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Resumen

México es uno de los paises con mayores tasas de recurrencia de leucemia
linfoblastica aguda de tipo B (LLA-B), el tipo de cancer mas comun en edad
pediatrica. Los pacientes que recaen dentro de los 18 meses posteriores al
diagnéstico inicial (recaidas muy tempranas, RMT) registran mayor mortalidad. Por
lo tanto, es imprescindible clasificar mejor el riesgo de recurrencia de LLA-B. En
este contexto, la presente tesis doctoral analizé la asociacion de alteraciones en el
namero de copias de ADN (CNAs) y la RMT en LLA-B infantil. Se realiz6 un
estudio ambispectivo con un disefio de casos y controles (grupos de pacientes con
y sin RMT, respectivamente) anidados en una cohorte. Los pacientes se parearon
por género, edad y periodo de seguimiento.

Esta investigacion abordd: 1) el andlisis de CNAs recurrentes a nivel de todo el
genoma con arreglos de alta densidad y 2) la identificacion de CNAs por ensayos
de amplificacion de sondas dependiente de ligandos mdultiples (MLPA) en genes
frecuentemente alterados en LLA-B y cuya relevancia clinica ha sido reconocida
en la literatura.

El primer analisis, realizado Unicamente en pacientes (14 con RMT y 21 sin RMT)
sin clasificacion por riesgo citogenético establecida al diagndstico, identifico tres
regiones focales que se alteran a frecuencias significativas en muestras
diagndsticas de pacientes con RMT: ganancia en 7p11.2 (LINC01445) y pérdidas
en 9p21.3 (CDKN2A, CDKN2A-AS1) y 7g34 (LOC730441, PRSS1, PRSS2,
PRSS3P2, MTRNR2L6). En analisis univariados (curvas de supervivencia Kaplan-
Meier), los cambios en 7934 y 7pl11.2 se relacionaron significativamente (P<0.01)
con una mayor probabilidad de RMT. Sin embargo, al ajustar por la edad y cuenta
leucocitaria [riesgo NCI (National Cancer Institute)] y el esquema de quimioterapia
en un andlisis de riesgos proporcionales de Cox, Unicamente la duplicacién de
7p11.2 constituyé un indicador prondstico independiente asociado en marcada
tendencia (P=0.06) con RMT.

Complementario al analisis con microarreglos de ADN, aplicamos una propuesta
de clasificacion de riesgo basada en CNAs (estado de delecion en EBF1, IKZF1,
CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 y la region pseudoautosémica PAR1) para
demostrar su asociacion con RMT en nifios mexicanos con LLA-B. Esta fase del
estudio incluyo en total a 63 pacientes: combinamos un grupo de 33 examinados
con SNPa con otros 30 pacientes analizados exclusivamente con MLPA. Este
altimo grupo consistio en 11 casos con RMT y los 19 restantes que no registraron
recaida durante el periodo de seguimiento de la cohorte (mediana: 69 meses;
rango: 49-96 meses) se seleccionaron como grupo de referencia. Con los perfiles
de delecion identificados por MLPA, los pacientes se clasificaron en los tres
grupos de riesgo descritos por el clasificador UK (United Kingdom) ALL-CNA: bajo
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(52.4% de los casos), intermedio (33.3%) y alto (14.3%). Las CNAs de riesgo
intermedio y alto se asociaron con una mayor probabilidad de desarrollar RMT
(Hazard risk: HR= 4.94, Intervalos de Confianza del 95%: IC95%= 1.87-13.07 y
HR=7.42, IC95%= 2.37-23.26, respectivamente) en comparacion con alteraciones
de bajo riesgo. Los grupos de riesgo basados en perfiles de CNAs continuaron
siendo significativos después de ajustar por la clasificacion NCI y el protocolo de
quimioterapia en un modelo multivariado. La aplicacion del UKALL-CNA reclasifico
el riesgo de 8 de 13 pacientes con RMT (61.5%): mientras que al diagndstico
presentaron caracteristicas clinicas de riesgo estandar NCI su perfil de CNAs
determind un riesgo de recaida intermedio/alto. Esta informacion prondstica podria
haber ayudado a que este grupo de pacientes recibiera una quimioterapia mas
intensiva, lo que posiblemente hubiera prevenido la recurrencia de LLA-B.

Nuestros resultados apoyan la potencial utilidad clinica de considerar CNAs para
refinar las estrategias de estratificacion de riesgo de recaida que en la actualidad
se aplican en los nifios mexicanos con LLA-B. No obstante, antes de trasladar a la
clinica nuestros hallazgos es necesario que éstos sean validados en cohortes
independientes que incluyan un mayor nimero de pacientes.



Abstract

Mexico has one of the highest relapse rates of precursor B cell acute lymphoblastic
leukemia (B-ALL), the most common type of cancer in the pediatric age. Patients
who relapse within 18 months of initial diagnosis (very early relapses, VER) have
higher mortality. Therefore, more adequate risk classification and outcome
prediction in B-ALL are needed. In this context, the purpose of this doctoral thesis
was to investigate the association of DNA copy number alterations (CNAs) and
VER in children with B-ALL residing in Mexico City. An ambispective study was
performed with a case-control design (groups of patients with and without VER,
respectively) nested in a cohort. The main matching variables included gender,
age, and follow-up period.

From the present doctoral thesis, two principal analyses arose: 1) analysis of
whole-genome CNAs using a high-density single-nucleotide polymorphism (SNP)
array (SNPa), and 2) identification of CNAs by multiple ligand dependent probe
amplification assays (MLPA) in genes recurrently altered in B-ALL and whose
prognostic impact has been documented in the literature.

Our first analysis aimed to gain insight in the association between CNAs and the
VER risk in 35 patients that lacked the existing established cytogenetic risk
classification at diagnosis. This study group included 14 cases with VER and 21
without VER. We identified three regions of focal CNAs that are altered at
significant frequencies across diagnostic samples from patients with relapsed
disease: gain at 7p11.2 (LINC01445) and losses at 9p21.3 (CDKN2A, CDKN2A-
AS1) and 7qg34 (LOC730441, PRSS1, PRSS2, PRSS3P2, MTRNR2L6). CNA
events involving 7934 and 7p11.2 were significantly related (P<0.01) in univariate
analysis (Kaplan-Meier survival curves) with a higher probability of VER. However,
after adjustment for the National Cancer Institute (NCI) risk category (age and
white blood cell count at diagnosis) and chemotherapy schedule, only the focal
gain on 7pll1l.2 showed a strong trend (P=0.06) as an independent prognostic
indicator of VER.

Complementary to the SNPa analysis, we applied a proposed CNA-based risk
classification (deletion status in EBF1, IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1,
RB1 and the pseudoautosomal region PAR1 genes) to demonstrate their
association with VER in Mexican children with B-ALL. MLPA assays were
performed on 63 patients: we combined a set of 33 cases previously studied in the
SNPa analysis with 30 additional patients, which were studied using only MLPA.
Eleven of these 30 samples were obtained at the time of diagnosis from patients
who had VER and 19 were obtained from patients who had no recurrence of the
disease during the follow-up period (median: 69 months; range: 49-96 months).
The relapse-free cases were selected to be the reference group.



Using MLPA results, patients were stratified into the three risk groups that have
been defined by the UKALL-CNA classifier: good (52.4%), intermediate (33.3%),
and poor (14.3%). Groups with intermediate and poor-risk CNAs were associated
with a higher risk of VER (Hazard risk: HR=4.94, 95% Confidence Intervals:
Cl195%=1.87-13.07 and HR=7.42, Cl95%=2.37-23.26, respectively) compared to
good-risk CNAs. The risks remained statistically significant after adjusting for NCI
risk classification and the chemotherapy protocol in a multivariate model. The
application of the UKALL-CNA reclassified the risk of 8 out of 13 patients with VER
(61.5%): while at diagnosis they presented clinical features of standard NCI risk,
their CNA profile indicated an intermediate/high risk of relapse. Given that
treatment regimens should be tailored to the individual risk category, this subset of
patients could have been eligible for intensive chemotherapy to prevent the
recurrence of B-ALL.

Based on the present doctoral thesis analyses, our results support the potential
clinical usefulness of CNAs to refine the risk stratification currently applied in
Mexican children with B-ALL. However, to translate copy number data into the
clinic, we must validate our initial results in larger independent cohorts.



1. Antecedentes
1.1. Tipos de leucemia

Anualmente a nivel global, el cancer afecta a 300 000 nifios con edades entre 0 y
14 afos [1]; uno de cada tres casos padece leucemia [2]. Esta enfermedad de
origen hematopoyético comprende varias entidades que conforman subtipos
bioldgica y clinicamente heterogéneos. En general, el curso clinico divide a los
procesos leucémicos en agudos o crénicos y segun la estirpe celular de origen, la
enfermedad es linfoide o mieloide. La forma aguda tiene una rapida progresion, las
células que proliferan de manera incontrolada son principalmente inmaduras e
indiferenciadas, lo cual afecta su normal funcionamiento. El tiempo promedio de
evolucion de la sintomatologia es 30-40 dias [3]. En cambio, la forma cronica
progresa con menor rapidez, las células leucémicas exhiben un mayor nivel de
maduracion y conservan parcialmente sus funciones normales [2,4]. Dichas
caracteristicas clinicas y patologicas agrupan a la leucemia en cuatro entidades
principales: linfoblastica aguda (LLA), linfocitica cronica (LLC), mieloide aguda
(LMA) y mieloide cronica (LMC) (Figura 1).

