a las alteraciones genéticas mas comunes de la LLA (ETV6-RUNX1,
hiperdiploidia, re arreglos de TCF3, BCR-ABL1, re arreglos en MLL o LLA-T). Los
pacientes se agruparon en alguno de los seis subtipos de LLA, sin embargo se encontré
a un grupo de 44 pacientes de un total de 154 casos de LLA pre-B que no contaba con
alguna de las alteraciones genéticas recurrentes pero que quedaban agrupados en el
grupo BCR-ABL1 positivos debido a la similitud que presentaron en su perfil de
expresion génica, dentro de los genes que se encontraron sobre expresados estan
TSPAN7, SEMAGA, ECM1, PON2 y BMPR1. A demas, se encontré que el 82% de
estos pacientes tenian una o mas deleciones en genes del desarrollo de células B,
como el factor de transcripcion IKZF1 (IKAROS), TCF3 (E2A), EBF1, PAX5 y el receptor
de células pre-B (pre-BCR), la frecuencia de estas alteraciones se presentaron de

manera similar en el grupo positivo para BCR-ABL1, lo cual puede explicar la similitud



en la firma de expresibn génica en ambos grupos, estos pacientes tuvieron un
prondstico adverso con un 59% de supervivencia libre de enfermedad (SLE) a 5 afios,
comparado con un 84% de los casos de LLA pre-B, y con base en lo anterior a este

grupo se le confirié un nuevo subtipo nombrado como similar a BCR-ABL1 (63).

Otro estudio, llevado a cabo simultdneamente por Harvey y colaboradores en 2010,
dentro de grupo de oncologia infantil (COG, por sus siglas en inglés) en colaboracion
con el hospital infantil St. Jude de Norte América, investigaron los perfiles de expresion
génica de una cohorte estadounidense de 207 pacientes con diagnostico de LLA pre-B
con riesgo alto con el objetivo de identificar nuevos subgrupos genéticos. Algunos de
los criterios tomados en cuenta fueron la presencia de una cuenta leucocitaria >5x10*
células/uL al diagnéstico, con rango de edades de entre uno a 20 afios, la presencia de
infiltracion de blastos en SNC o testiculo, ademas de no presentar translocaciones
cromosomicas que confieran algin prondstico, por ejemplo; (t(12;21)/ETV6-RUNX1 y
t(9;22)/BCR-ABL1 o hiperdiploidia). Los casos se agruparon por el perfil génico,
obtenido por medio de un micro-arreglo de expresion de alta densidad, el cual evalué
los juegos de sondas seleccionados por tres diferentes métodos de analisis, ademas los
pacientes fueron clasificados con etnia hispana/latina o con otra etnia. Como resultados,
se obtuvo un conjunto de 257 juegos de sondas que agruparon a ocho grupos con un
perfil de expresidn caracteristico. Un grupo que llamé la atencion fue el nimero ocho
qgque se componia de 24 pacientes de los cuales cerca del 60% eran de origen
hispano/latino, este grupo tuvo una SLE a cuatro afos del 21% comparado con el 66%
de toda la corte, algunos genes que se reportaron con sobre expresion en este grupo
de pacientes fueron GAB1, MUC4, PON2, GPR110, SEMA6, BMPR1, también se
encontré que 18 pacientes de este grupo contaban con arreglos en el gen CRLF2 y
deleciones en IKZF1, este subtipo fue nombrado por este grupo de investigacion como

Philadelphia negativo o Ph-like (64).

Los dos perfiles génicos iniciales para identificar a los pacientes Ph-like fueron
posteriormente estudiados por Den Boer y colaboradores en 2015, utilizando cohortes

de pacientes pediatricos alemanes y estadounidense, donde se reportd que las dos



firmas de expresion génicas solo coincidian en nueve conjuntos de sondas para siete
genes (CCND2, SH3BP5, ABL1, SOCS2, DUSP6, LST1, EGFL7), ademas, se reporto
gue 33 de 146 pacientes de la cohorte europea fueron identificados con la firma de
expresion estadounidense, mientras que 43 de 143 pacientes de la cohorte americana
se identificaron por la firma de expresion europea, interesantemente todos los pacientes
que fueron identificados pertenecian al grupo de riesgo alto de acuerdo a las
caracteristicas clinicas del NCI. Datos anteriores indican la persistete heterogeneidad
genética entre poblaciones, ademas de las diferentes metodologias para desarrollar las
firmas génicas, lo que da como resultado la dificil caracterizacion del subtipo Ph-like por
medio de una sola firma génica, por lo cual es conveniente la determinacién de una
firma génica para cada poblacion, ademas de la identificacion de otras alteraciones
genéticas que se han reportado dentro de este subtipo, como son la alteracion de
genes especificos y el estudio de la activacion de vias de sefializacion involucradas que
contribuyan a la identificacién de subtipo (65).

La investigacion terapéutica aplicada para generar tratamientos efectivos (TARGET, por
sus siglas en inglés) es una colaboracién entre COG vy el instituto nacional de la salud
(NIH), la cual desarrollo una tarjeta por medio de un micro-arreglo de expresién génica
de baja densidad (LDA en inglés), para la identificacidbn de pacientes candidatos a
pertenecer al subtipo Ph-like, este estudio se utilizd en el diagndstico clinico dentro del
laboratorio usando transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (QRT-
PCR). El conjunto de sondas utilizado incluye a los genes IGJ, SPATS2L, MUC4,
CRLF2, CA6, NRXN3, BMPR1B, GPR110, CHN2, SEMAGA, PON2, SLC2A5, S100Z,
TP53INP1 e IFITM, como resultado se obtuvo un alto grado de sensibilidad y
especificidad para predecir a los pacientes pertenecientes al subtipo Ph-like. EI COG
utilizo recientemente esta tarjeta LDA en un analisis retrospectivo, donde demostro ser
un indicador robusto para clasificar a la LLA Ph-like, ya que contiene a las mutaciones
genémicas mas frecuentes del subtipo. Como resultado de este trabajo el COG ha

implementado esta tarjeta en sus ensayos clinicos actuales (66,67).



Como se ha mencionado la clasificacién de riesgo clinico de acuerdo con el NCI toma
caracteristicas como la edad y la cuenta leucocitaria para determinar la probabilidad de
gue el paciente recaiga, sin embargo, aun cuando los pacientes presentan
caracteristicas de riesgo estandar, las recaidas se presentan en ambos grupos. Otros
estudios que han llevado al mejoramiento y entendimiento de la estratificacion de riesgo
y no de la clasificacion de algun subtipo por medio de andlisis genéticos, han reportado
alteraciones de algunos genes marcadores de pronostico, donde algunos de ellos estan
integrados dentro de las firmas de expresion para la clasificacion del subtipo Ph-like,

algunos de estos trabajos se describen brevemente a continuacion.

En 2008 Hoffman y colaboradores estudiaron a una cohorte de 55 pacientes pediatricos
con diagnostico de LLA pre-B los cuales tuvieron un seguimiento de 12 afios, con el
objetivo de identificar firmas de expresion génica para correlacionarlos con resultados a
largo plazo, independientemente de los subtipos genéticos y proponer una
estratificacion de riesgo molecular. Como resultado al evaluar los perfiles de expresion
se encontr6 a tres genes (AZIN, GLUL e IGJ) que discriminaban con una buena
sensibilidad y especificidad a la estratificacion clinica. Donde los genes AZIN y GLUL se
encontraron a la baja e IGJ sobre expresado, ademas se encontrd una sobrevida menor
en los pacientes gque tenian alterados estos genes. Llama la atencion la presencia del
gen IGJ como un posible marcador prondstico, el cual se reporté dentro de la firma de
expresion sugerente del subtipo Ph-like (68). Otro trabajo que ha contribuido al estudio
de genes con un valor pronéstico es el realizado por Kang y colaboradores en 2010 en
una cohorte de 207 pacientes diagnosticados con LLA pre-B y clasificados con riesgo
alto del COG por medio de un micro-arreglo de alta densidad, con el objetivo de
encontrar perfiles de expresién génica para mejorar la estratificacion de riesgo, asi
como la prediccion de los eventos de sobrevida en los pacientes. Dentro de los
resultados se reportaron a 38 genes, los cuales tuvieron una mayor asociacion a la
supervivencia libre de recaida (periodo de 4 a 5 afios sin la deteccién de células
leucémicas después del tratamiento), donde los pacientes que tuvieron la sobrevida
mas pobre (29%), tenian a los genes sobre expresados BMPR1B, CTGF, TTYH2, IGJ,



PON2, CD73, CDC42EP3, TSPAN7 y SEMAGA (69). Algunos de estos genes fueron
reportados por Den Boer y Harvey dentro de la firma de expresion que clasificaba al
subtipo Ph-like, lo cual sugiere la relacion entre la presencia de estos genes y baja

supervivencia que se encontro en estos pacientes.

1.3.2 Incidencia del subtipo Ph-like

En 2016 dentro de la sesion de revision de clasificacion de leucemias, la OMS
reconocio e incorporé dentro de la LLA pre-B al subtipo similar a BCR-ABL1 o
Philadelphia like (Ph-like), esto reafirma la importancia clinica de este subtipo (70), el
cual ha sido estudiado previamente por diferentes grupos de investigacion en cohortes
con diversos rangos de edad, se refiere que comprende un 10% de los nifios con LLA-B
con riesgo estandar (edad <10 afios o cuenta de leucocitos <5x10* células/pL al
diagnostico) y 15% en nifios con alto riesgo (edad =10 afios o cuenta leucocitaria
>5x10* células/pL). Esta frecuencia aumenta de acuerdo con la edad; se presenta en un
21% de los pacientes adolescentes (16-20 afios) en el 27% de adultos jévenes (21-39
afnos) y en 20% de los pacientes adultos (40-79 afos) (Figura 3) (71-74).
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Figura 3. Incidencia de leucemia linfoblastica aguda del subtipo Ph-positivo y Ph-like, de
acuerdo a la edad. Proporcion de pacientes generado dentro de cohorte alemana reportado por
Den Boer et. al. y una cohorte estadounidense estudiados por Roberts et. al. A) Nifios jovenes
entre 1 a 9 afios, B) Nifilos mayores de entre 10 a 15 afios, C) Adolescentes de entre 16 a 20
afos, D) Adultos jovenes de 21a 39 afios, E) Adultos de 40 a 55 afios y F) Adultos mayores de
56 a 84 afios (Modificado de Herold, et. al.,2014).



1.3.3 Alteraciones genéticas del subtipo Ph-like

A diferencia del subtipo Ph positivo y otros subtipos de LLA clasificados e identificados
mediante translocaciones cromosémicas o fusiones génicas especificas, la LLA de tipo
Ph-like resulta ser sumamente heterogénea, al momento de ser definida por medio de
diversas alteraciones genéticas presentes, sin embargo presentan en comun la
activacion de cinasas por la presencia de alteraciones en genes de receptores de
citocinas, la complejidad de este subtipo ha llevado a diferentes grupos de investigacion
al estudio detallado de este subtipo para lograr una identificacion méas especifica y
poder proponer terapias blanco, algunos de los parametros para su clasificacion son

descritos a continuacion (75).
1.4.4 Genes sobre expresados

Como anteriormente se ha mencionado las firmas de expresién génica juegan un papel
sumamente importante dentro de la caracterizacién del subtipo Ph-like, estas presentan
la sobre expresion de diferentes genes, que comparten los subtipos Ph positivo y

Ph-like, algunos de ellos son descritos a continuacion:

e CRLF2. El factor 2 similar al receptor de citocinas es una proteina codificada por
el gen CRLF2. Esta proteina forma un complejo funcional con el receptor de IL-7
para dar lugar al receptor de linfopoyetina estromal timica (TSLP), capaz de
estimular la proliferacion celular a través de la activacion de las rutas STATS3,
JAK-STAT5 y JAK2 vy estd implicado en el desarrollo del sistema

hematopoyético.

e SEMAGBA. Semaforina-6A es una proteina que estd codificada por el gen
SEMAGA. La expresion del gen SEMAGA en las células melanociticas puede
estar regulada por el factor de transcripcion de leucina MITF, el cual esta
implicado en la regulacién de la via de linaje especifico de muchos tipos

celulares, entre los que estan incluidos los melanocitos, los osteoclastos y los



mastocitos. SEMAGA puede estar involucrado en el cableado de las cascadas de
sefalizacion que se requieren especificamente para la supervivencia y la funcién

fisiologica de sus precursores celulares normales (77).