Tipos de Leucemia

Clinicamente Cronica

Nivel de diferenciacion celular

Patolégicamente Linfoide/Mieloide

Linaje celular afectado

Linfoblastica aguda Mieloblastica aguda
85.1% 12.3%

Linfocitica cronica Mieloide cronica
0% 1.7%

Proporcion de casos incidentes de cada subtipo de leucemia en la nifiez mexicana

Figura 1. Principales tipos de leucemia, clasificados en funcién de la progresion clinica y el linaje
hematopoyético implicado. Se indica la proporciébn de casos con leucemia identificados en
pacientes con edades <15 afios residentes en la CDMX vy tratados en hospitales publicos [5].



1.2. Leucemia linfoblastica aguda

El tipo de leucemia que predomina en la infancia y adolescencia es la linfoblastica
aguda, la cual conforma el 85% de los casos (Figura 1). Desde una
perspectiva epidemioldgica, es interesante que esta entidad tenga caracteristicas
gue varian entre etnias. Su incidencia es mayor en nifios de origen hispano/latino
y, en ellos, también el desenlace clinico es mas desalentador (la mortalidad se
incrementa 39% en comparacion con nifios no hispanos) [2,6-8]. La etiologia de
dicha disparidad podria atribuirse a mudultiples factores relacionados con una
combinacion de riesgos ambientales, aspectos socioecondémicos, biologicos y
farmacogenomicos [8,9].

La LLA implica la expansion clonal de progenitores o precursores linfoides
inmaduros (linfoblastos) de la serie de células B o T en la médula 6ésea (MO) y su
infiltracion en sangre periférica u otros tejidos extramedulares (ej. sistema nervioso
central, bazo, higado, timo, ganglios linfaticos, testiculos) [10,11]. La presentacion
clinica de la enfermedad incluye signos y sintomas de cuatro sindromes
asociados: infiltrativo, hemorragico, anémico y febril.

El diagndstico definitivo requiere un aspirado medular, en el cual se realizan
estudios de morfologia, citoquimica, fenotipo, cariotipo y biologia molecular [3]. La
identificacion de 20% o mas de blastos linfoides en MO y/o en sangre periférica
confirma la presencia de LLA. En la mayoria de los casos (70%-85%) la
enfermedad deriva del linaje B [5,12].

1.3. Leucemia linfoblastica de linaje B (LLA-B)

Las células B provienen de precursores linfoides situados en la MO, donde
maduran a través de una serie de etapas de desarrollo caracterizadas por la
expresion de marcadores de superficie celular, factores de transcripcion
especificos y por el reordenamiento de los genes de inmunoglobulina [13]. Por lo
tanto, la informacion inmunofenotipica es importante para determinar el nivel de
diferenciacion celular, particularmente de las células leucémicas. Los antigenos
relacionados al linaje B incluyen a la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal
(TdT) en el nacleo celular, CD79a (citoplasmico), CD19 y CD22. La expresion de
CD10, CD20 y la inmunoglobulina M es Uutil para discriminar entre los cuatro
subtipos que subclasifican fenotipicamente a la LLA-B: pro-B-ALL, B comun, pre-
B-ALL y transicional-pre-B-ALL [14].

A nivel genético, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) divide a la LLA-B en
7 subtipos [15] que exhiben alteraciones cromosémicas estructurales o numéricas
recurrentes (Figura 2). Estos cambios citogenéticos predominan en los pacientes
menores de 10 afios, con la mayor incidencia en el rango de 1 a 4 afos [16]. Los
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infantes (<1 afo) presentan con mayor frecuencia reordenamientos de KMT2A
[17]. El subtipo menos representado en LLA-B es el gen de fusion IL3-IGH,
identificado en el 1% de los casos [16].

Clasificacion de la LLA-B de acuerdo con la OMS, 2016

+ LLA-B No especificada

t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1
t(v;11923.3);rearreglos en KMT2A
t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1
Hiperdiploidia
Hipodiploidia
t(5;14)(931.1;932.3);/IL3-IGH
t(1;19)(923;p13.3); TCF3-PBX1

« Entidades provisionales
BCR-ABL1-like
Amplificacion intracromosémica del cromosoma 21

Figura 2. Clasificacion de los subtipos citogenéticos y moleculares que conforman a la LLA-B. De
acuerdo con la clasificacién propuesta por la OMS en 2016, esta enfermedad se caracteriza por la
presencia de cambios soméaticos recurrentes que incluyen a translocaciones cromosomicas y
aneuploidias establecidas como subtipos citogenéticos, o bien carece de una alteraciéon genética
clasificatoria.

Adicional a las alteraciones citogenéticas que constituyen entidades extensamente
establecidas en LLA-B, destacan otros subgrupos (BCR-ABL1l-like y la
amplificacion intracromosémica del cromosoma 21 [IAMP21]) que la OMS ha
incorporado como entidades de caracter provisional por su potencial relevancia
terapéutica. La primera de ellas, BCR-ABL1-like, presente en el 10% de los casos,
exhibe perfiles de expresién génica que se asemejan a los descritos en BCR-ABL1
positivos pero sin la presencia de la translocacion cromosomica [18,19]. La entidad
citogenética iIAMP21, definida por la presencia de 3 0 mas copias del gen RUNX1,
ocurre en el 2% de los pacientes con LLA-B [20].

1.3.1. Origen prenatal de la LLA-B

En lo que respecta a su origen, la mayoria de las leucemias pediatricas son
causadas por cambios somaticos que aparentemente ocurren en dos fases (Figura
3). Distintas lineas de evidencia indican que inician prenatalmente por genes de
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fusion producto de translocaciones cromosOmicas o el aumento en el nimero de
cromosomas [21-23].

Alteracion genética primaria en etap
intrauterina

Hiperdiploidia Rearreglos en KMT2A
ETV6-RUNX1
TCF3-PBX1

Nacimiento @ BCR-ABL1

Pre-leucemia <-—-

saludable

@

<«

©
| EEIRGaae

Figura 3. Cronologia del desarrollo de LLA-B. Alteraciones genéticas primarias que se producen
en el Utero conducen a un estado de pre-leucemia. Después del nacimiento, el desarrollo de LLA-B
requiere de alteraciones secundarias que promueven la expansion clonal de las células
leucémicas. En el caso de los reordenamientos de KMT2A se proponen tres escenarios posibles,
en los que la alteracion: 1) es suficiente para el desarrollo de LLA-B, 2) desencadena directamente
la adquisicién de cambios secundarios y 3) promueve un estado pre-leucémico que requiere
alteraciones secundarias independientes. Imagen modificada de Hein et al. (2020) [21].

A nivel molecular, los reordenamientos cromosdémicos iniciales caracteristicos en
LLA-B, por ejemplo TCF3-PBX1, parecen ser inducidos por procesos mutagénicos
enzimaticos (la actividad endonucleasa del complejo RAG causa cortes de doble
cadena en el ADN durante la recombinacion V(D)J), normalmente utilizados por el
sistema inmunologico para diversificar el repertorio de anticuerpos, dirigidos de
manera errobnea a oncogenes Yy enhancers genomicos [24,25]. Los eventos
somaticos primarios afectan genes que codifican a reguladores de la
hematopoyesis, supresores de tumores, oncogenes o tirosinas cinasas [26,27].
Estos cambios establecen un estado pre-leucémico (las células tienen
propiedades de supervivencia y autorrenovacion alteradas) pero no son suficientes
para desarrollar la enfermedad [22,28,29]. Por tanto, el proceso de
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leucemiagénesis continla con alteraciones genéticas secundarias que son
adquiridas durante un periodo posnatal variable. Estos cambios complementarios
promueven que las clonas pre-leucémicas generadas en el Gtero durante la
hematopoyesis progresen a un estado leucémico completo (Figura 3). La duracion
del periodo entre el nacimiento y el diagndéstico de leucemia puede ser de unos
dias o prolongarse hasta 14 afios [30].

1.4. Recaida en LLA-B

El abordaje terapéutico de los pacientes con LLA-B consiste en la asignacion de
un tratamiento en funcién de marcadores prondsticos que al diagnéstico de la
enfermedad determinan la estratificacion del riesgo de recaida y la intensidad del
tratamiento (Figura 4). En pacientes con indicadores prondsticos asociados a una
menor probabilidad de supervivencia el abordaje terapéutico es mas intensivo y
por el contrario, es reducido en nifios con factores relacionados con desenlaces
clinicos favorables para evitar o limitar la toxicidad [31,32].