BMPRI1B. Las proteinas morfogénicas 0seas (BMP) controlan multiples procesos
celulares en embriones y tejidos adultos. BMPR1B es un gen localizado en el
cromosoma 49g22.3 que codifica un miembro de la familia del receptor
transmembranal de la proteina morfogénica 6sea (BMP) de serina / treonina
cinasa. Los ligandos de este receptor son las BMP, que son miembros de la
superfamilia TGF-B. Las BMP estan involucradas en la embriogénesis. Estas
proteinas traducen sus sefiales a través de la formaciébn de complejos de
heterodimeros de dos tipos diferentes de receptores, los de tipo | de
aproximadamente 50-55 kD y receptores tipo Il de aproximadamente 70-80 kD.
Los receptores de tipo Il se unen a los ligandos en ausencia de receptores de
tipo I, pero requieren sus respectivos receptores de tipo | para la sefalizacion,
mientras que los receptores de tipo | requieren sus respectivos receptores de tipo
Il para la unién del ligando (78).

TSPAN7. El gen TM4SF2 en Xpll.4 codifica a tetraspanina 7 (TSPANTY),
miembro de la superfamilia de proteinas de membrana tetraspaninas,
conservadas evolutivamente y se asocian dindmicamente con numerosas
proteinas asociadas en micro dominios enriquecidos con tetraspanina (TEM) de
la membrana plasmatica. Las tetraspaninas mediante la transduccion de sefiales
juega un papel importante en eventos de desarrollo, activacién, crecimiento y
motilidad celular. Las mutaciones en tetraspaninas que conducen a la pérdida del
fenotipo y de funcién son relativamente raras, probablemente porque muchas
tetraspaninas se superponen funcionalmente. No obstante, tetraspaninas
especificas desempefian papeles criticos en los ovocitos durante la fertilizacion,
durante la formacion de sinapsis neuromuscular, activacion de linfocitos T y B,

degeneracion de la retina y funcion cerebral (79).



e |GJ. La cadena J es un componente proteico de los anticuerpos IgM e IgA
codificado por el gen 1GJ situado en el cromosoma 4g13.3. La cadena J es una
proteina que es sintetizada en linfocitos B y cumple con dos funciones
principales, vincular a mondmeros de inmunoglobulina (pentamera de IgM y
dimera de IgA) y unir a estas inmunoglobulinas al componente secretor. Analisis
de transferencia indican que en el genoma humano contiene dos secuencias
relacionadas con la cadena J, un gen funcional y otra secuencia que hibrida con

algunas sondas de la cadena J (80).

e PONZ2. La paraoxonasa / ariesterasa 2 en suero es una enzima codificada por el
gen PON2 localizado en el cromosoma 7921.3. Este gen es miembro de la
familia de las paraoxonasas, que incluye tres miembros conocidos ubicados
adyacentes entre si en el brazo largo del cromosoma 7. La proteina codificada se
expresa en tejidos humanos, unidos a la membrana, y puede actuar como un
antioxidante celular, protegiendo las células del estrés oxidativo. La actividad
hidrolitica contra lactonas de acilhomoserina, importantes mediadores de
deteccién bacteriana, sugiere que la proteina codificada también puede
desempefiar un papel en las respuestas de defensa a bacterias patégenas. Las
mutaciones en este gen se pueden asociar con enfermedad vascular y una serie
de fenotipos relacionados con la diabetes. Alternativamente, se han descrito

variantes de transcritos que codifican diferentes isoformas (81).

1.4.5 Alteraciones en el gen CRLF2

Una de las alteraciones con valor pronostico asociada a la LLA del subtipo Ph-like es la
gue involucra al gen CRLF2, el cual se ha reportado con sobre expresion en cerca del
50% de los casos Ph-like, derivada de alteraciones en el gen CRLF2, estas alteraciones
se han descrito como de mal prondstico. Durante la hematopoyesis, las citocinas y sus

receptores juegan un papel importante en la supervivencia, proliferaciéon y diferenciacion



celular. Estos receptores carecen de una actividad catalitica por lo cual dependen de la
actividad de tirosina cinasa de la familia Janus de tirosina cinasa. CRLF2 es un gen que
codifica a un miembro de la familia de receptores de citocinas tipo 1, esta proteina
codificada es un receptor para la linfopoyetina estromal timica (TSLP) que junto con el
receptor alfa de IL-7 (IL7RA), activan las vias de sefializacion STAT3, JAK-STAT5 y
JAK2, las cuales controlan procesos como la proliferacion celular y el desarrollo del
sistema hematopoyético. Alteraciones en CRLF2 son localizadas en la region
pseudoautosémica 1 (PAR1) en el cromosoma Xp22 o Ypll, donde se encuentra una

superficie celular con alto nivel de expresion del gen (71, 73, 82).

Dentro de los mecanismos que alteran la expresion de CRLF2, se encuentra la delecion
intersticial entre PAR1 de CRLF2 dentro de los cromosomas sexuales con el primer
exén no codificante de P2Y8 (receptor acoplado a proteinas G) codificado por el gen
P2RY8, el cual produce el transcrito P2RY8-CRLF2, quedando la expresion del gen
CRLF2 a cargo del promotor de P2RY8. Otra de las alteraciones que se puede
presentar es la translocacion reciproca criptica con el locus de la cadena pesada de
inmunoglobulina (IGH) ubicado en el cromosoma 14932 (Figura 4) (82,83), lo que
provoca una alta sobre expresion del gen CRLF2. La fusiobn P2RY8-CRLF2 es
encontrada en conjunto con mutaciones en genes de la familia JAK en cerca del 5% de
los pacientes, esta frecuencia es muy similar en los casos con y sin fenotipo Ph-like, sin
embargo, se ha reportado que aumenta de 30 a 50% en nifios con sindrome de Down
con CRLF2 alterado (84).



A
P
AR1 de cromosoma Xo Y PR
R — - w— 4 *— 4 5 B e—

- CRLF2 —CEHA—I.SR{I-ASTML—PM- —» | P2RYS |CRLF2

B e —> |CSF2RA|CRLF2
cromosoma XoY
CRLF2 5 > > 1

EEEm— IGH CRLF2

cromosoma 14

Figura 4. Arreglos del gen CRLF2. En (A) se muestra la delecion intersticial de la

regién pseudoautosmica (PAR1) situado en el cromosoma X o Y que resulta en la

fusion de CRLF2 con la region no codificante de P2RY8 que conducen a la

transcripcion (flechas delgadas) y a la traduccion de la proteina (flecha gruesa). En

(B) se representa la fusion IGH-CRLF2 t(X;14) o t(Y;14). Estos arreglos resultan en

sobre expresién de CRLF2 e incremento de la proteina CRLF2 (Modificado de

Russell, et. al., 2009).
Por otro lado, diversos estudios que han abordado la frecuencia de estas alteraciones
encontraron que la fusién P2RY8-CRLF2 es mas comun en nifios, mientras IGH-CRLF2
se presenta con una mayor frecuencia en adolescentes y adultos (85, 86). Richard y
colaboradores en 2010, realizaron un estudio en una cohorte conformada por 207 nifios
y adolescentes con riesgo clinico alto, donde se identific6 por medio de técnicas
genéticas y moleculares a las alteraciones mas comunes en CRLF2, donde se encontrd
que 29 pacientes (14%) tenian una elevada expresion de CRLF2 dentro de estos
pacientes se observd que la mayoria presentaban mutaciones en genes de la familia
JAK y que la alteracion que se presentaba con mayor frecuencia era la translocacion
IGH-CRLF2 (62%) comparada con P2RY8-CRLF2 (34%), otro de los resultados que
llamo la atencién de este estudio fue que mas del 62% de los pacientes con sobre
expresion de CRLF2 pertenecian a la etnia hispano/latina, esta asociacion se explica
por estudios de genoma completo donde han identificado mutaciones en el gen que
codifica a la proteina de unién GATA de la tercera linea germinal (GATAS3), donde se

descubrié un alelo de riesgo rs3824662 el cual esta asociado con lesiones en LLA Ph-
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like (incluidas la reorganizacién del gen CRLF2 y mutaciones en genes de la familia
JAK), el cual se encuentra dentro de la genética ancestral de la etnia hispano/latina asi
como en poblacion nativo/americana (87, 88), estos resultados sugieren la cooperacion
de diversas alteraciones para el desarrollo de leucemogénesis, ademas de la
importancia del conocimiento de vias de sefializacion activas para posibles blancos

terapéutico (89).
1.4.6 Alteraciones en el gen IKZF1

Estudios recientes basados en el analisis de anormalidades en el nimero de copias del
DNA, han ayudado a identificar alteraciones recurrentes en la LLA como son las
mutaciones en mas del 40% de los pacientes con LLA pre-B, estas alteraciones se
presentan en genes que codifican a reguladores transcripcionales del desarrollo de las
células B, entre los que se incluyen PAX5, EBF1 e IKZF1 (59, 90).

IKAROS es una proteina de la familia de dedos de zinc 1 codificada por el gen IKZF1
localizado en 7pl12.2, el cual es importante para la diferenciacion de reguladores
linfoides, la fase transcripcional del gen se caracteriza por la presencia de multiples
cortes-empalmes alternativos de intrones con dominios C-terminal (por dimerizacion
dentro de la proteina IKAROS) y dominios N-terminal (por bandeo de DNA) que dan
como resultado 11 isoformas que se modifican dentro de los exones 3 al 6, las
isoformas capaces de unirse al DNA son las que expresan 3 o mas dedos de zinc y son
consideradas como isoformas funcionales, mientras que las isoformas no funcionales,
no son capaces de unirse al DNA ya que solo expresan menos de 2 dedos de zinc, k6
e k8 son consideradas isoformas dominantes negativas, por la incapacidad de unirse al
DNA y de actuar como factores de transcripcion (Figura 5) (91, 92).
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Figura 5. Representacién esquemaética de las isoformas del gen IKZF1. Los
dedos de zinc estan representados por rectangulos transversales de color
negro. Isoformas funcionales capaces de unirse al DNA (Ikl a 1k3); isoformas
no funcionales (Ik-4-1k6). Ik6 e 1k8 isoformas dominantes negativas (Modificado
de Meleshko, et. al., 2008).

Se cree que IKZF1 es un modulador de expresion de genes de linaje celular especifico,
por medio de mecanismos que envuelven a la remodelacién de la cromatina que dan
como resultado el efectivo desarrollo linfoide. La pérdida de la funcion del gen en
modelos animales por medio de un alelo heterocigoto dominante-negativo o la delecién
homocigota en leucemia linfoblastica, conlleva al desarrollo de defectos severos en
células B, T y NK. Estudios basados en las alteraciones asociadas con el prondstico en
la LLA han referido al gen IKZF1 como un marcador de mal prondstico en pacientes
pediatricos con alto riesgo a recaida, encontrando hasta en un 30% alguna alteracion
en el gen, lo que incrementa hasta tres veces la falla al tratamiento debido a que esta
asociado con resistencia a la quimioterapia, independientemente de la presencia de
alguna alteracion genética y de otros factores de mal prondstico conocidos. Ademas,
estudios con micro-arreglos de expresion, han determinado que los pacientes con
mutaciones en IKZF1, sin la presencia de la fusion BCR-ABL1, presentan perfiles de
expresion similares (90, 93,94, 96).
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Tanto deleciones como la presencia de isoformas dominantes negativas del gen IKZF1
se han asociado fuertemente con la fase blasticas de LMC, asi como en las LLA de tipo
Ph-positivo y Ph-like, donde en este ultimo se ha reportado una alta frecuencia de
alrededor del 70%. Algunos de los estudios sugieren que la inhibicion de IKAROS
predispone al desarrollo de leucemia linfoblastica aguda de células precursoras (LLA
pre-B), debido probablemente al agotamiento de la funcion de IKAROS, lo cual arresta a
las células B en el estadio pre-B, lo que provoca una mejora en la proliferacion celular

dependiente de cinasas, asi como en la auto-renovacion (95-97).
1.4.7 Vias de sefializacion alteradas en el subtipo Ph-like

En la actualidad se han reportado cerca de 60 arreglos dentro de 15 genes receptores
de citosinas o de cinasas en el subtipo Ph-like. Estos arreglos pueden dividirse en
subgrupos basados en la cinasa activa o en la via de sefalizacién implicada, que
incluyen a la via JAK-STAT, donde algunas de las alteraciones incluyen a las
secuencias de mutaciones en miembros de la familia JAK (JAK1, JAK3), mutaciones
gue envuelven a la homodimerizacion de IL7R o deleciones focales en el gen SH2B3, el
cual codifica a un regulador negativo de la sefalizacion de JAK2 (LNK), ademas se han
reportado casos que presentan mutaciones o deleciones que involucran a genes que
activan a la via JAK-STAT (CRLF2, JAK2, EPOR), en conjunto estas alteraciones se
presentan en pacientes Ph-like nifios con 14%, en adolescentes con 5% y en adultos
con 7% (71, 97,102)

Aproximadamente, 10% de los pacientes que albergan el subtipo Ph-like cuentan con
fusiones genéticas que envuelven a genes de la clase ABL. Las cinasas que cuentan
con re arreglos en este subconjunto de alteraciones (ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRA,
PDGFRB) son nombradas como “clase ABL”. Se han identificado mdultiples parejas de
fusién con cada gen de la clase ABL, donde en cada caso la fusién involucra a la cinasa

con la pareja rio abajo, preservando intacto el dominio cinasa (99,100).

Se conoce que aproximadamente el 4% de los casos Ph-like cuentan con mutaciones
en genes como KRAS, NRAS, NF1, PTPN11 y CBL1 que activan la sefalizacion de la



via de RAS, sin embargo, estas mutaciones también pueden ser observadas en
pacientes con hiperdiploidia, hipodiploidia y con re arreglos en el gen MLL, dentro de
dichas alteraciones se encuentran re arreglos en CRLF2 con mutaciones en JAK2 y re
arreglos en CRLF2 con el tipo silvestre de JAK2; re arreglos en la clase ABL (ABL1,
ABL2, CDF1R, PDGFRA y PDGFRB); otras mutaciones en la sefalizacion de JAK-
STAT (IL7R, SH2B3, JAK 1/3, TYK2, IL2RB Y TSLP) y mutaciones en RAS (KRAS,
NRAS, NFI, PTPN11, BRAF y CBL (Cuadro 4) (101-103).

Cuadro 4. Frecuencia de alteraciones genéticas en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda del subtipo Ph-like por grupos de edad en nifios y adolescentes.

Alteraciones en el subtipo Ph- Nifios de 0-16 afios con riesgo Adolescentes de 16-21 aios

like alto (%) frecuencia (%) frecuencia
Mutaciones en CRLF2 y JAK 24 35
Alteraciones en CRLF2 con el tipo 17 29

silvestre de JAK
Alteraciones en genes de la clase 17 10
ABL

Alteraciones en genes 5 7

involucrados en la via RAS

Otras alteraciones de la via JAK- 14 5
STAT

Modificado de Roberts, et. al., 2017.

1.4.8 Identificacion y opciones de tratamiento para el subtipo Ph-like

Avances en el estudio del genoma han contribuido en entender mejor las bases
genéticas y las alteraciones recurrentes en LLA Ph-like. Estos avances ayudan a los
investigadores a proponer el uso de diferentes inhibidores de vias de sefializacion
blanco de tirosina cinasa. De acuerdo a lo antes mencionado se han sugerido diferentes
meétodos para la clasificacion del subtipo Ph-like, los cuales se basan en la identificacion
de alteraciones en genes que se presentan con una mayor frecuencia dentro del
subtipo por medio de técnicas genéticas y moleculares, ademas de la implementacion

de protocolos de tratamiento y la respuesta que tienen los pacientes. Algunos ejemplos



de algoritmos propuestos para la identificacion del subtipo Ph-like se han descrito por
Herold y colaboradores en 2017, el cual clasifica a este subtipo por medio de
mutaciones en JAK o por la presencia de la translocacion IGH-CRLF2; la clasificacion
usada por COG, utiliza un micro-arreglo de baja densidad con la expresion de 8 genes,
ademas de las alteraciones que involucran al gen CRLF2 (P2RY8-CRLF2/ IGH-CRLF2),
y mutaciones en JAK1, JAK2 e IL7R (83, 104, 105).

La mayoria de los casos con lesiones activadoras de tirosina cinasa responden mal a la
quimioterapia en la induccion, indicando bajas tasas de remision completa (cuando la
enfermedad no es detectada por ensayos clinicos) y altos niveles de blastos en
pacientes con una remision completa también conocido como enfermedad minima
residual (EMR). Las tasas de SLE a cinco afios en estudios pediatricos con pacientes
Ph-like han reportado entre el 50 y 89% para fusiones de la clase ABL y en cerca del
67% de SLE para alteraciones que involucran a JAK2/EPOR/CRLF2 (71, 106).

La activacion de sefalizacion de tirosina cinasa por lesiones en las clases JAK/ABL
resultan en la fosforilacion rio debajo de moléculas diana de la via JAK-STAT.
Actualmente los TKIs que se encuentran en estudio incluyen a imatinib y dasatinib para
fusiones de la clase ABL y ruxolitinib para alteraciones en JAK, EPOR y CRLF2. Tanto
imatinib como dasatinib inhiben especificamente las cinasas ABL1, ABL2, PDGFRB y
CSF1R; el inhibidor mas amplio de tirosina cinasa. La sensibilidad a los TKls se ha
estudiado en modelos in vitro, ex vivo y en ratones. Tanto la citometria de flujo como el
analisis de transferencia Western mostraron que la fosforilacion de JAK-STAT5 fue
inhibida especificamente por ruxolitinib en casos donde se presentaban alteraciones en
JAK, EPOR y CRLF2, y por imatinib y dasatinib en el caso de fusiones en la clase ABL.
La inhibiciéon de la sefializacion después de la exposicion al TKI fue acompafada por la
inhibicion de la proliferacion en células de raton in vitro, la reduccion de la viabilidad
celular en cultivos celulares de pacientes ex vivo y la cantidad de células leucémicas
reducidas en xenoinjertos derivados de pacientes en modelos de raton (107-109). Todos
estos datos sugieren que el estudio de la activacion de las vias de sefalizacion podria

ser utilizado como un posible parametro de clasificacion para el subtipo Ph-like, el cual



se puede estudiar por medio de los blancos activados mediante fosforilacion
involucrados en la via, por medio de técnicas bioguimicas como la citometria de flujo o

por técnicas moleculares como Western blot.



1.5 Planteamiento del problema

La identificacion de caracteristicas de riesgo tanto clinicas como genéticas en la LLA
pediatrica ha permitido la estratificacion de los pacientes, y asi poder determinar
tratamientos de acuerdo con el riesgo, lo cual ha permitido que se alcance una tasa de
cura de méas del 80% de los pacientes en paises desarrollados. Recientemente se
describié un nuevo subgrupo dentro de la LLA pre-B nombrado como similar a BCR-
ABL1 o Ph-like, el cual se ha reconocido como de alto riesgo, este subtipo de leucemia
puede identificarse por la presencia de un perfil de expresion génica similar al de la
leucemia positiva para el cromosoma Philadelphia y por activacion de vias de
sefalizacion de cinasas principalmente de la via de ABL, RAS y JAK-STAT, derivada de
diversas alteraciones en receptores de cinasa, dentro de estas alteraciones se
encuentran los arreglos génicos de CRLF2 tales como la delecion intracromosémica
gue genera el arreglo P2RY8-CRLF2 vy la translocacion IGH-CRLF2, ambos arreglos
provocan la sobre expresion del gen CRLF2, otra de las alteraciones frecuentes en el
subtipo Ph-like es la presencia de isoformas dominantes negativas del gen IKZF1. La
identificacion de los pacientes pertenecientes al subtipo Ph-like no s6lo es importante
para la estratificacion de riesgo, sino por que aunado a esto existe la posibilidad de una

terapia blanco-especifica gracias al desarrollo de inhibidores de tirosina cinasa.

En el laboratorio de Genética y Cancer del Instituto Nacional de Pediatria se han
estudiado muestras de pacientes pediatricos con diagnostico de LLA-B, con el fin de
identificar caracteristicas genéticas del subtipo Ph-like y de esta manera hacer una

clasificacion sugerente de pertenencia a este nuevo subtipo de alto riesgo.

En éste trabajo se generd una base de datos que recabd la informacion, de aspectos
clinicos (edad y cuenta de leucocitos) para hacer una clasificacién de riesgo estandar o
de riesgo alto, asi como de los pardmetros genéticos (perfil de expresion génica,
alteraciones del gen CRLF2, isoformas dominantes negativas de IKZF1) y parametros
bioguimicos (activacion de vias de sefializacion de ABL, RAS y JAK-JAK-STATS5), de



pacientes pediatricos atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria (INP), el Hospital
Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG) y el Hospital Infantil Teletén de Oncologia
(HITO), y determinar la posible pertenencia al subtipo Ph-like a partir de la presencia de

alteraciones genéticas y bioquimicas representativas de este subtipo.

1.6 Justificacién

El cancer es la primera causa de muerte en edad pediatrica, siendo la LLA el cancer
gue afecta con mayor frecuencia. En nuestro pais se desconoce la frecuencia de
pacientes con LLA de células precursoras B pertenecientes al subtipo Ph-like, sin
embargo, este subtipo se encuentra con una frecuencia alta en etnia hispano-latina. La
identificacion de pacientes pertenecientes a este subtipo es muy importante para un
adecuado manejo clinico, ademas de la posibilidad de tener una terapia blanco-

especifica con inhibidores de tirosina cinasa. Por lo que la pregunta de investigacion es:

¢, Cuadl es la frecuencia de pacientes pediatricos mexicanos con diagnostico de LLA-B
sin translocaciones recurrentes con diferente clasificacion de riesgo, que puedan
pertenecer al subtipo Ph-like por la presencia de alteraciones genéticas y bioquimicas

caracteristicas del subtipo?



1.7 Objetivos

1.7.1 General

Clasificar pacientes pediatricos con LLA pre-B en grupos de riesgo y determinar su
posible pertenencia al subtipo de LLA Ph-like mediante el analisis de parametros

bioquimicos y genéticos.
1.7.2 Particulares

Analizar los niveles de transcrito de genes alterados en la LLA subtipo Ph-like y

determinar una firma de expresion génica sugerente del subtipo.

Determinar la frecuencia de pacientes con LLA de riesgo estandar y riesgo alto positivos

a la firma de expresion génica sugerente del subtipo Ph-like.

Determinar la frecuencia de alteraciones del gen CRLF2 en pacientes con LLA de

riesgo estandar y riesgo alto.

Determinar la frecuencia de isoformas dominantes negativas del gen IKZF en pacientes

con LLA de riesgo estandar y riesgo alto.

Determinar la frecuencia de la activacién de las vias de sefializacion ABL1, RAS y
JAK-JAK-STATS5 en pacientes con LLA de riesgo estandar y riesgo alto.

1.8 Hipoétesis

Los pacientes pediatricos mexicanos diagnosticados con LLA-B sin alteraciones
genéticas recurrentes (“otros B”) y clasificados clinicamente con riesgo estandar o
riesgo alto, podrian presentar alguna de las alteraciones genéticas y bioquimicas
caracteristicas del subtipo Ph-like, sin embargo, se espera encontrar una mayor

frecuencia de estas alteraciones dentro del grupo clasificado con riesgo alto.



2. Material y Método
2.1 Poblacién de estudio

Se revisaron los datos clinicos de 241 pacientes pediatricos (0-18 afios) atendidos en el
periodo comprendido de septiembre de 2015 a junio de 2018, que aceptaron participar
en el estudio por medio de una carta de consentimiento/asentimiento informado. De los
cuales 68 fueron atendidos en el Hospital Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG),
19 atendidos en el Hospital Infantil Teletdn de Oncologia (HITO), y 136 en el Instituto
Nacional de Pediatria (INP).