En general, la estructura del régimen de tratamiento consta de tres fases, cuya
duracion total es de dos a tres afios: 1) induccién, 2) consolidacion o
intensificacion y 3) mantenimiento. La primera etapa incluye la administracion
simultdnea de al menos tres agentes principales: vincristina, |-asparaginasa y
glucocorticoides sintéticos (prednisona, prednisolona o dexametasona) [32]. El
objetivo de este tratamiento, con una duracion aproximada de cuatro a seis
semanas, es inducir la remisién. Para los pacientes clasificados en el grupo de alto
riesgo, el esquema incorpora la administracién de antraciclinas (daunorrubicina o
doxorrubicina ) [33]. La fase de consolidacion también es intensiva, su duracion es
generalmente de ocho semanas y combina metotrexato, vincristina, analogos de
purina, glucocorticoides y l-asparaginasa. La terapia final, el mantenimiento, puede
extenderse de dos hasta tres afios posterior a la fase de consolidacion. Consiste
en la administracion oral de metotrexato y mercaptopurina con o sin el uso de
pulsos de esteroides y vincristina. EI nimero de ciclos y el tiempo en que los
farmacos utilizados en las terapias de consolidacion y mantenimiento son
administrados difiere entre los protocolos de tratamiento propuestos por distintos
grupos de estudio pediatricos internacionales [32].

La implementacion de esquemas terapéuticos adaptados al riesgo de recaida ha
contribuido a una notable mejoria en el resultado clinico de la enfermedad. Este
avance es mas notable en paises desarrollados, en los cuales la tasa de
supervivencia a cinco afos en LLA-B aumento del 11% en 1962-1966 a 91% en
2011-2018 [17,34,35]. En el contexto mundial, la disminucion en el riesgo de
recaida no es uniforme dado que se registra una incidencia de recurrencia de LLA-
B entre el 9% y el 35% [36-40]. Estas cifras son obtenidas a cinco afos de
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evaluacion o reportadas en estudios con periodos de 20 afios de seguimiento. Las
clasificaciones que se utilizan en la actualidad no son suficientes para predecir con
precision el riesgo de recaida ya que ambos grupos de pacientes con
caracteristicas clinicas/citogenéticas de bajo o alto riesgo pueden experimentar la
recurrencia de la enfermedad. Este hecho resalta la necesidad de implementar en
la préactica clinica factores prondsticos que permitan elegir con mayor certeza el
tratamiento adaptado al riesgo de recaida de cada paciente.

. RIESGO .
BAJO RIESGO: INTERMEDIO: ALTO RIESGO:
BCR-ABL1
Rearreglos en
ETV6-RUNXI KMTZA s
Alta hiperdiploidia TEEEES:G Hipodiploidia (<44 |
(>50 cromosomas) Cromosomas)
IAMP21

Caracteristicas citogenéticas

Caracteristicas clinicas

RIESGO ALTO RIESGO:
ESTANDAR:
Edad entre 1y 10 afios Edad <1y >10 afos
Cuenta leucocitaria <50 000 Cuenta leucocitaria >50 000

Figura 4. Indicadores prondsticos utilizados actualmente en la clasificacion de riesgo de recaida en
LLA-B. Previo al tratamiento, existen factores clinicos y citogenéticos ya ampliamente reconocidos
gue se asocian a mayor o menor riesgo de recaer.

El desenlace para los nifilos que recaen es desfavorable, con tasas de
supervivencia global a cinco afios que no superan el 40% [37,38,40], por lo tanto,
la recurrencia de LLA-B constituye una de las principales causas de muerte por
cancer en la infancia [41]. Entre los aspectos que explican el prondstico negativo,
se ha descrito la resistencia celular a los farmacos [42]. A diferencia del
diagnéstico inicial, los blastos de la recaida presentan una menor capacidad de
respuesta a glucocorticoides, I-asparaginasa, antraciclinas y tiopurinas [43]. Esta
resistencia farmacoldgica puede adquirirse de novo o inducirse por la
guimioterapia mediante la seleccion de una subclona leucémica con resistencia
intrinseca a los medicamentos ya presente al tiempo del diagndstico [44].
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La supervivencia de los pacientes con recurrencia de LLA-B esta determinada por
factores prondsticos que incluyen la duracion de la remision y el sitio anatomico en
el que reaparecen las células leucémicas. La mayoria de las recaidas ocurren en
la MO, aislada (75%) o combinada con la participacion de sitios extramedulares
(SNC o testiculos; 12%). La recaida medular aislada implica la presencia de 225%
de células leucémicas en pacientes que completaron exitosamente la terapia de
induccion a la remision. La forma combinada presenta 25% de linfoblastos en MO
en asociacion con la afectacion de uno o mas compartimentos extramedulares
[45]. Respecto al tiempo de aparicion, la recaida puede dividirse en tres clases, las
cuales tienen definicion variable dependiendo de los consorcios internacionales de
investigacion. De acuerdo con el grupo aleman Berlin-Frankfurt-Munster, la
recaida muy temprana tiene lugar durante los primeros 18 meses de tratamiento.
Las recaidas tempranas suceden entre los 18 y 30 meses, mientras que los
eventos de recurrencia tardios aparecen posterior a los 30 meses de la
presentacion de la enfermedad [46]. Un grupo de especial interés son los
pacientes que recaen muy tempranamente (RMT) dado que tienen resultados
clinicos particularmente negativos con el 21% de supervivencia a cinco afios [38].

La comparacion de muestras pareadas, estudiadas al momento del diagndstico y
la recaida en LLA-B, ha permitido reconstruir su estructura clonal y trayectoria
evolutiva. Para diferenciar entre variantes de linea germinal y alteraciones
somaticas es ideal incluir aspirados medulares obtenidos en la remisién. Con ese
abordaje se ha establecido que la mayoria (96%) de los casos con recaida
exhiben relacién con el clon leucémico observado al diagnostico. Se pueden
adquirir alteraciones genéticas adicionales (34%) o, mas comunmente (52%), es
identificado un clon ancestral (pre-leucémico) que contiene algunas, pero no todas
las alteraciones detectadas en la presentacion de la enfermedad [47]. Consistente
con esos estudios iniciales, un andlisis reciente confirmé que las clonas
responsables de la recaida de LLA-B estan presentes al diagnostico de la
enfermedad y en su mayoria constituyen una subpoblacién menor [48].

1.5. Estratificacion del riesgo en LLA-B

En los regimenes terapéuticos actuales, la clasificacion del riesgo de recaida esta
basada en parametros clinicos y alteraciones citogenéticas identificados al
diagndstico y/o la respuesta temprana al tratamiento. Esta Gltima estrategia usa
indicadores como la enfermedad minima residual al final de la fase de induccion y
la respuesta a prednisona a los 8 dias de tratamiento [49,50]. La evaluacion de las
células leucémicas residuales en MO es considerada un indicador prondstico muy
fiable porque no sélo refleja la sensibilidad intrinseca a la quimioterapia, sino
también la farmacodinamica y la farmacogendémica del paciente, la adherencia al
tratamiento y su eficiencia [51].
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1.5.1. Sistemas pronosticos establecidos en LLA-B

La edad y el conteo leucocitario son parametros utilizados desde hace mas de 30
afos en la practica médica para estratificar a los pacientes con LLA-B en distintos
grupos prondsticos al diagnostico inicial. EI consenso internacional, propuesto por
el NCI, establece que los nifios con edades entre 1 y 10 afios y un recuento de
leucocitos <50 000 tienen un riesgo estandar de recaida. Los pacientes menores a
1 afio (infantes) y aquellos mayores a 10 afios y/o una cuenta de leucocitos =50
000 son de alto riesgo [52] (Figura 4). Aparte de dichos parametros, los subtipos
definidos en LLA-B por aneuploidias y transcritos de fusion (Figura 2), con
implicaciones tanto prondésticas como terapéuticas, son relevantes en la practica
clinica actual [11,53]. En funcion de estas caracteristicas citogenéticas, se
establecen tres categorias de riesgo: bajo, intermedio y alto (Figura 4).
Aproximadamente el 75% de los casos con LLA-B exhibe anormalidades
cromosOmicas numéricas y estructurales que los agrupan en las categorias de
riesgo citogenético bajo y alto (Figura 4) [53-56].

La hiperdiploidia (>46 cromosomas), dividida en 1) baja (47-50 cromosomas) y 2)
alta (51-65 cromosomas), es el mayor subgrupo citogenético de LLA-B. La
segunda categoria dentro de esta entidad biolégica, representa alrededor del 25%
de los casos [57], con mayor frecuencia en el grupo de nifios de entre 1 y 9 afios
[58]. En general, exhibe un patrén no aleatorio de ganancias que incluye a los
cromosomas 4, 6, 8, 10, 14, 17, 18, 21 y X [59]. La hiperdiploidia baja ocurre en el
13-17% de los pacientes, los cromosomas extra que predominan son 21y X [60].

Junto con la alta hiperdiploidia, el gen de fusion ETV6-RUNX1 generado por la
alteracién estructural t(12;21)(p13;922), es otro de los subtipos mas frecuentes en
LLA-B, identificado en el 30%-34% de los pacientes [16,57]. Ambas alteraciones
confieren un prondstico favorable con tasas de supervivencia global a 5 afios del
96% [53].

En cambio, los resultados clinicos son desfavorables para los casos con BCR-
ABL1, reordenamientos del gen KMT2A, la baja hipodiploidia (30-39
cromosomas), y el subtipo provisional IAMP21 [53,61]. Por esta razén, en la
mayoria de los protocolos, conforman criterios para recibir la intensificacion del
tratamiento [50].

Aunque la mayoria de los pacientes tienen alteraciones cromosOmicas de
importancia clinica, existe un subgrupo en LLA-B que carece de alteraciones
citogenéticas clasificatorias (24%) [57]. A estos casos, denominados B-other, se
les asigna un riesgo de recaida intermedio (Figura 4).

La identificacién precisa de los subtipos genéticamente distintos que conforman a
la LLA-B es relevante sobre todo cuando existen intervenciones terapéuticas
dirigidas a blancos especificos. Por ejemplo, la introduccion de inhibidores de
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tirosina cinasas en el tratamiento de pacientes BCR-ABL1 ha contribuido
notablemente a incrementar su supervivencia libre de eventos [62].

1.5.2. Indicadores de prondstico emergentes en LLA-B

Las caracteristicas clinicas y alteraciones genéticas primarias mencionadas
anteriormente contribuyen en el desenlace clinico. Sin embargo, resultan
insuficientes para identificar con precision a los pacientes que desarrollardn
eventos de recaida. Lo anterior ha promovido la busqueda de alteraciones
genéticas adicionales (secundarias) que permitan refinar la estratificacion
pronéstica en LLA-B. Entre las mutaciones que complementan el proceso de
transformacién de las células pre-leucémicas destacan los cambios somaticos que
alteran el numero de copias de ADN como potenciales indicadores de riesgo de
recaida al diagndstico de la enfermedad.

1.5.2.1. Alteraciones en el numero de copias de ADN (CNASs)

Las CNAs son cambios somaticos que comprenden deleciones o
duplicaciones/amplificaciones de fragmentos de material genémico. Se clasifican
por su tamafio en extensas (mayores al 50% de un brazo cromosdémico o
cromosomas completos) o focales (mayores al 50% de un brazo cromosomico;
longitud media de 1.8 Mb) [63,64]. Funcionalmente, pueden conducir a la
sobreexpresion de oncogenes y subexpresion/inactivacion de supresores de
tumores. No obstante, los cambios en el nimero de copias respecto al genoma de
referencia no siempre corresponden con alteraciones en los niveles de expresion;
en estas condiciones se han descrito mecanismos de adaptacion transcripcional a
CNAs [65].

En LLA-B, el numero promedio de CNAs es de 4 a 12 por genoma [18,47,66—70],
con predominancia de las pérdidas sobre las ganancias genémicas [67,68,71,72].
Entre el variado espectro de CNAs que conforman a la LLA-B se tienen
identificadas deleciones que son comunes, en su mayoria focales (<1 Mb)
[66,68,73], e involucran genes esenciales en el desarrollo linfoide, regulacion del
ciclo celular/apoptosis, la coactivacion transcripcional y la sefalizacion celular
mediada por citocinas: ETV6, PAX5, IKZF1, EBF1, CDKN2A/B, BTG1, RB1 y
PARL1. En la Figura 5 se indica la frecuencia de dichas alteraciones reportada en
una amplia cohorte, representativa de los principales subtipos citogenéticos que
constituyen a la LLA-B, estudiada por Schwab et al (2013) [57]. Este y otro analisis
posterior (2019) [74], conducido en un menor numero de casos (n=515), coinciden
en que las alteraciones que predominan en los pacientes (60%-80%) afectan
genes que regulan el desarrollo de los progenitores linfoides B e incluyen a los
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factores de transcripcion PAX5 (19%-28%), IKZF1 (14%-20%), ETV6 (22%-30%) y
EBF1 (2%-6%). Entre ellos destaca IKZF1, cuya afectacion total o parcial por
eventos de delecion da lugar a la expresion de isoformas con funciones
dominante-negativas, haploinsuficiencia o a la pérdida completa de su expresion.
La inactivacion de IKZF1 altera multiples vias implicadas en la regulacion del
estado metabdlico, la sefializacidon de los receptores de células pre-B, la adhesion
y proliferacion celular [75].

RB1, CDKN2A, CDKN2B y BTG1 son esenciales para la regulacion del ciclo
celular y la proliferaciéon. En LLA-B, se presentan principalmente (28%-33%)
[57,74], CNAs en CDKN2A y CDKN2B, genes que codifican a las proteinas
supresoras tumorales p16/pl4 y pl5. Por el contrario, menos del 10% de los
pacientes posee cambios en el numero de copias de RB1y BTGL1 [57,74].

La delecion intersticial (316 kb) que ocurre en la regidn pseudoautosémica 1
(PAR1) de los cromosomas X 0 Y yuxtapone el primer exdén de P2RY8 a la regién
codificante de CRLF2. Esta alteracion estructural genera el transcrito de fusion
P2RY8-CRLF2, el cual induce la sobreexpresion del receptor de citocinas CRLF2
[76]. Su frecuencia corresponde al 4% [57,74].

ETV6: 22%
PAX5: 19%
» o IKZF1: 14% Diferenciacion linfoide
< o} : 0
5 R LLA-B a ?3 EBF1: 2% @ Proliferacion y ciclo celular
c< (n=1425) X = - hoo o
) p= ———CDKN2A/B: 28% ® Receptores de citocinas

——BTG1: 6%
o————RB1: 6%

PAR1: 4%

Figura 5. Genes frecuentemente afectados por pérdidas en el numero de copias en LLA-B. Se
indica la proporcién de casos con (linea continua) y sin CNAs (linea punteada) que afectan a los
genes que son frecuentemente alterados en esta enfermedad. La figura esta basada en el analisis
realizado por Schwab et al. (2013) [57]. Su funcién biolégica esta codificada por colores. Las
alteraciones no son mutualmente excluyentes.

1.6. CNAs y asociaciones clinico-biolégicas en LLA-B

Al diagnéstico, la prevalencia de las CNAs comunmente alteradas en LLA-B varia
del 47% al 71% [57,61,69,74,77-80]. Las variaciones en estas estimaciones
pueden estar relacionadas con diferencias en las poblaciones analizadas. Al
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respecto, se han descrito asociaciones significativas entre las CNAs vy
caracteristicas clinico-biologicas que constituyen factores prondsticos en LLA-B: 1)
la edad y el conteo leucocitario considerados en el riesgo NCI y 2) las alteraciones
primarias en los blastos que definen las entidades citogenéticas que conforman a
la enfermedad [57,61,68,74,78,79,81-83]. Por ejemplo, la pérdida de ETV6 es
mas frecuente en nifios con riesgo de recaida estandar NCI. En contraste, otros
genes como IKZF1, EBF1, CDKN2A/B y/o PAX5 son principalmente alterados por
eventos de delecion en la categoria NCI de alto riesgo [57,84]. La mayoria de los
subgrupos citogenéticos que constituyen a la LLA-B presentan cambios en el
namero de copias de los genes ETV6, PAX5, IKZF1, EBF1, CDKN2A/B, BTG1,
RB1 y PAR1 [57,74], no obstante, estas alteraciones pueden encontrarse
sobrerrepresentadas en entidades especificas. El ejemplo mas ilustrativo de estas
asociaciones es la delecion de IKZF1, cuya prevalencia predomina en BCR-ABL1
y BCR-ABL1-like (64%-70%), subtipos asociados a un alto riesgo de recaida
[57,74,85-88]. En contraste, este gen es menos afectado por deleciones (3%-
18%) en pacientes positivos a ETV6-RUNX1, un subgrupo citogenético
relacionado generalmente con desenlaces clinicos favorables [57,74,89].

1.7. CNAs que potencialmente predicen el desenlace clinico en LLA-B

Las diferencias en el desenlace clinico observadas entre los casos que pertenecen
al mismo subtipo citogenético son parcialmente atribuidas al impacto que ejercen
las CNAs en el pronostico. Un ejemplo de ello ocurre en ETV6-RUNX1, entidad
que a pesar de ser reconocida como un indicador prondstico positivo registra tasas
de recaida del 13% [53]. En este grupo, la pérdida de CDKN1B, localizado en la
region cromosémica 12pl3, constituye una alteracion secundaria asociada
significativamente con una menor duracién de la remision [90].

El andlisis de muestras pareadas, obtenidas en el diagndstico inicial y en la
recurrencia de la enfermedad, identificé que en la recaida existe un aumento en la
prevalencia de las CNAs [47,66]. Los cambios que emergen confieren resistencia
a los farmacos utilizados en el tratamiento de LLA-B e incluyen principalmente la
pérdida en el nimero de copias de los genes MSH6 (respuesta a mercaptopurina
y prednisona), NR3C1 y BTG1 (respuesta a glucocorticoides) [66,73].

Entre las CNAs que son detectadas con frecuencia al diagnéstico de LLA-B
(Figura 5), las deleciones de CDKN2A/B o IKZF1 [18,78,83,85,91-98] constituyen
marcadores de prondstico negativo, al menos esta asociacion parece ser
consistente para IKZF1. Por el contrario, el consenso es menor para el impacto
gue conlleva la delecion de los genes CDKN2A/B [74,99]. Con excepcion de RB1
o la pérdida de genes en PARL, asociadas a desenlaces clinicos desfavorables,
no se han encontrado correlaciones significativas para EBF1, PAX5, BTG1y ETV6
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en términos de incidencia acumulativa de recaida, supervivencia o niveles
detectables de enfermedad minima residual al finalizar la fase de induccién
[74,79,96,100].