Caracteristicas de inclusion de los pacientes

e Diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B,
confirmado por Inmunofenotipo

e Edad al diagnostico con rango de 0 a 18 afios

e Expediente con datos clinicos completos

e Negativos a fusiones génicas recurrentes como ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1,
BCR-ABL1 y arreglos del gen MLL

e Con analisis de alteraciones genéticas del subtipo Ph-like completo o con
material bioldgico disponible para realizar las pruebas genéticas faltantes (perfil
de expresion génica con los genes CRLF2, SEMAGA, PON2, IGJ, BMPR1B,
TSPNA7 y GUSH (control enddgeno), alteraciones en CRLF2: sobre expresion,
P2RY8-CRLF2 con o sin IGH-CRLF2, isoformas dominantes negativas de IKZF1:
Ik6é e 1k8, activacion de vias de sefalizacion: JAK-JAK-STAT5, ABL con o sin
RAS).

De acuerdo con los criterios de inclusion del total de los pacientes, 42 se excluyeron de
este trabajo por tener un diagnéstico diferente a LLA pre-B, 28 por presentar
translocaciones recurrentes (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 o arreglos del gen



MLL), 45 por la ausencia de algun dato clinico dentro del expediente (edad, cuenta
leucocitaria) y 71 por carecer de alguno de los resultados de las alteraciones genéticas
0 moleculares consideradas para este estudio. De todos los pacientes, en esta tesis se
trabajo con 55 que cumplieron con los criterios de inclusion. Como son diagnostico de
LLA pre-B, negativos a translocaciones recurrentes, datos clinicos completos en el

expediente y con resultados completos de las alteraciones genéticas estudiadas.
2.2Reclutamiento de datos clinicos y de laboratorio

Este es un estudio ambispectivo en donde los resultados de las determinaciones
genéticas (alteraciones del gen CRLF2, isoformas dominantes negativas de IKZF1) y
las bioguimicas (activacién de vias de sefalizacion de ABL1, RAS y JAK-JAK-STATS5),
fueron realizadas previamente dentro del laboratorio de genética. El perfil de expresion
génica estd analizado de manera parcial, y en este trabajo se analizaron las muestras
pendientes con material bioldgico disponible para realizar el perfil de expresion génico.

A continuacion, se describe la metodologia utilizada para este analisis.

2.3Procesamiento de muestras

Se conté con un banco de muestras de médulas Gseas previamente recolectadas,
procesadas y preservadas en nitrégeno liquido de los pacientes para la obtencién de
material biolégico (RNA y células viables) para los diferentes estudios.

De las muestras faltantes para los datos del perfil de expresién génica, se realiz6 la
extraccion de RNA, la sintesis de cDNA y la determinacion de los niveles de expresion

génica de cada uno de los genes como se describe a continuacion.
2.3.1 Extraccion de RNA

e La extraccion de RNA se llevd a cabo mediante el kit RNeasy Mini (QIAGEN)
como lo indica el fabricante, para la elucion final en 40 pL de agua libre de
RNAsas.



e Posterior a la extraccion, se cuantificd la concentracion del RNA utilizando un
equipo EPOCH, midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm
dando como valor la concentracion en ng/ul para valorar la pureza del material
genético donde se tomo en cuenta la relacion 260/280 nm, la cual es 6ptima en
un rango (R) entre 1.8y 2.

e Por otro lado, para conocer la integridad del RNA se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando para la tincion gel red (Thermo

Fisher) corriendo a 90 V por 40 minutos.

2.3.2 Sintesis de cDNA

Para la obtencién de la cadena complementaria de DNA se llevdé a cabo en tubos
Eppendorf de 0.2 mL por medio de 2 reacciones consecutivas, en la primera para la
desnaturalizacién con 1 ug de RNA (si la muestra no alcanz6 el 1 pg de RNA, se trabajo
con los pg en un volumen maximo de 19.5 L), 0.5 pyL de random primers (100 mM)
(Invitrogene) y agua libre de RNAsas para un volumen final de 20 uL. La reaccién se
colocé en un termociclador Mastercycler Eppendorf a una temperatura de 72 °C por 3

minutos.

Para la segunda reaccion que consiste en la retrotranscripcion se utilizé para cada tubo
1 uL de MMLV-RT (transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina Moloney), 6 puL
de buffer 5X MMLV-RT, 2 pL de DTT (ditiotreitol) y 1 upL de dNTPs

(desoxirribonucledtidos trifosfatos) (Invitrogene).

Una vez concluido el tiempo de incubacién de la primera reaccion se pasaron
inmediatamente a hielo y se afiadié la reaccion dos. Se continuo, la sintesis en el

termociclador a 37 °C por una hora para finalizar a 94 °C por 6 minutos.
2.3.3 Verificacion de sintesis de cDNA por PCR de GAPDH

Para verificar que las muestras concluyeron la sintesis exitosamente, se realiz6 una
PCR punto final amplificando un fragmento del gen constitutivo GAPDH, donde se

agrego para cada muestra 2 uL de cDNA, 0.2 pyL de Tag-polimerasa (invitrogen), 2.5 uL



de buffer 10X, 1.5 yL de MgCl, (500 nM), 0.5 pL dNTPs, 0.5 pL de primers forward (10
mM), 0.5 pL de primers reverse (10 mM) del fragmento del gen y agua libre de RNAsas

para un volumen final de 25 L.

La reaccion se llevé a cabo en termociclador Mastercycler eppendorf con las siguientes
condiciones de reaccion. Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos , seguido de 28
ciclos conformados por desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineacién a 62 °C

por 30 segundos y extension a 72 °C por 1 minuto.

El producto de amplificacion se observdo en un gel de agarosa al 2% con TBE
(tris/borato/EDTA) y gel red (Thermo Fisher), utilizando un marcador de longitud de 100
pares de bases (pb), las condiciones de corrida fueron de 90 V por 35 minutos, el

producto amplificado fue de 317 pares de bases.

2.4Determinacion de los niveles de expresiéon génica por gRT-PCR

La evaluacion de los niveles de expresion génica de CRLF2, SEMAG6A, PON2, 1GJ,
BMPR1B, TSPNA7 y GUSR (control enddgeno) se realizO mediante una cuantificacion
relativa de transcripcion inversa de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(QRT-PCR), en el equipo Llightcycler 2.0 de Roche, usando como calibrador una
muestra de medula ésea normal para cinco genes, ya que BMPR1 solo esta expresado
en células leucémicas, la muestra calibradora para este gen fue una medula 6sea
leucémica positiva para su expresion. La sonda de DNA tipo Tagman, asi como los
oligonucledtidos sentido y anti-sentido fueron disefiados en el programa Universal
ProbeLibrary de Roche y se pueden observar en el Cuadro 5, asi como las condiciones

de reaccion.



Cuadro 5. Secuencias de oligonucleotidos para los genes CRLF2, SEMAGA, PON2,
IGJ, BMPR1B, TSPNA7 y GUSR

Gen Secuencia de | Secuencia de No. de secuencia
oligonucledtidos oligonucledtidos
sentido anti-sentido
CRLF2 agcgactggtcagaggtga aatttggacagctttggtttg NM_022148.2
SEMAGA | tggacaccagttcctgatga tcattggaggttgcatatctttc NM_020796
PON 2 tccacactgccacctgatta agccagaccattgggaagtat NM_000305
1GJ tgtggagagaaacatccgaatta | atggtgaggtgggatcagag NM_144646.3
BMPR1B | tttcatgccttgttgataaaggt gcttgtttaactttttgtttcctctce NM_001203.2
TSPAN7 catctactccttcgtcttctgga agtaagtttgccccagactcc NM_004615.3
GUSB cgccctgcctatctgtattc tccccacagggagtgtgtag NM_000181.3

Las condiciones de reaccion se describen a continuacion.
Pre-incubacion 95 °C por 10 minutos 1 ciclo.

Amplificacion 95 °C por 10 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 0.5 segundos,
45 ciclos.

Reposo 40 °C por 30 segundos, 1 ciclo.

2.4.1 Cuantificacién génica

Una vez concluida la gqRT-PCR de cada gen, se tomaron los valores de Ct arrojados por
el programa Llightcycler Software 4.05, integrado en el equipo, los datos se
normalizaron mediante el método ACt el cual compara las medias del gen problema con
el gen enddgeno. Para la obtencidn de la expresion génica relativa se tomo en cuenta el
valor definido por la diferencia de medias entre los valores de los genes problemas y las
muestras calibradoras dado por la ecuacion 2744Ct g punto de corte para clasificar la

sobre expresion fue el valor de la mediana, se considero con sobre expresion aquellos

genes que presentaron un valor de expresiéon génica relativa igual o mayor a esta.



El estudio de las alteraciones del gen CRLF2 (IGH-CRLF2 y P2RY8-CRLF2), isoformas
dominantes negativas de IKZF1 y activacion de las vias de sefalizacion de JAK-JAK-

STAT5 y ABL1 fue realizado previamente como se describe a continuacion.
2.5Alteraciones en el gen CRLF2

La determinacion de la delecion P2RY8-CRLF2 se realiz6 por RT-PCR punto final
flanqueando los puntos de ruptura de las regiones involucradas, la secuencia de
oligonucledtidos que flanquea a P2RY8 es 5°-ggacagatggaactggaagg-3” y la que hibrida
en CRLF2 es 5'-gtcccattcctgatggagaa-3°, el producto de la reaccion se visualizé
mediante un gel de agarosa al 2%, donde el fragmento amplificado equivale a 511

pares de bases (pb) (110,111).

La deteccién de la translocacion IGH-CRLF2 se llevé a cabo mediante hibridacion por
fluorescencia in situ (FISH) en interfase, utilizando una sonda de doble color para el gen
IGH, dichas sondas se hibridaron para mapear el punto de ruptura t(X;14) o t(Y;14). A
demas se disefiaron dos sondas de separacion alternativa para identificar la ruptura de
CRLF2 en la translocacion por medio de la fluorescencia emitida (rojo, verde y amarillo

para la sefal de fusién) (71).

2.61soformas dominantes negativas del gen IKZF1

La identificacion de las isoformas del gen IKZF1 (ik-6 e ik-8) se realiz6 mediante una
PCR punto final anidada. El producto de PCR de la reaccién ika-1 se utiliz6 como
templado para la segunda reaccién de PCR ika-2, los oligonucleotidos utilizados se

describen en el Cuadro 6.



Cuadro 6. Secuencia de oligonucleétidos para el estudio de isoformas
dominantes negativas de IKZF1.

Sentido de oligonucledtidos para cada Secuencia de oligonucleodtidos
reaccion F (forward) R (reverse)
F1 (ika-1) atggatgctgacgagggtcaagac
R1 (ika-1) ttagctcatgtggaagcggtgctc
F2 (ika-2) cccctgtaagcgatactccagatg
R2 (ika-2) gatggcttggtccatcacgtggga

Las isoformas del gen IKZF1 fueron detectadas con base en el peso molecular en pb,
utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2%. La isoforma ik-6 positiva para la
amplificacion genero una banda de 202 pb mientras que para ik-8 genero una banda de
337 pb (91).

2.7Vias de sefializacion

En los blastos leucémicos se analizd la activacion de las vias de sefalizacion
caracteristicas de los pacientes del subgrupo Ph-like: ABL, RAS y JAK-JAK-STAT5
mediante Phosphoflow (BD biosciences, USA). Las alteraciones de cada una de las
vias se evaluaron mediante anticuerpos monoclonales que reconocen blancos directos
y fosforilados (o activados), la alteracion en la via de JAK-JAK-STAT5S por su blanco
directo JAK-STATS5, la via de ABL por su blanco Crkl y la via de Ras por su blanco Erk.
Las células fueron analizadas en el citometro FACSVerse (BD biosciences, USA) y con

el software Flowjo 10.0.



2.8Andlisis de resultados

Se construyé una base de datos con los pacientes que contaran con la informacién
completa para este trabajo, depurando las bases de datos existentes y tomando los
datos de los parametros clinicos y del laboratorio y se agrupé a los pacientes
considerando la edad y cuenta de leucocitos circulantes en grupos de riesgo estandar
(edad 1-9 afios y cuenta leucocitaria <5x10* células/pL) y grupo de riesgo alto (edad 210

afios con o sin cuenta de leucocitos >5x10* células/pL).

Se determinaron las frecuencias de cada uno de los parametros genéticos y
bioguimicos de laboratorio en los grupos de riesgo, se realizd una prueba estadistica de
Chi-cuadrada para conocer si existian diferencias significativas entre grupos y se asigné
a los pacientes que probablemente puedan pertenecer al subtipo Ph-like mediante la

presencia de diferentes combinaciones de alteraciones.



3. Resultados

3.1.Poblacién de estudio, caracteristicas clinicas y clasificacion de riesgo de

los pacientes con LLA pre-B

Del total de 55 pacientes incluidos en este trabajo, 28 (51%) fueron mujeres y 27 (49%)
hombres (Figura 6 A) y presentaron un intervalo de edad entre 2 y 16 afios con una
media de 7.29 y desviacion estandar de 4.8. Ningun present6é edad menor a un afo. El
conocimiento de las caracteristicas clinicas de los pacientes al momento de ser
diagnosticados con LLA-B permitié hacer una estratificacion de riesgo clinico segun los
parametros establecidos por el NCI, descrita a continuacién. De acuerdo con la edad,
los pacientes se agruparon en el rango de edad de 1 a 9 afios (riesgo estandar) 29
pacientes (53%), mientras que 27 (47%) en edad de riego (= 10 afios) (Figura 6 B).
Ademas, los pacientes se agruparon de acuerdo con la cuenta leucocitaria en sangre
periférica quedando 39 (71%) pacientes con cuentas de leucocitos <5x10* células/puL
(riesgo estandar) y 16 (29%) en cuenta >5x10* células/uL, es decir, con riesgo alto
(Figura 6 C).

A)

19 = 50,000
10 ANOS 29%
3 W afos  ° <50,000
o8 sz%

Flgura 6. Caracteristicas cllnlcas de la cohorte de 55 pacientes. A)
Frecuencia de género (F, femenino M, Masculino) B) Frecuencia de edad al
diagndstico (1-9 afios edad de riesgo estandar; = 10 afios edad de riesgo alto) C)
Frecuencia de cuenta leucocitaria al diagndstico (<5x104 células/uL de riesgo
estandar; 25x10* células/uL de riesgo alto).
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Por otro lado, considerando ambas caracteristicas clinicas se estratificaron a los
pacientes en grupos de riesgo. El grupo de riesgo estandar (edad de uno a nueve afos
mas cuenta de leucocitos <5x10* células/uL) conformado por 22 pacientes (40%) y en el
grupo de riesgo alto (edad mayor o igual a diez afios con o sin cuenta de leucos >5x10*
células/puL) con 33 (60%) (Figura 7).

\> =g

Figura 7. Distribucion de los pacientes por caracteristicas clinicas. RE,
riesgo estandar; RA, riesgo alto.

3.2.Frecuencia del perfil de expresion génica caracteristico del subtipo Ph-like

Se realiz6 el estudio de un perfil de expresion génica conformada por los genes CRLF2,
SEMAGA, PON2, I1GJ, BMPR1B y TSPNAY, los cuales se han referido con sobre
expresion en pacientes con LLA-B pertenecientes al subtipo Ph-like (64-66), de los 55
pacientes incluidos en nuestra cohorte, 44 ya contaban con el estudio del perfil de
expresion y en 11 se realizd el trabajo experimental para el procesamiento de las

muestras y la terminacion del perfil de expresion.

De las 11 muestras que no contaban con el analisis de la firma de expresion génica, se
extrajo el RNA total, los cuales presentaron concentracion, pureza, e integridad
adecuados para realizar el anadlisis de expresion génica (Figura 8A), En todas las
muestras procesadas se sintetizd el cDNA exitosamente, el cual se verificé por medio
de la amplificacion de un fragmento del gen constitutivo gliseraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) mediante RT-PCR punto final, el producto amplificado es de
una longitud de 317 pb (Figura 8B).



M1 M2 M3 M4

LLA167 LLA 156 LLA188 LLA 180

Figura 8. Verificacion del material genético
para el perfil de expresidon génica. En A) se
muestra el patron de corrimiento electroforético
caracteristico del RNA integro de muestras
representativas. En B) se observa el producto de
amplificacion de GAPDH, en los carriles se
M0k 3 OF 5% 9IS Oyl chaion presenta lo siguiente: M, marcador de 100 pb;
C2, control negativo de reaccion y en C3-C13,
cDNA de muestras de pacientes con LLA pre-B.

Los valores de expresion génica relativa se determinaron por la ecuacion 2744¢t el
estado de expresion de los genes (sobre expresado y no sobre expresado) se muestran
en la Figura 9. Para definir el estado de sobre expresion de los 6 genes evaluados
(CRLF2, SEMAGA, PON2, IGJ, BMPR1B, TSPNA7), se utiliz6 a la mediana como valor
de corte. Se consideraron con un perfil de expresién positivo para subtipo Ph-like
aquellas muestras con sobre expresién en al menos tres de los seis genes (= 50%)

analizados.
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1D CRLF2 TEBANT SEMABA BoN2 = BMPRIB
LLA 1 IMP
LLA 2 MNP
LLA 3 IMP
LLA 4 INP
LLA 5 IMP
LLA & (HI)
LLA 7 H
LLA 8 IMP
LLA 9 IMNP
LLA 10 IMP
LLA 11 NP
LLA 12 INP
LLA 13 IMNP
LLA 14 IMNP
LLA 15 IMP
LLA 18 INP
LLA 17 IMP
LLA 18 IMNP
LLA 12 IMP
LLA 20 IMP
LLA 21 IMP
LLA 22 IMP
LLA 23 IMNP
LLA 24 IMNP
LLA 25 IMP
LLA 28 IMNP
LLA 27 H
LLA 28 IMNP
LLA 20 IMP
LLA 30 IMP
LLA 31 IMNP
LLA 32 (HI
LLA 33 (HI
LLA 34 (HI
LLA 35 INP
LLA 36 H
LLA 37 H
LLA 38 INP
LLA 39 IMP
LLA 40 IMNP
LLA 41 IMP
LLA 42 (HI)
LLA 43 (HI)
LLA 44 IMNP
LLA 45 IMNP
LLA 48 INP
LLA 47 (HI)
LLA 48 INP
LLA 49 IMP
LLA SO H
LLA 51 IMP
LLA 52 INP
LLA 53 IMNP
LLA 54 HI
LLA S5 H

Figura 9. Perfil de expresién génica representado en mapa de calor. Expresion
génica de los seis genes analizados en los pacientes con LLA-B del grupo “otros B”. Los
genes con sobre expresion se representan en color rojo, en verde estan representados
los genes no sobre expresados. En 37 pacientes se encontré un perfil de expresion
génica positivo (PEG+), mientras que en 18 pacientes se observé un perfil de expresién
génica negativo (PEG-).
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De acuerdo con lo anterior se encontré6 que 37 (67%) pacientes son candidatos a
pertenecer al subtipo Ph-like por presentar un perfil de expresion génica positivo
(PEG+), la frecuencia por edad de riesgo fue de 57% (21 pacientes) en riesgo estandar,
mientras que 43% (16 pacientes) se clasificaron en riesgo alto (Figura 10A). En lo que
respecta a la cuenta leucocitaria, 24 pacientes (65%) se agruparon en riesgo estandar y
13 (35%) en riesgo alto (Figura 10B).

La frecuencia de los pacientes con PEG+ clasificados en grupos de riesgo clinico, por
edad y cuenta de leucocitos, se encontré de la siguiente manera; de los pacientes
clasificados con riesgo estandar 16 (43%) presentaron un PEG+ y 21 (57%) se
encontraron en el grupo de riesgo alto (Figura 10C). al respecto, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos con caracteristicas clinicas y
en grupo por clasificacién de riesgo clinico (prueba Chi-cuadrada p= 0.56, 0.27 y 0.68

respectivamente).

A PACIENTES POR EDAD POSITIVOS B) PACIENTES POR CUENTA

A PERFIL DE EXPRESION GENICA LEUCOCITARIA POSITIVOS A PERFIL
DE EXPRESION GENICA

1-9 ANOS = 2 10 afios
<50,000 cel. /ul = 250,000 cel. /ul

57%

65%

C) PACIENTES CON CLASIFICACION DE RIESGO
POSITIVOS A PERFIL DE EXPRESION GENICA

RIESGO ESTANDAR  m RIESGO ALTO

Figura 10. Frecuencia de pacientes positivos al perfil de expresion génica. A) Pacientes
clasificados por edad (1-9 afios edad de riesgo estandar; 210 afios edad de riesgo alto). B)
Pacientes clasificados por cuenta leucocitaria (<5x10* células/pL de riesgo estandar; >5x10*
células/pL riesgo alto). C) Pacientes clasificados por riesgo clinico estandar y alto.
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3.3.Frecuencia de alteraciones en el gen CRLF2

Dentro de las diferentes alteraciones del gen CRLF2 asociadas con el subtipo Ph-like se
encuentran la sobre expresion del gen, la presencia de la delecion P2RY8-CRLF2 y la
presencia o ausencia de la translocacion IGH-CRLF2. La frecuencia de alteraciones en
el gen CRLF2 de manera general se presentd en 32 (58%) pacientes, mientras que
dentro de los grupos estudiados, 19 (59%) se clasificaron con una edad de riesgo
estandar y 13 (41%) contaron con una edad de riesgo alto, la alteracidbn que se
presenté con una mayor frecuencia en los dos grupos fue la delecion P2RY8-CRLF2
(Cuadro 7). En cuanto a la clasificacién por cuenta leucocitaria, 22 (69%) presentaron
una cuenta de leucocitos de riesgo estandar, ademas de presentar una mayor
prevalencia de la delecion P2RY8-CRLF2, mientras que 10 (31%) mostraron una cuenta

de riesgo alto (Cuadro 8).

Cuadro 7. Frecuencia de alteraciones de CRLF2 en pacientes “otros B”
clasificados por edad.

Caracteristica Pacientes con Pacientes con
edad de 1-9 afios edad 210 aios
n=29 (%) n=26 (%)
Sobre expresion de 3 (10) 3(11)
CRLF2
P2RY8-CRLF2 7 (24) 6 (23)
IGH-CRLF2 4 (14) 1(4)
Sobre expresion de 2(7) 2 (8)
CRLF2 mas IGH-CRLF2
Sobre expresion de 3 (10) 1)
CRLF2 mas P2RYS8-
CRLF2
Negativos a cualquier 10 (35) 13(50)

alteracion en CRLF2

De acuerdo con la frecuencia de pacientes con alguna alteracion en CRLF2 clasificados

en grupos de riesgo clinico, se encontr0 que 13 (41%) se clasificaron con riesgo



estandar, mientras que 19 (59%) se encontraron en el grupo de riesgo alto (Cuadro 9).
Al momento de realizar el andlisis estadistico no se encontrd diferencia significativa
entre los grupos clasificados por caracteristicas clinicas y en el grupo por clasificacion

de riesgo clinico (Chi-cuadrada p=0.73, 0.24 y 1 respectivamente).

Cuadro 8. Frecuencia de alteraciones de CRLF2 en pacientes “otros B”
clasificados por cuenta leucocitaria.

Caracteristica

Cuenta leucocitaria <5x10"
células/uL n=39 (%)

Cuenta leucocitaria
>5x10" células/uL n=16 (%)

alteracion en CRLF2

Sobre expresion de CRLF2 2 (5) 4 (26)
P2RY8-CRLF2 11 (28) 2 (13)
IGH-CRLF2 2 (5) 2 (13)
Sobre expresion de CRLF2 2 (5) 2 (13)
masIGH-CRLF2
Sobre expresion de CRLF2 5 (13) 0
mas P2RY8-CRLF2
Negativos a cualquier 17 (44) 6 (38)

Cuadro 9. Frecuencia de alteraciones de CRLF2 en pacientes “otros B” clasificados
por riesgo clinico estandar y alto.