Aparte del analisis del impacto prondstico de cambios en el nimero de copias de
genes individuales es importante identificar alteraciones que ocurren
simultaneamente y su influencia en el prondstico. Al respecto, el efecto de una
CNA puede modificarse por la presencia/ausencia de alteraciones adicionales en
el nimero de copias. Por ejemplo, la delecibn combinada de BTGl e IKZF1
confiere una menor supervivencia libre de enfermedad a cinco afios y una mayor
incidencia acumulativa de recaida respecto a pacientes con deleciones
Unicamente en IKZF1 [101]. En cambio, el pronéstico desfavorable asociado a la
pérdida de copias en este gen parece ser contrarrestado por la presencia de
deleciones concomitantes del gen ERG1 [50].

Esos hallazgos inspiraron el desarrollo de clasificadores de riesgo de recaida en
LLA-B basados en la deteccion de combinaciones de cambios en el numero de
copias en genes que son alterados con frecuencia en LLA-B (Figura 5). Aunque se
ha reconocido su potencial utilidad prondstica, los clasificadores propuestos no se
utilizan en la actualidad en la practica médica para estratificar a los pacientes y en
funcién de esto, adaptar con mayor precision la intensidad del tratamiento.

1.7.1. Sistema de clasificacion de riesgo de recaida en LLA-B basado en perfiles
de CNAs

El sistema de clasificacion prondstica propuesto por Moorman et al. [61], puede
citarse como el mejor ejemplo de la utilidad clinica de identificar, previo al
tratamiento quimioterapéutico, cambios en el numero de copias de ADN. De
acuerdo con estos investigadores, la combinacion de deleciones en los genes
IKZF1, ETV6, PAX5, EBF1, CDKN2A/B, BTG1, RBL1 y la region PAR1 define tres
grupos de riesgo de recaida de LLA-B: bajo (CNA-BR), intermedio (CNA-RI) y alto
(CNA-AR) (Figura 6). Con esta estrategia, el perfil de CNAs en la mayoria (61%)
de los pacientes corresponde a la categoria de bajo riesgo. En contraste, el 10%
presentd alteraciones que corresponden al grupo de alto riesgo de recaida. El
porcentaje restante se incluy6 en la categoria de riesgo intermedio. Los resultados
clinicos resultaron significativamente diferentes entre los tres grupos de riesgo,
con tasas de supervivencia libre de eventos a 10 afos del 80% (CNA-BR), 67%
(CNA-RI), y 49% (CNA-AR) [61].

Esta clasificacion basada en CNAs puede integrarse con la informacion
proporcionada por los tres grupos de riesgo citogenético definidos en LLA-B (bajo
riesgo: CITO-BR, riesgo intermedio: CITO-RI y alto riesgo: CITO-AR). La
combinacion de las alteraciones primarias (aneuploidia y rearreglos
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cromosomicos) y secundarias (CNAs) agrupa a los pacientes finalmente en
categorias de riesgo genético de recaida: bajo (GEN-BR) o alto riesgo (GEN-AR)
(Figura 6). Estos dos ultimos grupos tienen una probabilidad de supervivencia
global a cinco afios de 83% y 97%, respectivamente [61].

El impacto prondstico de las alteraciones citogenéticas que confieren un alto y
bajo riesgo no modifica el desenlace definido por el estado en el nimero de
copias. En contraste, los pacientes con riesgo de recaida intermedio, determinado
por alteraciones citogenéticas, pueden ser reclasificados en categorias de mayor o
menor riesgo de recaida al considerar su perfil de CNAs.

Sobre la base de sus conclusiones preliminares obtenidas en 2014, en 2019 se
realizd un estudio complementario [102], con la informacién de mas de 3,000
pacientes con LLA-B incluidos en 16 ensayos clinicos derivados de 12 grupos de
estudio internacionales, para validar el clasificador de riesgo de recaida basado en
CNAs, UK (United Kingdom) ALL-CNA. Esta herramienta prondéstica permitio
confirmar diferencias significativas en la tasa de supervivencia libre de eventos a
cinco afos entre los tres grupos de riesgo propuestos en el estudio original (riesgo
bajo: 88%, intermedio: 76% y alto: 68%). Con el estudio de validacion también se
demostré que el clasificador de riesgo UKALL-CNA proporciona informacion
pronéstica relevante dentro de protocolos adaptados o no a la evaluacion de
enfermedad minima residual. En investigaciones independientes se ha evaluado la
solidez y viabilidad del UKALL-CNA, identificando asociaciones significativas con
el riesgo de recaida NCI y la respuesta al tratamiento, incluido el fracaso de la
induccién a la remision [103] y el nivel de enfermedad minima residual al término
de la quimioterapia de induccion [78,104]. La estratificacion en clases de riesgo
basadas en CNA, independientemente de la informacién prondéstica establecida
por la entidad citogenética subyacente, identificé a un subconjunto de pacientes
con resultados clinicos adversos. La supervivencia libre de eventos a los 24
meses aumento en los casos que presentaron perfiles de CNA de bajo riesgo en
comparacién con su contraparte de alto riesgo (83% vs. 52.6%) [103].

Aunque los resultados descritos demuestran la importancia del UKALL-CNA, su
incorporacion en los protocolos de tratamiento ajustados al riesgo de recaida
continda sin implementarse.

En México, la recurrencia de la enfermedad es alta y se requieren herramientas
pronésticas que ayuden a mejorar la prediccion pronostica en nifilos con LLA-B.
(descripcion detallada en la seccion 1.9.). Considerando este escenario, es
conveniente disponer de informacion sobre perfiles de CNAs y su aplicacion en la
estratificacion del riesgo en LLA-B. Con ello, potencialmente se contribuiria a
orientar decisiones clinicas oportunas en beneficio del paciente, y como resultado,
reducir la incidencia de recaida en nuestro pais.
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Alta hiperdiploidia
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BCR-ABL1
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ACDKNZA/B o APAX5
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AIKZF1/APAXSIACDKN2A/B

Figura 6. Sistema de clasificacion de riesgo basada en el nimero de copias. Alteraciones
citogenéticas y en el estatus de delecion de genes frecuentemente alterados en LLA-B. El sistema
de clasificacion propuesto por Moorman et al. (2014) [53] agrupa a los pacientes en grupos de
riesgo definidos al diagndstico por caracteristicas citogenéticas (bajo riesgo: CITO-BR, riesgo
intermedio: CITO-RI y alto riesgo: CITO-AR) o por CNAs (bajo riesgo: CNA-BR, riesgo intermedio:
CNA-RI y alto riesgo: CNA-AR). La integracion de ambas clasificaciones pronoésticas finalmente
divide a los pacientes en dos categorias de riesgo genético: 1) bajo (GEN-BR) o alto riesgo (GEN-
AR). Imagen publicada en Rosales-Rodriguez et al. (2021) [105], modificada de Hamadeh et al.
(2019) [102].

1.8. Métodos de analisis frecuentemente utilizados para detectar CNAs con
importancia pronéstica en LLA-B

Dadas las implicaciones diagndsticas/prondsticas de las CNAs (aneuploidias y
alteraciones focales) su identificacion es esencial en LLA-B. En lo que concierne a
las alteraciones que involucran cromosomas completos, éstas son detectadas
convencionalmente mediante técnicas de cariotipo con bandeo G o por la
determinacién del indice de ADN con citometria de flujo [60].

Las limitaciones relacionadas a esas técnicas (ej. la disponibilidad de blastos con
alto indice mitético o la dificultad de obtener metafases representativas) [106], no
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representan desventajas para las tecnologias basadas en microarreglos que
incorporan polimorfismos de un solo nucledtido (SNPa) o métodos de hibridacion
gendmica comparativa (CGH). Su incorporacion en el abordaje clinico facilitaria la
distincidon oportuna de los cambios de ploidia en LLA-B y mejoraria potencialmente
el proceso de clasificacion de riesgo actual [56,107,108].

La técnica de hibridacién fluorescente in situ (FISH) mediante el uso de sondas
dirigidas a RUNX1 permite detectar a la iAMP21 [20,109], una entidad citogenética
provisional con impacto pronostico en LLA-B [56,82,108]. Cuando los resultados
obtenidos por FISH son ambiguos, es util realizar un diagnéstico alternativo con
microarreglos, inclusive este abordaje demostré que RUNX1 puede no ser el
objetivo principal de la amplificacion [108,110].

Las alteraciones genéticas submicroscopicas clinicamente relevantes en LLA-B
gue no son detectables por técnicas citogenéticas clasicas (con una resolucion
aproximada de 5-10 Mb) son estudiadas con microarreglos. Estas plataformas
gradualmente han alcanzado una resolucion promedio de ~3-10 kb [56] y mas alla
de sustituir los analisis citogenéticos convencionales, su integracién podria
complementarlos [107,111,112]. Ejemplo de ello es que la combinacion de
cariotipo, FISH y los microarreglos, incrementan en un 19% la tasa de deteccion
de alteraciones de relevancia clinica en LLA-B como lo son iAMP21, la delecion de
IKZF1 o hipodiploidia [107].

Entre las plataformas comUnmente utilizadas para fines citogenéticos se
distinguen Affymetrix CytoScan HD, Agilent 4x180K-CGH, e lllumina CytoSNP-
850. Esas tres tecnologias difieren en el nimero y en el tamafio de las
alteraciones identificadas, asi como en el porcentaje de anomalias no validadas.
En particular, CytoScan HD registra el mayor nimero de hallazgos validados [113].