Caracteristica

Riesgo estandar

1-9 afilos y cuenta
leucocitaria <5x10*
células/pL n=22(%)

Riesgo alto

210 anos con o sin cuenta
leucocitaria 25x10"
células/yL n=33(%)

Sobre expresion de CRLF2 1(5) 6 (18)
P2RY8-CRLF2 6 (27) 7 (21)
IGH-CRLF2 1(5) 3(9)
Sobre expresion de CRLF2 2 (10) 2 (6)
mas IGH-CRLF2
Sobre expresion de CRLF2 3 (13) 1(3)
mas P2RY8-CRLF2
Negativos a cualquier 9 (40) 14 (43)

alteraciéon en CRLF2
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3.4 Frecuencia de isoformas dominantes negativas del gen IKZF1

Otra alteracion genética que se ha referido con frecuencia en pacientes pertenecientes
al subtipo Ph-like es la presencia de isoformas dominantes negativas (IDN) del gen
IKZF1, conocidas como |Ik6 e Ik8. Dentro del presente trabajo se encontré en los
pacientes estudiados al menos una de estas isoformas con una frecuencia de 85% (47
pacientes), al realizar la clasificacion por grupos, se encontré6 que 25 (53%) de los
pacientes positivos a esta alteracion presentaron una edad de riesgo estandar, siendo
la isoforma IK6 considerada como un marcador de mal prondstico, la mas frecuente
dentro de este grupo, mientras que 22 (47%) tenian una edad de riesgo alto, y en los
cuales se present6 una mayor prevalencia de las dos isoformas (Cuadro 10), en tanto al
riesgo por cuenta leucocitaria, 35 (74%) tuvieron una cuenta de leucos de riesgo
estdndar ademas de presentar las dos IDN con una mayor frecuencia y 12 (26%)

presentaron una cuenta de riesgo alto (Cuadro 11).

Por otro lado, en cuanto a la clasificacion de riesgo clinico se encontré que dentro de
los pacientes clasificados con riesgo estandar, 18 (38%) contaron con la presencia de al
menos una de las IDN, mientras que en el grupo de riesgo alto, 29 (62%) fueron
positivos a esta alteracion, la presencia de las dos isoformas se presentd con una
mayor frecuencia en este grupo (Cuadro 12). El analisis estadistico no mostr6 diferencia
significativa al comparar los grupos de edad y cuenta leucocitarias de riesgo estandar
Vs riesgo alto, asi como, entre los grupos de clasificacion de riesgo clinico con esta

alteracion genética (Chi-cuadrada p= 1, 0.88 y 0.81, respectivamente).



Cuadro 10. Frecuencia de isoformas dominantes negativas de IKZF1 en
pacientes “otros B” clasificados por edad.

Isoforma dominante

Pacientes con

Pacientes con edad

presencia de IDN

negativa edad 1-9 afios 210 anos
n=29 (%) n=26 (%)
IK6 12 (41) 6 (24)
IK8 2(7) 4 (15)
IK6 mas IK8 11 (38) 12 (46)
Negativos ala 4 (14) 4 (15)

Cuadro 11. Frecuencia de isoformas dominantes negativas de IKZF1l en
pacientes “otros B” clasificados por cuenta de leucocitos

Isoforma dominante

Pacientes con

Pacientes con

negativa cuenta leucocitaria cuenta leucocitaria
<5x10* células/uL 25x10° células/pL
n=39 (%) n=16 (%)
IK6 13 (33) 4 (25)
IK8 6 (15) 1(6)
IK6 mas IK8 16 (41) 7 (44)
Negativos ala 4(11) 4 (25)

presencia de IDN
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Cuadro 12. Frecuencia de isoformas dominantes negativas de IKZF1 en
pacientes “otros B” clasificados por riesgo clinico estandar y alto

Riesgo estandar Riesgo alto
Isoforma dominante 1-9 afios mas 210 afios con o sin
negativa cuenta leucocitaria cuenta leucocitaria
<5x10” células/pL 25x10” células/pL
n=22 (%) n=33 (%)
IK6 8 (36) 10 (30)
IK8 2(9) 4 (12)
IK6 mas IK8 8 (36) 15 (46)
Negativos ala presencia 4 (19) 4(12)
de IDN

3.5Frecuencia de activacion de vias de sefalizaciéon

El subtipo Ph-like resulta de diversas alteraciones en genes de receptores de cinasas
qgue activan diferentes vias de sefalizacién, la via que se encuentra mayormente
alterada es la de JAK-JAK-STATS5, seguida de la via ABL y en menor frecuencia la via
de RAS, en este trabajo se analizaron estas vias en aquellos pacientes donde se logro
disponer de material biolégico para el estudio, dada esta situacion, se obtuvo el
resultado de 20 de los 55 pacientes, considerando lo anterior, del total de los pacientes
analizados (20) se identific6 que 13 (65%) resultaron positivos para la activacion de al
menos una de estas vias de sefalizacion. Agrupando estos resultados con respecto a la
clasificacion por caracteristicas clinicas se encontr6 lo siguiente, dentro de la
clasificacion por edad, en el grupo de riesgo estandar 7 (54%) pacientes presentaron
activacion de la via ABL, no se encontré a ningun paciente con las vias de sefializacion
JAK-STATS5 y RAS activas de manera individual, sin embargo 1 (8%) paciente presento
activacion en las vias JAK-STAT5 y ABL. Por otro lado, dentro del grupo clasificado con
edad de riesgo alto 2 (15%) pacientes presentaron activacion de la via ABL, 1 (8%)
paciente tuvo activacion de la via JAK-STAT5 y 2 (15%) mostraron activacion para dos
vias (ABL y RAS) (Figura 11).



Dentro de la clasificacion por cuenta leucocitaria, las frecuencias de la activacion de
vias de sefializacion quedaron de la siguiente manera; 6 pacientes (46%) tuvieron la via
ABL activa y cuenta leucocitaria de riesgo estandar (no se encontraron pacientes con
activacion de las vias JAK-STAT5 y RAS de manera individual) y dentro de este grupo
de clasificacion 1 paciente (8%) presento activas las vias JAK-STAT5 y ABL y 1 (8%)
las vias ABL y RAS. En cuanto al grupo con una cuenta leucocitaria de riesgo alto, 3
(22%) pacientes tuvieron activa la via ABL, 1 paciente (8%) presento activa la via JAK-
STAT5 y 1 (8%) mostro activas a las vias ABL y RAS (Figura 12).

La frecuencia de pacientes con la presencia de una o méas vias de sefalizacion activas,
clasificados por riesgo clinico, se presentd en 6 (46%) pacientes los cuales presentaron
activa la via ABL y se clasificaron con riesgo estandar, no se detecté a ningun paciente
con las vias de sefalizacion JAK-STAT5 y ABL activas de manera individual, sin
embargo dentro del mismo grupo 1 (8%) paciente presentd activas las vias JAK-STAT5
y ABL, mientras que 3 (22%) se clasificaron con riesgo alto y presenté activa la via ABL,
1 (8%) paciente tuvo activa a la via JAK-STAT5 y 2 (15%) contaron con las vias ABL y
RAS activas (figura 13).

La activacion de las vias de sefalizacion confirma de manera directa la pertenencia al
subtipo Ph-like, por lo que se analizé que alteraciones genéticas analizadas en este
trabajo se presentaron de manera positiva en conjunto con la activacién de vias de
sefializacion, lo que se encontré fue que las caracteristicas que se presentan con mayor
frecuencia en los pacientes francamente positivos al subtipo Ph-like son la presencia de
alguna IDN de IKZF1 en 12 (92%) pacientes, seguido de la presencia de un PEG+ el
cual se presentd en 9 (69%) seguido de alguna alteracion en CRLF2 presente en 5
(38%) pacientes (Figura 14). Por otro lado al realizar diferentes combinaciones de
dichas alteraciones se encontr6 que el PEG+ ademas de la presencia de alguna
isoforma dominante negativa (IDN) del gen IKZF1 se presenté en 5 (38%) pacientes,
seguido por 3 (23%) que contaron con PEG+ mas alguna alteracion en CRLF2 y la
presencia de alguna IDN de IKZF1, 2 (15%) tuvieron alguna alteracién en CRLF2 mas
IDN de IKZF1, otros 2 (15%) contaron con la presencia de alguna IDN de IKZF1y 1



(8%) paciente tuvo un PEG+ ademas de alguna alteracién en CRLF2 (Cuadro 13). No
se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los grupos clasificados por
caracteristicas clinicas y en grupo por clasificacion de riesgo clinico comparado con la

activacion de vias de sefializacion (Chi-cuadrada p=1).
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Figura 11. Frecuencia de activacién de vias de sefializaciébn en pacientes
clasificados por edad de riesgo estandar y alto.
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Figura 12. Frecuencia de activacion de vias de sefializacibn en pacientes
clasificados por cuenta leucocitaria.
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Figura 13. Frecuencia de activacion de vias de sefializacion en pacientes clasificados
por riesgo clinico estandar (1-9 afios y cuenta leucocitaria <5x10* células/pL) y alto
(210 afos con o sin cuenta leucocitaria 25x10” células/pL).
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Figura 14. Frecuencia de alteraciones genéticas caracteristicas del subtipo Ph-like
de manera individual en pacientes “otros B” positivos para la activacion de alguna
de las vias de sefalizacion ABL, JAK-STAT5 y RAS. IDN, isoforma dominante
negativa; PEG, perfil de expresion génica.
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Cuadro 13. Alteraciones genéticas caracteristicas del subtipo Ph-like en
pacientes “otros B” positivos para la activacién de alguna de las vias de
sefializacion ABL, JAK-STAT5 y RAS.
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3.6Frecuencia de alteraciones caracteristicas del subtipo Philadelphia-like

Una vez realizado el andlisis individual de las alteraciones referentes del subtipo Ph-
like, se procedi6 a examinar los datos mediante diversas combinaciones entre los
diferentes grupos de clasificacion. La distribucién por grupos de edad de riesgo alto y
riesgo estdndar con las diferentes combinaciones de las alteraciones estudiadas se

muestran en el Cuadro 14.



Cuadro 14. Frecuencia de alteraciones del subtipo Ph-like de pacientes “otros B”
clasificados por edad de riesgo estandar y alto.

Alteracidn genética Riesgo estandar Riesgo alto
(1-9 afios) (= 10 afios)
n=29 n=26
Resultado Frecuencia Resultado Frecuencia
CRLF?2 alterado P 62 P 54
N 38 N 46
IDN P 86 P 85
N 14 N 15
PEG P 72 P 62
N 28 N 38
Vias STAT5 / ABL/ RAS P 62 P 71
N 38 N 29
CRLF2 alterado, IDN P 52 P 42
N 48 N 58
CRLF2, PEG P 45 P 35
N 55 N 65
IDN, PEG P 62 P 50
N 38 N 50
IDN, PEG, CRLF2 alterado P 38 P 27
N 62 N 73

Positivo para la alteracion = P

Negativo para la alteraciéon = N

CRLF2 alterado = Sobreexpresion, P2RY8-CRLF2 y/o IGH-CRLF2

IDN = isoformas dominantes negativas de IKZF1

PEG = perfil de expresién génica con 250% de genes con sobre-expresion

*Frecuencias de vias de sefializacion obtenidas con base a los 20 pacientes que contaron con este dato

Los resultados de los pacientes clasificados por cuenta leucocitaria se presentan en el
Cuadro 15, donde de manera individual se encontr6 mayor frecuencia de alteraciones
en el grupo con cuenta leucocitaria de riesgo alto y al realizar las diferentes
combinaciones se encontré de igual forma mayor frecuencia de alteraciones dentro de
este grupo. El andlisis estadistico, de estos datos no mostrd significancias entre los
grupos clasificados por cuenta leucocitaria y las diferentes combinaciones de

alteraciones (Chi-cuadrada, p= 1, 0.5, 0.7, 0.8, respectivamente).



Cuadro 15. Frecuencia de alteraciones del subtipo Ph-like de pacientes “otros B”
clasificados por cuenta leucocitaria con riesgo estandar y alto.