La evaluacion de las CNAs reconocidas como marcadores de utilidad clinica
potencial en LLA-B (Figura 5 y 6) se basa tradicionalmente en la amplificacion de
sondas dependiente de ligados mdultiples (MLPA). Es un método semicuantitativo
para el andlisis del nimero de copias de hasta 50 secuencias gendémicas
diferentes en una reaccién de PCR. Cada sonda MLPA consta de dos secuencias
de oligonucledtidos (25 a 50 pb) que deben hibridar adyacentes al ADN diana para
lograr una ligacién exitosa. Solo las sondas ligadas pueden amplificarse mediante
PCR. A diferencia de una reaccion multiplex estandar, en MLPA solo se utilizan un
par de primers, lo que da como resultado un sistema mas robusto. En la reaccion
de PCR se producen fragmentos de amplificacion que varian entre 100 y 500
nucledtidos de longitud, los cuales son separados y cuantificados por
electroforesis capilar. La comparacion del patrén de un pico obtenido en una
muestra de interés con el de una muestra de referencia indica cuales secuencias
muestran nameros de copia alterados. De esta manera, el nimero relativo de
fragmentos presentes después de la reacciéon de PCR depende de la cantidad
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relativa de la secuencia diana presente en una muestra de ADN [114]. En
particular, el disefio comercial MLPA P335 (MRC Holland, Amsterdam, The
Netherlands) incluye sondas que detectan deleciones de los genes IKZF1,
CDKN2A/B, PAX5, EBF1, ETV6, BTG1, RB1, y PAR1 (CSF2RA/IL3RA/CRLF2).
Este método tiene la capacidad de registrar con precision cambios en el nUmero
de copias que estan presentes en mas del 20-30% de los blastos leucémicos
[57,115].

A pesar de que la implementacion del uso de plataformas de microarreglos en el
entorno clinico podria mejorar la estratificacion del riesgo y la eleccion terapéutica
de los pacientes con LLA-B, actualmente no existe un consenso internacional
respecto a su aplicacion rutinaria. Las desventajas al usar estas herramientas
incluyen el rendimiento relativamente bajo, la incapacidad de detectar
aberraciones cromosomicas equilibradas, la dificultad de estimar con precision la
heterogeneidad clonal, los altos costos y la necesidad de un analisis de datos
cuidadoso y experto; por estas limitaciones es habitual conducir estudios con
microarreglos en cohortes especificas y/o de seguimiento [56,116].

1.9. LLA-B en México

En México, la leucemia es un problema de salud importante, su incidencia se
ubica entre las mas altas reportadas a nivel global [1]. De acuerdo con
estimaciones realizadas por el Grupo Mexicano Interinstitucional para la
Identificacion de las Causas de la Leucemia en Nifios (GMIICLN), la incidencia de
la LLA-B en la ciudad de México (CDMX), es de 35.8 casos por cada millon de
habitantes menores de 15 afios [5]. A la par de su alta incidencia, el prondstico
para la poblacion pediatrica mexicana es inferior. En otros paises, la
implementacion de regimenes terapéuticos basados en la estratificacion del riesgo
de recaida ha contribuido a que en la actualidad se registren tasas de
supervivencia global a cinco afios que superan el 90% [17,34,35]. No obstante,
€s0s escenarios internacionales no son replicados en México, donde la tasa de
supervivencia es del 60%-70% [117-120].

Los resultados clinicos desfavorables que persisten en nifios mexicanos estan
influenciados por la alta incidencia que existe en la recurrencia de la enfermedad.
En México, la tasa de recaida es 26%-40% y en el grupo de pacientes que recae
la supervivencia es muy reducida; el riesgo de mortalidad es 4 veces mayor
respecto a los que no registran eventos de recaida [37,119,120]. El prondstico
posterior a la recurrencia de LLA-B es especialmente adverso para los pacientes
mexicanos, con tasas de supervivencia a cinco afos del 11% [37,39,120].
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Es importante remarcar que adicional a los contrastes que existen en la
supervivencia de leucemia, en nuestro pais aumenta la proporcion de pacientes
que registran recaida muy temprana. Por ejemplo, a diferencia de lo reportado en
paises nordicos, el porcentaje de recaidas muy tempranas es hasta cinco veces
mayor en México (9%-20% vs. 4%). Este aspecto adquiere relevancia dado que la
duracion de la remision tiene un valor predictivo negativo para la supervivencia de
los pacientes que recaen. El riesgo de mortalidad es cuatro veces mayor para los
nifos mexicanos que experimentan recurrencia medular de LLA-B con un periodo
de remision inferior a 18 meses [33].

La mayor incidencia de recaida entre nifios mexicanos puede atribuirse a
diferencias clinico-biolégicas, ejemplo de ello es que, en nuestro pais, la
proporcién de casos pediatricos (0-18 afios) clasificados como de alto riesgo
conforme a los criterios del NCI corresponde al 50-80%. En contraste, en Estados
Unidos, la prevalencia de este tipo de pacientes es 25% [3,37,120,121].

La asignacion del riesgo de recaida en México es insuficiente en varios aspectos.
Uno de ellos, se relaciona con el uso de caracteristicas clinicas como edad y
conteo leucocitario. A pesar de que histéricamente constituyen indicadores
prondésticos independientes, estas variables no estiman con absoluta precision el
riesgo de recaida y conducen a decisiones terapéuticas inadecuadas. En los
pacientes mexicanos es bastante notoria la limitacion de la edad y cuenta
leucocitaria al diagndstico como factores prondsticos puesto que la mayoria de los
eventos de recaida en nuestro pais ocurren en nifios que son clasificados en el
grupo de riesgo NCI estandar [5]. Por lo tanto, es fundamental considerar en la
estratificacion de los pacientes factores prondsticos adicionales que permitan guiar
mejor el tratamiento.

La frecuencia de los subtipos citogenéticos con significado pronéstico definido en
LLA-B, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 y KMT2A-AF1, también limita la
predicciobn del riesgo de recaida en los pacientes mexicanos; en ellos, la
frecuencia de estas cuatro alteraciones cromosomicas es menor al 20% [122]. En
comparacion, otras regiones del mundo reportan porcentajes superiores a 35%
[27,31,53,123]. El peor prondstico que tienen los pacientes mexicanos con LLA-B
se ha relacionado precisamente con las diferencias existentes en la frecuencia de
los cuatro subtipos de riesgo citogenético. El contraste mas marcado se observa
en ETV6-RUNX1. En México, la frecuencia de este indicador pronéstico positivo
es 7.4% [122], mientras que en pacientes eslovacos o ingleses es 29% y 25%,
respectivamente [53,69].

Frente a la ausencia de alteraciones con valor predictivo del riesgo de recaida en
la mayoria (80%) de los nifios mexicanos con LLA-B, se requiere mas
investigacion para determinar otras alteraciones genéticas que afectan el
pronéstico, y con ello aumentar la precision de la estratificacion clinica y la
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orientacion terapéutica. Esta problematica ha sido abordada en afios recientes
por el GMIICLN. Sus resultados sugieren, por ejemplo, la incorporacion del
transcrito de fusion EP300-ZNF384 en el diagnéstico de rutina para lograr una
mejor estratificacion del riesgo [124] o se propone la inclusion del RNA largo no
codificante LINC00152 como potencial biomarcador de recaida temprana [125]. En
la continua busqueda de indicadores de prondstico diferentes a los establecidos
en la practica clinica, el GMIICLN retoma el valor prondstico de las CNAs
reportado en la literatura. Por lo tanto, el presente trabajo conforma una linea de
investigacion del GMIICLN enfocada en identificar CNAs a nivel de todo el genoma
y Su asociacion con la recaida muy temprana en LLA-B, un abordaje no realizado
previamente en nuestro pais. Por otra parte, en los apartados previos se ha
descrito que la aplicacion de CNAs como factores prondésticos permitiria refinar la
estratificacion de riesgo de recaida que en la actualidad se conduce en los
pacientes con LLA-B infantil. En este contexto y con el fin de complementar los
escasos reportes disponibles en México, limitados a evaluar alteraciones en el
ndamero de copias de IKZF1 en un reducido namero de pacientes [126], en el
presente trabajo se busca identificar perfiles de CNAs y estudiar su asociacion con
la recaida de LLA-B que ocurre muy tempranamente.
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2. Justificacion

En México, la recaida muy temprana de LLA-B ocurre con mayor frecuencia que
en otros paises. Frente a su alta incidencia y el mayor riesgo de mortalidad que
representa para los nifios mexicanos la recurrencia de la enfermedad, son
necesarias mejores estrategias para predecir el pronostico. Eficientizar la
identificacion de los pacientes que tienen mayor riesgo de recaer muy
tempranamente podria aumentar la supervivencia global de LLA-B en nuestro
pais.

Por consiguiente, este proyecto forma parte de una linea de investigacion que
desarrolla el GMIICLI con la intencion de ampliar el conocimiento existente sobre
la implicacion de las CNAs en la recaida muy temprana en nifios mexicanos. En
estudios internacionales, la evaluacion del genoma con tecnologias de alta
resolucién ha definido regiones cromosémicas ganadas o perdidas que tienen una
estrecha asociacion con el desenlace de la enfermedad. Considerando que existe
un alto porcentaje de pacientes mexicanos en los cuales la informacién
citogenética establecida al diagndstico no es suficiente para predecir el curso
clinico, resulta preciso realizar investigaciones gendémicas que definan deleciones
y duplicaciones de ADN con valor prondstico en nuestra poblacion.