Alteracion genética Riesgo estandar Riesgo alto
(<5x10%células/uL) (25x10*células/pL)
n= 39 n=16
Resultado Frecuencia Resultado Frecuencia
CRLF2 alterado P 56 P 62
N 44 N 38
IDN P 87 P 81
N 13 N 19
PEG P 62 P 81
N 38 N 19
Vias STAT5 / ABL/ RAS P 67 P 67
N 33 N 33
CRLF2 alterado, IDN P 46 P 50
N 54 N 50
CRLF2, PEG P 36 P 50
N 64 N 50
IDN, PEG P 54 P 63
N 46 N 37
IDN, PEG, CRLF2 alterado P 31 P 37
N 69 N 63

Positivo para la alteracion = P

Negativo para la alteracién = N

CRLF2 alterado = Sobreexpresion, P2RY8-CRLF2 y/o IGH-CRLF2

IDN = isoformas dominantes negativas de IKZF1

PEG = perfil de expresién génica con 250% de genes con sobre-expresion

*Frecuencias de vias de sefializacién obtenidas con base a los 20 pacientes que contaron con este dato

Una vez realizado el analisis de las alteraciones sugerentes del subtipo Ph-like en los
grupos clasificados por caracteristicas clinicas, se determin6 la frecuencia de las
diferentes combinaciones de alteraciones en los dos grupos de riesgo clinico, de los
datos obtenidos se observé de manera general una mayor frecuencia de alteraciones
individuales del subtipo Ph-like en pacientes con riesgo estandar comparado con los
clasificados con riesgo alto (Figura 15), las diferentes combinaciones de alteraciones se
muestran en el Cuadro 16, encontrando una mayor frecuencia de las 3 alteraciones
positivas (33%) en el grupo de riesgo alto y la presencia de alguna alteracion en CRLF2
con un PEG+ (42%), mientras que dentro del grupo de riesgo estandar se encontr6 a la
presencia de alguna IDN de IKZF1 con un PEG+ en el 59% (Figura 16) . No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes

combinaciones y los grupos de riesgo clinico (Chi-cuadrada p= 1)



Cuadro 16. Frecuencia de alteraciones del subtipo Ph-like en pacientes “otros B” con
riesgo clinico estandar y alto.

Alteraciéon genética Riesgo estandar Riesgo alto
(1-9 afios y cuenta (210 afios con o sin cuenta
leucocitaria <5x10%células/uL) leucocitaria 25x10*células/uL)
n= 22 n=33
Resultado Frecuencia Resultado Frecuencia

CRLF2 alterado P 59 P 58
N 41 N 42
IDN P 82 P 88
N 18 N 12
PEG P 73 P 64
N 27 N 36
Vias STAT5 / ABL/ RAS P 64 P 67
N 36 N 33
CRLF2 alterado, IDN P 45 P 45
N 55 N 55
CRLF2, PEG P 41 P 42
N 59 N 58
IDN, PEG P 59 P 55
N 41 N 45
IDN, PEG, CRLF2 alterado P 32 P 33
N 68 N 67

Positivo para la alteracion = P

Negativo para la alteracion = N

CRLF2 alterado = Sobreexpresién, P2RY8-CRLF2 y/o IGH-CRLF2

IDN = isoformas dominantes negativas de IKZF1

PEG = perfil de expresién génica con 250% de genes con sobre-expresion

*Frecuencias de vias de sefializacion obtenidas con base a los 20 pacientes que contaron con este dato
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Figura 15. Frecuencia de alteraciones individuales en pacientes “otros B”
pediatricos con riesgo clinico estandar (1-9 afios y cuenta leucocitaria <5x10*
células/pL) y alto (210 afios con o sin cuenta leucocitaria 25x10* células/uL). PEG+
(perfil de expresién génica positivo). *Frecuencias de vias de sefializacion
obtenidas con base alos 20 pacientes que contaron con este dato.
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Figura 16. Frecuencia de combinaciones de alteraciones en pacientes “otros B”
con riesgo clinico estandar (1-9 afios y cuenta leucocitaria <5x104células/uL) y alto
(210 afios con o sin cuenta leucocitaria 25x10* células/pL). PEG+, perfil de
expresion génica positivo.
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4. Discusioén

La LLA es la principal causa de mortalidad por cancer infantil a nivel mundial y se
encuentra entre las principales causas de muerte por enfermedad en poblacion
pediatrica mexicana. Actualmente, en paises desarrollados se alcanzan tasas de
sobrevida de hasta un 80% en los pacientes con este padecimiento gracias a
sistemas de clasificacion de riesgo basados en las caracteristicas clinicas, genéticas
y moleculares, las cuales ayudan a ofrecer mejores esquemas de tratamiento
(112,113). Sin embargo, el reciente conocimiento ha dado pauta al establecimiento de
nuevos subtipos de LLA pre-B como es el subtipo Ph-like, el cual carece de una
alteracion genética centinela que permita su identificacion directa, por lo cual dicho
subtipo se ha referido como un grupo heterogéneo debido que presenta diferentes
alteraciones que hacen que la identificacion de los pacientes pertenecientes a este
subtipo sea dificil.

En relacién al cancer, nuestro pais ocupa el segundo lugar de mortandad en nifios y
adolescentes (11,17). Estudios recientes muestran aumento de casos de leucemia vy,
a pesar de esto, aun ninguna institucion de servicios de salud ha establecido algun
método de diagndstico para la identificacién del subtipo Ph-like (114). Sumado a lo
anterior, se ha encontrado al subtipo en poblacién hispano-latina (89), por lo que
existe una alta probabilidad de que este subtipo esté representado en poblacion
mexicana.

Recientemente, diversos grupos de investigacion han detectado pacientes con
subtipo Ph-like mediante técnicas genéticas y moleculares (72, 66,115). En el
presente trabajo se analizaron distintos biomarcadores referidos para el subtipo Ph-
like con el fin de conocer las frecuencias de estos en una muestra de la poblacion
mexicana y asi identificar con base a las alteraciones presentes, aquellos pacientes

gue pudieran pertenecer al subtipo Ph-like.



4.1Candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like por perfil de expresién génica

positivo

El perfil de expresion génica propuesto en este trabajo para la identificacion de
pacientes pertenecientes al subtipo Ph-like se conformé por seis genes (CRLF2,
SEMAG6A, PON2, IGJ, BMPR1B y TSPNA7Y), los cuales han formado parte de
diferentes firmas de expresion para la clasificacion del subtipo (63,64), aunado a esto,
genes como PON2, SEMAG6A, BMPR1 e IGJ, han sido referidos por Ross y
colaboradores para la clasificacion del subtipo Ph positivo, confirmando asi su
utilidad para la identificacion de casos a Ph-Like (116).

En este trabajo, en la poblacion analizada se encontré que el 67% de los pacientes
presentan un perfil de expresidon génica sugerente del subtipo Ph-like (50% o mas de
los genes sobre expresados). La identificacion de este subtipo surgié a partir de
estudios de expresion génica por medio de micro-arreglos de expresion, a partir de
estos primeros estudios se han propuesto diferentes perfiles de expresién génica
para la determinacion del subtipo Ph-like, el primer perfil de expresion predictor del
subtipo estd conformado por 15 genes (67); recientemente se han dado nuevas
propuestas con 9, 8 y 10 genes (66, 117,118). Debido a la diversidad genética entre
poblaciones (65), resulta importante la identificacion de un perfil 6ptimo para poder
clasificar a pacientes en nuestra poblacién, sin embargo el perfil de expresién génica
propuesto en el presente trabajo cuenta con el estudio de seis genes referidos
dentro de diferentes perfiles de expresion, y podria tener la limitante de no identificar
pacientes pertenecientes al subtipo (falsos negativos), para subsanar esta limitante,
se analizaron otras alteraciones genéticas caracteristicas descritas para este subtipo
y con estos datos hacer una correlacién y determinar con mayor precision los
pacientes pertenecientes al subtipo, por otro lado, se propone ampliar los genes del
perfil de expresién incluyendo genes como son MUC4 y CAG6, los cuales han sido
utilizados en diferentes firmas de expresién para la clasificacién del subtipo Ph-like

(64, 116,119).



Los pacientes pertenecientes al subtipo Ph-like en su mayoria cuentan con
caracteristicas clinicas de riesgo alto lo cual les ha conferido un prondstico
desfavorable (63, 64, 97). De manera interesante y contrario a lo esperado, en la
poblacion de este trabajo se encontré mayor frecuencia de pacientes con un PEG+
con caracteristicas clinicas de riesgo estdndar, al ser analizadas de manera
independiente la edad y la cuenta leucocitaria, encontramos que 21 de los 37
pacientes que con un PEG+, presentaron edad de entre 1 a 9 afios, mientras que
24 con cuenta leucocitaria <5x10* células/uL, sin embargo, al considerar la
clasificacion de riesgo clinico se observo una mayor frecuencia de pacientes con
riesgo alto positivos al perfil (57%), lo cual se asemeja a lo referido en la literatura
(63,64). El perfil de expresion génica propuesto en este trabajo para la clasificacion
subtipo Ph-like permitié identificar pacientes con estas caracteristicas en ambos
grupos de riesgo clinico.

4.2 Candidatos Ph-like por alteraciones en CRLF2

En contraste con los subtipos genéticos recurrentes de la LLA, los cuales pueden
ser clasificados por la presencia de algin re arreglo cromosémico particular, el
subtipo Ph-like se ha referido con un panorama gendémico complejo con diversas
alteraciones genéticas y moleculares que desregulan a varias clases de receptores
de citocinas, dentro de estas alteraciones se han referido aquellas que afectan al
gen CRLF2 con frecuencia aproximada de 50%. Las alteraciones que se presentan
con mayor frecuencia se encuentran la delecion que forma la fusiébn génica P2RY8-
CRLF2 vy la translocacion IGH-CRLF2 (75, 86). En este trabajo se encontré que el
58% de los pacientes tienen alguna alteracion del gen CRLF2, especificamente el
7% presentd la delecion P2RY8-CRLF2 mas la sobre expresion del gen CRLF2 y el
7% tuvieron la translocacion IGH-CRLF2 mas la sobre expresion de CRLF2,
coincidiendo con lo referido para las alteraciones del subtipo Ph-like (72,102) ya que
estas alteraciones genéticas dan como resultado la sobre expresion de CRLF2, sin
embargo dentro de nuestra poblacién se presentaron casos con el arreglo P2RY8-
CRLF2 que no estuvieron acompafadas de la sobre expresion del gen; lo anterior
puede ser explicado por la presencia de la alteracibn en clonas leucémicas

minoritarias (110). Por otro lado, se encontraron pacientes con sobre expresion del



transcrito del gen CRLF2, pero sin la presencia de los re arreglos P2RY8-CRLF2 e
IGH-CRLF2, esto se puede deber probablemente a la presencia de otras mutaciones
o alteraciones que afectan directamente al gen.

En un estudio realizado por Herold en 2017, se refiere a la translocacion IGH-CRLF2
como una alteracion que por si sola determina la pertenencia al subtipo Ph-like,
dicha translocacion se presentd en el 11% de nuestra poblacion, por lo que estos
pacientes se lograron clasificar directamente con el subtipo Ph-like (120). Por otro
lado, la delecion P2RY8-CRLF2 se presentd en mas del 50% de los pacientes que
contaron con alguna alteracion en CRLF2, esta alteracion se ha reportado con una
alta frecuencia en nifios, ademas de que se ha referido por Richard, 2010 en
pacientes Ph-like, sin embargo, la presencia de esta alteracion no determina de
manera directa la pertenencia al subtipo, por lo que estos pacientes son fuertes

candidatos a pertenecer al subtipo (86,89).

4.3Isoformas dominantes negativas del gen IKZF1 en pacientes candidatos
Ph-like

Las alteraciones en el gen CRLF2 son un marcador indicativo de LLA del subtipo
Ph-like, es importante considerar que los pacientes que albergan alguna alteracién
en dicho gen, suelen estar acompafados de alteraciones en el gen IKZF1, las
cuales estan asociadas con mal prondstico en pacientes Ph-like (72,63,64), cabe
resaltar que en un estudio realizado por Van der Veer en 2013, encontr6 a la firma
génica del subtipo Ph-like y a las deleciones del gen IKZF1, como marcadores
independientes de mal prondstico (114). Dentro del presente estudio se encontré que
el 85% de los pacientes pediatricos mexicanos estudiados contaron con al menos
una de las isoformas dominantes negativas del gen IKZF1, lo cual es mayor
comparado con lo referido en la literatura para pacientes Ph-like (40%) (90,100, 121).
Por otro lado, dentro de los pacientes positivos a la presencia de IDN de IKZF1,
encontramos que la mayor parte corresponden a una clasificacién de riesgo clinico

alto, sin embargo, también se presentaron pacientes positivos para esta alteracion



dentro del grupo de riesgo estandar, lo anterior sugiere la tendencia a un prondstico
adverso en los pacientes con LLA pre-B positivos a esta alteracion, independiente

de las caracteristicas clinicas, como lo refieren algunos autores (90, 122,123).