Por otra parte, dado que el efecto prondéstico de un cambio en el nimero de copias
puede ser modificado por la presencia de alteraciones concomitantes, se ha
resaltado la importancia de analizar su coocurrencia. Ese tipo de abordaje condujo
al reconocimiento de la importancia clinica de 9 CNAs que afectan a genes
involucrados en el proceso de desarrollo de las células B, las cuales han sido
integradas en el sistema de clasificacion de riesgo UKALL-CNA. A la fecha, la
potencial utilidad clinica de esta estrategia no se ha estudiado en pacientes
mexicanos, como ha ocurrido en otras poblaciones. Por tal razén, parece oportuno
determinar si la estratificacion de riesgo basada en CNAs permite detectar desde
el momento del diagnéstico a aquellos casos con LLA-B que tienen mayores
probabilidades de recaer muy tempranamente. Siendo identificados, estos
pacientes podrian someterse a tratamientos mas intensivos. El beneficio de definir
mejor el prondstico conforme a perfiles de CNAs es la posibilidad de ayudar a
orientar mejor a los médicos en la toma de decisiones clinicas para eventualmente
reducir la alta tasa de recaida de LLA-B que persiste en nuestro pais.
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3. Hipétesis

Las alteraciones en el numero de copias de ADN, reportadas o0 no
previamente en la literatura, se asocian con el riesgo de recaida muy
temprana en pacientes con LLA-B que al diagndstico no presentan
alteraciones citogenéticas establecidas como indicadores prondsticos.

La deteccién de deleciones en los genes EBF1, IKZF1, CDKN2A/B, PAX5,
ETV6, BTG1, RB1 y la region PARL, incluidas en el clasificador UKALL-
CNA, permite identificar pacientes con mayor riesgo de recaida muy
temprana en LLA-B.
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4. Objetivos

4.2,

Objetivo general

Evaluar en pacientes pediatricos con LLA-B la asociacién entre CNAs recurrentes
y el riesgo de recaer muy tempranamente.

43.

Objetivos particulares

Analizar al diagnoéstico el genoma de pacientes con LLA-B para identificar
CNAs asociadas con el riesgo de recaida muy temprana mediante la
utilizacion de arreglos de alta densidad.

Comparar los perfiles de CNAs obtenidos en pacientes con recaida muy
temprana, en el momento del diagnostico y posteriormente en la recurrencia
de la enfermedad.

Identificar CNAs recurrentes y su potencial implicacién bioldgica y clinica
con LLA-B

Evaluar con MLPA genes recurrentemente alterados por deleciones en LLA-
B e identificar perfiles de alteraciones descritos en el clasificador UKALL-
CNA para estudiar su asociacion con el riesgo de RMT.
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5. Metodologia

5.1. Seleccion de los pacientes incluidos en el estudio

Se condujo un estudio de casos y controles anidados en una cohorte de pacientes
con diagnostico de LLA-B captados entre 2010 y 2018, con edades comprendidas
entre 1 y 18 afos, que alcanzaron la remision completa (<5% de blastos en MO)
después de concluir la fase de induccién del tratamiento. En la cohorte se excluyé
a pacientes con sindrome de Down u otras condiciones genéticas asociadas con
LLA y/o que residieran fuera de la CDMX.

La informacion relativa al género, la edad, el conteo leucocitario en sangre
periférica, el inmunofenotipo (linaje B o T), la clasificacién de riesgo, la deteccion
de 4 rearreglos genéticos (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 y KMT2A-
AFF1), el porcentaje de blastos en MO al diagnostico o al final de la fase de
induccion y el esquema de quimioterapia aplicado por la institucion hospitalaria fue
recabado de la base de datos que prospectivamente integra el GMIICLN desde el
2010.

El riesgo de recaida previo al inicio del tratamiento fue clasificado de acuerdo con
los criterios internacionales propuestos por el NCI. Aquellos pacientes
categorizados como de riesgo estandar presentaron una edad entre 1 a 10 afios y
una cuenta leucocitaria <50,000/ul. Los pacientes mayores a 10 afios, 0 una
cuenta de leucocitos en sangre periférica >50,000/ul fueron considerados como de
alto riesgo. La presencia de los transcritos de fusion ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1,
BCR-ABL1 y KMT2A-AFF1 fue evaluada por ensayos de RT-PCR descritos
previamente [122].

En la base de datos fueron identificados como casos todos los pacientes que en la
cohorte inicial desarrollaron recaida durante los primeros 18 meses después de
lograr la remision completa (recaida muy temprana; RMT). La recurrencia de la
enfermedad fue confirmada por el hallazgo del 25% de linfoblastos en el aspirado
medular. Se incluyd unicamente a pacientes con RMT aislada en MO o combinada
con otros sitios, con muestra de aspirado medular disponible y suficiente para la
evaluacion experimental y con datos de seguimiento completos (por ejemplo, que
no abandonaron el tratamiento). Para efectos de comparacion, se seleccionaron
de forma aleatoria 1-2 pacientes que no hubieran recaido muy tempranamente en
la cohorte, pareados para cada caso por frecuencia de género, edad (+18 meses)
y el tiempo de seguimiento.
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5.2. Area de estudio

Los pacientes analizados fueron remitidos para recibir tratamiento en centros
hospitalarios publicos que proporcionan atencion al 95% de los nifios con leucemia
en la CDMX [127]. El sector publico esta representado por distintas entidades
gubernamentales que incluyen al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), el
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE) y la Secretaria de Salud (SSA) a nivel federal y en la CDMX (SEDESA).

Los hospitales participantes fueron:

* Hospital General de México (SSA)

* Hospital Infantil de México "Federico Gémez" (SSA)

* Hospital Juarez de México (SSA)

» Hospital Pediatrico de Moctezuma (SEDESA)

» Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional "Siglo XXI" (IMSS)

* Hospital General "Gaudencio Gonzalez Garza" en el Centro Médico
Nacional "La Raza" (IMSS)

* Hospital Regional "Carlos McGregor Sanchez Navarro" (IMSS)

» Centro Médico Nacional "20 de noviembre" (ISSSTE)

5.3. Tipos de muestras

El presente protocolo de investigacion fue aprobado en 2015 por el Comité
Nacional de Investigacion Cientifica y Etica con el nimero R-2015-785-121. Las
muestras de MO se obtuvieron al diagnostico/recaida de la enfermedad después
de un consentimiento informado por escrito firmado por los padres y un
asentimiento informado en nifios mayores de 8 afios (Anexos). Las muestras de
MO fueron sometidas a centrifugacion en gradientes de densidad utilizando Ficoll
para recuperar la fraccion de células mononucleares. El boton celular se almacendé
en el Biobanco del GMIICLN con Suero Fetal Bovino y dimetil sulféxido (DMSO) a
-80°C hasta la subsecuente extraccion de ADN.

En todos los pacientes se analizaron muestras de MO recolectadas en el
diagndstico inicial. Para el grupo de casos con RMT se examinaron ademas
muestras colectadas en la etapa de seguimiento en la que se detectd la
recurrencia de la enfermedad.

5.4. Extraccién de ADN genémico (ADNg)

El ADNg se extrajo a partir del botdén celular criopreservado de acuerdo con el
protocolo de extraccion alto en sales descrito por Suguna et al. (2014) [128] o con
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el kit comercial QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con las
especificaciones del proveedor.

La cuantificacion y determinacibn de pureza para establecer el grado de
contaminacion proteica y de solventes organicos (relacién de absorbancia
260/A280 y 260/230 con valores entre 1.7-2.0 y 1.6-2.4, respectivamente) se
realizé por espectrofotometria con un equipo Nanodrop® 1000. La integridad se
evaludé por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Finalmente, se almacenaron
alicuotas a -20°C para su posterior procesamiento.

5.5. Recopilacion de datos de cambios en el nimero de copias

5.5.1. Deteccién de CNAs por arreglos genémicos

En total, se hibridaron 250 ng de ADNg en los arreglos gendémicos de alta
resoluciéon Cytoscan HD (Thermo Fisher Scientific) conforme al protocolo
especificado por el fabricante (Thermo Fisher Scientific). El arreglo incluye en su
disefio 2,696,550 sondas (743,304 SNPs y 1,953,246 sondas no polimorficas) con
una distancia promedio de 880 pb en regiones intragénicas y 1737 pb en regiones
intergénicas. En la Figura 7 se sintetiza el flujo de trabajo para este procedimiento.