4.4Vias de sefalizaciéon en pacientes candidatos Ph-like

La principal alteracion de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda del subtipo
Ph-like es la alteracibn en cinasas que causa una activacion de las vias de
sefalizacion, por esta razén se ha tenido principal interés en la busqueda de
estrategias terapéuticas especificas de estas vias de sefializacion alteradas, siendo
utilizadas como blancos terapéuticos mediante el uso de inhibidores de tirosina
cinasa como son imatinib, dasatinib y ruxolitinib. Dentro de las alteraciones en
cinasas que se presentan con una mayor frecuencia en el subtipo Ph-like se
encuentran los re arreglos en genes de la case ABL, secuencia de mutaciones o
deleciones involucradas en la activacion de las vias JAK-STAT, asi como
mutaciones en genes involucrados en la via de sefializacion RAS (72,74,98). La
determinacién del estado de activacion de estas vias de sefalizacion resulta
importante por la posibilidad de aplicar terapias dirigidas, por lo que ha sido
estudiada ampliamente con el fin de encontrar una alternativa de tratamiento, sin
embargo, dentro del presente estudio proponemos el estudio de la activacion de vias
de sefializacibn como una nueva alternativa directa para la clasificacién de paciente
Ph-like. La determinacion de las vias de sefializacion se realiz6 de manera parcial
en la poblacion por no contar con suficiente material biol6gico para este ensayo,
nuestro resultados mostraron que el 24% de los pacientes estudiados fueron
positivos a la activacién de alguna de las vias mencionadas, con lo que podemos
decir que pertenecen al subtipo Ph-like, la via de ABL se presentdé con una mayor
frecuencia dentro de nuestra poblacion, seguido por la activacion de la via JAK-
STAT5, de manera interesante encontramos a un paciente con activaciéon de dos
vias de sefalizacion (ABL y JAK-STATS5), mientras que otro paciente presento

activas las vias ABL y RAS. Las causas que provocan esta alteracion en vias de



sefalizacion son muy heterogéneas, pues se involucran diversos genes que
intervienen con la activacion de la sefializacion, en nuestro estudio encontramos que
cerca del 50% de los pacientes positivos a la activacién de sefializacion, presento
alguna alteracion en el receptor de citocinas CRLF2. Una limitante de nuestro
estudio es que no se pudo realizar en toda la poblacion, el estadio de activacion de
la sefalizacion, y no se pudo determinar de manera directa la pertenencia al subtipo
Ph-like de todos los pacientes, sin embargo, se consideraron los diferentes
pardmetros genéticos estudiados para poder clasificar a los pacientes y su

pertenencia al subtipo Ph-like.

4 5Propuesta de algoritmo para la clasificacion de pacientes con LLA del
subtipo Ph-like.

El subtipo Ph-like se ha descrito como un grupo con alteraciones sumamente
heterogéneas, lo cual ha llevado a diversos grupos de investigacion a proponer
ademas del uso de un perfil de expresion génica, técnicas genéticas y moleculares
para su clasificacion, lo cual ha generado diversos algoritmos (72,74, 119), basados en
la basqueda de las alteraciones referidas para el subtipo (Figura 17).

p
Perfil génico, FISH, RT-PCR, SPG, sec. RNA SEC, SGC
(Roberts,2014)72

.

Perfil génico, mutaciones en JAK2 y arreglos en CRLF2

Pacientes con (Herold,2017)?

LLA "otros B"
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Figura 17. Estrategias propuestas para la identificacion del subtipo Ph-like. Las
metodologias empleadas son enfocadas en diferentes procesos y componentes celulares. Las dos
primeras alternativas se basan en la evaluacion directa del DNA (FISH, hibridacion fluorescente in
situ; SGC, secuenciacion de genoma completo; SPG, secuenciacion de proxima generacion). En
la tercera por la evaluacion de la expresion génica (RT-PCR, transcripcién inversa y reaccién en
cadena de la polimerasa; secuenciacion de RNA; SEC, secuenciacion de exoma completo) y en la



Con base en las alteraciones referidas para el subtipo Ph-like, proponemos el
siguiente algoritmo para su clasificacion (Figura 18). Las muestras con diagnostico
de LLA pre-B y negativas al estudio de translocaciones comunes por medio de
inmunofenotipo se les realizan como primera alternativa de clasificacion el estudio
del perfil de expresion génica propuesto (CRLF2, SEMAGA, PON2, IGJ, BMPR1B,
TSPNA7Y) por medio de la técnica de RT-PCR, si el resultado es un PEG positivo
(=50% de genes con sobre expresion) se considera como candidato a pertenecer al
subtipo, si dentro de los genes con sobre expresion se encuentra al gen CRLF2 y si
se cuenta con suficiente material genético se procede a realizar el estudio de la
presencia de alguna IDN de IKZF1, por medio de una PCR anidada si el resultado

es positivo, se clasifica como perteneciente al subtipo Ph-like.

Otra alternativa para la clasificacion del subtipo Ph-like dentro del algoritmo
propuesto, es la busqueda de sobre expresion del trascrito de CRLF2, si el resultado
es positivo y si se cuenta con muestra necesaria se realiza la busqueda de la
delecion P2RY8-CRLF2 mediante RT-PCR punto final, si la muestra presenta dicha
alteracion se considera como fuerte candidato a pertenecer al subtipo Ph-like y si se
cuenta con material genético disponible se busca alguna IDN de IKZF1 para su
confirmacion, si el resultado de la busqueda del re arreglo P2RY8-CRLF2 es
negativo, pero presenta sobre expresion de CRLF2 se procede a realizar el estudio
de un PEG.

La siguiente alternativa que se propone para la busqueda de pacientes
pertenecientes al subtipo Ph-like, se basa en la presencia inicial de sobre expresion
de CRLF2, la cual si resulta positiva se procede a estudiar a la translocacion IGH-
CRLF2, por medio de la técnica de FISH, si el resultado es positivo, confirma a los
pacientes Ph-like, por el contrario y si se cuenta con material biolégico disponible se
procede a la busqueda de la delecion P2RY8-CRLF2.



Dentro del presente trabajo, se propone al estudio de la activaciébn de vias de
sefalizacion JAK-STAT5, ABL o RAS como un parametro clasificatorio del subtipo
Ph-like, por medio de la técnica de citometria de flujo, la presencia de la activacion
de alguna via confirma a los pacientes Ph-like, por el contrario, si el resultado es
negativo y si se cuenta con material biolégico disponible se procede a la busqueda
de alteraciones por medio de las alternativas restantes. Es importante mencionar,
gue el objetivo de proponer diferentes alternativas de clasificacion, se basa en el
material genético disponible, ya que para cada técnica empleada se requiere de un
numero de células especifico, y no siempre se logra contar con ella para todos los
estudios. Aunado a lo anterior no todas las alteraciones del subtipo Ph-like seran
detectadas por este algoritmo (linea punteada). La evaluacion completa puede
requerir ensayos alternativos para la deteccion de mutaciones en JAK1/2 e IL7R
mediante PCR o reordenamientos en ABL por PCR multiplex o por secuenciacion de
ARN (Figura 18).
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Figura 18. Propuesta de algoritmo para la clasificacién de pacientes con
leucemia linfoblastica aguda del subtipo Ph-like.

De acuerdo a las alternativas de clasificacion del algoritmo propuesto, se encontrd
gue el 35% de nuestra poblacién pertenecen al subtipo Ph-like por la presencia de la
translocacion IGH-CRLF2 con o sin la activacion de alguna de las vias de
sefalizacion JAK-JAK-STATS5, ABL1 y RAS. Esta confirmacion del subtipo se obtuvo
de manera directa, por medio de las alternativas tres y cuatro, las cuales se basan
en la presencia de la sobre expresion de CRLF2 ademas de la translocacion IGH-
CRLF2 (11%), y el 24% de los pacientes se identifico como Ph-like por la presencia
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de alguna via de sefializacion activa, es relevante mencionar que la presencia de un
PEG positivo, asi como alguna IDN de IKZF1 se presentaron con mayor frecuencia
dentro de los pacientes de este grupo. En cuanto al riesgo clinico de los pacientes

Ph-like el 53% se estratific con riesgo alto y el 47% con riesgo estandar.

Siguiendo con el algoritmo, el 22% del total de nuestra poblacién tienen
caracteristicas Ph-like por lo que son considerados fuertes candidatos a pertenecer
al subtipo. De estos pacientes y de acuerdo a la primera alternativa (PEG positivo,
mas alguna alteracion en CRLF2, ademas de la presencia de alguna IDN de IKZF1)
el 20% de los pacientes son fuertes candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like. A
través de la segunda alternativa de clasificacion, el 2% resultd positivo para la sobre
expresion de CRLF2 acompafiado de la delecion P2RY8-CRLF2 ademés de
presentar alguna IDN de IKZF. De estos pacientes candidatos a pertenecer al
subtipo Ph-like, el 42% se clasificd con riesgo alto y el 58% con riesgo estandar. De
acuerdo a la primera alternativa (PEG positivo, mas alguna alteracion en CRLF2,
ademas de la presencia de alguna IDN de IKZF1) el 20% de los pacientes son
fuertes candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like, los cuales pueden ser
constatados mediante el estudio de las alternativas que confirman al subtipo, por
medio de la segunda alternativa, un paciente (2%) resulto positivo para la sobre
expresion de CRLF2 acompafiado de la delecion P2RY8-CRLF2 ademéas de
presentar alguna IDN de IKZF, donde la confirmacién de pertenencia al subtipo de
este paciente puede estar dada por la busqueda de la activacion de la via de
sefalizacion JAK-STATS.

Por otro lado, se ha referido que el subtipo Philadelphia-like tiene un prondstico
pobre de acuerdo con estudios de sobrevida libre de eventos, dentro de los eventos
adversos que dan este mal prondstico se consideran las recaidas (63, 64, 99, 119, 124),
de manera interesante, dentro de los pacientes clasificados como Ph-like se

encontr6 que seis pacientes presentaron recaida, agrupandose con mayor



frecuencia dentro del grupo de riesgo alto comparado con los pacientes de riesgo
estandar.

Con base en nuestros resultados se puede decir que nuestro estudio demuestra que
la presencia de alteraciones caracteristicas del subtipo Ph-like se encuentran en
ambos grupos de riesgo clinico estudiados, lo cual refleja que el riesgo clinico no es
determinante para presentar con una mayor frecuencia las alteraciones genéticas y

bioquimicas caracteristicas del subtipo Ph-like.



5. Conclusiones

Se logro la clasificacion de pacientes con LLA pre-B en grupos de riesgo clinico y
su pertenencia al subtipo Ph-like por presentar caracteristicas genéticas y

bioquimicas referentes para el subtipo.

El perfil de expresion génica, las alteraciones del gen CRLF2, las isoformas
dominantes negativas de IKZF1 y la activacion de vias de sefalizacion, se
encuentran sin diferencias significativas en los grupos de riesgo clinico estandar

y alto.



6. Perspectivas

Proponer el estudio de la activacion de vias de sefializacion asi como la
deteccidn de la translocacion IGH-CRLF2 como parametros confirmativos del
subtipo Philadelphia-like, para integrarlos a los estudios realizados para un
diagnostico inicial de LLA, y asi mejorar la clasificacion y la estratificacion de

riesgo de los pacientes.

Incrementar en la sensibilidad de la firma de expresion propuesta integrando

al panel, genes relevantes para el subtipo Ph-like como son MUC4 y CA6
(64, 66,116).

Realizar analisis complementarios como la busqueda de alteraciones
genéticas en ABL, JAK2 y EPOR, que ayuden a confirmar la pertenencia al
subtipo Ph-like de los pacientes que fueron clasificados como fuertes

candidatos Ph-like.

Realizar estudios clinicos para establecer la posibilidad de incorporar a la
terapia farmacolodgica a los inhibidores de tirosina cinasa especificos en los

pacientes Ph-like, de acuerdo a la via de sefializacion alterada.
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