ADNg (250 ng)
& il =
; ! . ) wssonn ) 18 hrs. -
Nsp1 Nsp1 Nsp1 DNAsa | y Q{j 0
I+ Biotina —
Fragmentos
25-125pb
Adaptador e
nalisis
Fragmentos l Hibridacion, lavado y
150-2000 pb Marcaje escaneo de Intensidad

ﬁ Purificacién y fragmentacion

Digestion, ligacion de adaptadores
y amplificacién de ADN

Figura 7. Proceso de deteccion de alteraciones en el nimero de copias por arreglos genémicos. El
ADNg es digerido por Nspl y amplificado por PCR con adaptadores unidos covalentemente a los
fragmentos de restricciobn. A continuacion, los productos de la PCR se purifican con perlas
magnéticas, se fragmentan utilizando DNasa |, se marcan con biotina y se hibridan en el arreglo
durante 18 h. Tras la incubacion, las muestras se lavan y se tifien con estreptavidina/biotina en una
estacion de fluidos. Finalmente, los arreglos son escaneados para generar los datos de intensidad
gue posteriormente se utilizaran en el analisis de estado en el nimero de copias.
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Los datos obtenidos se analizaron con en el programa Chromosome Analysis
Suite (ChAS; version 3.1) (Thermo Fisher Scientific) para determinar los estados
en numero de copias. La relacion de intensidad de cada sonda contenida en el
arreglo proporciona valores que representan el numero de copias relativo (relacion
log2) que esta normalizado respecto al genoma de referencia. La normalizacion se
realizo in silico con un archivo incorporado en ChAS, el cual incluye datos de 380
muestras, 284 de HapMap y 96 de BioServe Biotechnologies. Los valores
préximos a cero asumen un estatus diploide mientras que las regiones genémicas
con ganancia o pérdida de ADN son identificadas por valores positivos o
negativos, respectivamente.

El control de calidad de los datos generados se llevo a cabo usando el parametro
Median of the Absolute values of all Pairwise Differences (MAPD<0.25) que refleja
la variabilidad de los cambios en intensidad entre las sondas adyacentes incluidas
en el arreglo.

El nimero minimo de sondas/longitud en kb aplicado para determinar las CNAs
estudiadas en el andlisis correspondi6 a: 1) 50 sondas/100 kb para
duplicaciones/amplificaciones y 2) 25 sondas/25 kb para deleciones. Los
cromosomas sexuales fueron excluidos del analisis. Esta excepcion se debe a que
los enfoques analiticos usados en el presente trabajo no fueron especificamente
disefiados para considerar la complejidad de los cromosomas sexuales [64,129]
como la naturaleza haploide del cromosoma Y o la desigualdad en el numero de
cromosomas X que existe entre sexos.

Las regiones que co-localizaron >80% con alteraciones germinales o polimorficas
en el numero de copias reconocidas en individuos sanos de acuerdo con la Base
de Datos de Variantes Gendmicas de Toronto (DGV,
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) fueron descartadas del analisis.

El visualizador Integrative Genomics Viewer (IGV)-Web app (https://igv.org/app)
fue usado para presentar los nimeros de copias relativos (relaciones log2) por
autosoma. La posicion de los marcadores se baso en la construccion del genoma
GRCh 37/hg19 (Feb 2009).

En términos de la longitud del genoma que involucran, las CNAs se analizaron en
dos grupos: 1) CNAs extensas, son definidas a nivel de cromosoma completo y a
nivel de brazo cromosémico (250%) y 2) CNAs focales, comprenden <50% de un
brazo cromosémico.
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5.5.2. MLPA (amplificacion de sondas dependiente de ligados multiples)

Para estos ensayos se utilizé un total de 50 ng de ADNg. La cuantificacion del
material genético fue fluorimétrica con el Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen, Life
Technologies) utilizando el kit Qubit dsDNA Broad Range (Invitrogen, Life
Technologies).

Se utilizaron dos kits comerciales, P335 (SALSA MLPA P335-C1 ALL-IKZF1) y
P419 (SALSA MLPA Probemix P419 CDKN2A/2B-CDK4) (MRC-Holland), de
acuerdo con el protocolo especificado por el proveedor. El primero de ellos
contiene 42 sondas, que generan productos de amplificacion para EBF1 (5q33.3),
IKZF1 (7p12.2), CDKN2A (9p21.3), CDKN2B (9p21.3), PAX5 (9p13.2), ETV6
(12p13.2), BTG1 (12g21.33), RB1 (13g14.2) y la region pseudoatosémica PAR1
(Xp22.33; CSF2RA/IL3RA/CRLF2). La delecién que ocurre en esta ultima region
produce el transcrito de fusibn P2RY8-CRLF2. El kit MLPA P335 tiene una
cobertura limitada de sondas para los genes CDKN2A/B (una y dos sondas,
respectivamente) por lo que se utilizé el juego de sondas P419 para corroborar el
estado de numero de copias en estos dos genes. Este segundo kit contiene un
total de 14 sondas para el gen CDKN2A y 9 sondas para el gen CDKN2B. La
pérdida de marcadores individuales so6lo se considerd positiva si se confirmaba
con el kit P419.

Los productos de amplificacibn marcados con el fluoréforo FAM se separaron
mediante electroforesis capilar para obtener el perfil de fragmentos (ABI 3500
Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Estos se analizaron con el software
Coffalyser.net (MRC Holland) para estimar el nUmero de copias relativo. Los datos
obtenidos en el analisis de los fragmentos se normalizaron con ADN de MO
procedente de 10 pacientes pediatricos no leucémicos. Para la interpretacion de
los resultados, se consider6 que los valores entre 0.7 y 1.3 indican un estado en el
namero de copias normal. Los valores inferiores o0 superiores a ese rango
corresponden a deleciones o duplicaciones monoalélicas, respectivamente. Un
valor inferior a 0.25 fue considerado como delecion bialélica mientras que las
duplicaciones bialélicas presentaron valores entre 1.7-2.1.

5.6. Analisis genémico de cambios en el numero de copias

5.6.1. Calculo del genoma alterado por CNAs

Para calcular el genoma que es afectado por CNAs se utilizo la aplicacion Web
CNApp, disefiada para facilitar el andlisis de estos cambios [129]. Se estimaron
puntajes, en funcion de la longitud y amplitud (cambios monoalélicos o bialélicos)
de los cambios observados, que proporcionan para cada muestra tres
cuantificaciones diferentes de los niveles de CNAs: extensas, focales y globales.
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Las alteraciones extensas involucran 250% de un brazo cromosémico y las focales
tienen una longitud <50% de un brazo cromosomico. Los puntajes globales
proporcionan una evaluacion general de la fraccion del genoma que es afectado
por CNAs tanto extensas como focales.

5.6.2. Identificacion de regiones gendmicas con CNAs recurrentes

Se utilizé GISTIC2.0 (Genomic Identification of Significant Targets in Cancer), un
algoritmo ampliamente usado para identificar regiones del genoma que se
duplican o pierden con frecuencia significativa en un conjunto de muestras [64].

En principio, GISTIC asigna un puntaje G, el cual considera la magnitud de los
cambios gendmicos (intensidad log2), asi como su frecuencia de ocurrencia. La
comparacion entre las puntuaciones G calculadas para cada region con
pérdidas/ganancias observadas en las muestras y los valores dados por
alteraciones que son generadas aleatoriamente en un modelo de distribucién nula
permite identificar cambios significativos. Este valor P se debe ajustar por
contrastes multiples con el procedimiento Benjamini-Hochberg que controla la tasa
de descubrimientos falsos (FDR) y proporciona un valor g. Las regiones minimas
comunes de pérdida y ganancia con valores q inferiores a 0.25 se consideraron
significativas. Este umbral minimiza la tasa de falsos negativos y previene la
pérdida de hallazgos biol6gicos potencialmente relevantes [130].

Se emplearon los valores predeterminados de relacion log2 +0.1 (equivalente a
2.14/1.87 copias) como umbrales para identificar respectivamente ganancias y
pérdidas. Los cambios focales y a nivel de brazo cromosémico fueron examinados
separadamente.

5.6.3. Andlisis funcional de los genes afectados por CNAs focales
significativamente recurrentes

Se realizé un analisis de las anotaciones funcionales de los genes ubicados en las
regiones que fueron reconocidas como significativamente alteradas por CNAs
recurrentes. Dicho abordaje se centré en eventos focales, ya que éstos pueden
contener genes biolégicamente relevantes. Por el contrario, el gran tamafio de los
CNAs a nivel de un brazo cromosomico hace dificil determinar cuales son los
genes especificamente implicados en procesos oncogénicos [63].

Se utilizé el sofware Cytoscape (V3.8.0) y el plugin ClueGO (V2.5.7) [131] para
realizar analisis de enriquecimiento funcional, el cual se basdé en datos
(descargados en mayo 2020) de anotaciones o términos funcionales disponibles
publicamente en bases de datos como ontologia genética (GO, procesos
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biologicos), KEGG (the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [132],
WikiPathways [133] y Reactome [134].

Dicho andlisis calcula los términos sobrerepresentados (valor P ajustado <0.05,
prueba hipergeométrica seguida de una correccion de contrastes multiples con el
método de Benjamini-Hochberg) que se visualizan como redes de procesos y/o
vias significativas que se agrupan segun su funcion biologica.

5.7. Clasificaciéon de riesgo basada en cambios en el nimero de copias

Previamente, Moorman et al. (2014) [61] disefiaron y validaron [102] el clasificador
de riesgo UKALL-CNA basado en el numero de copias de los genes EBF1, IKZF1,
CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 y la region PAR1 (CRLF2, CSF2RA, IL3RA
y P2RY8).

La informacién del estatus de delecidn para dichos genes obtenida con MLPA fue
utilizada para clasificar a los pacientes en tres grupos de riesgo: bajo, intermedio y
alto. Los pacientes de alto riesgo presentan al menos una delecién en IKZF1, RB1
o PAR1 o la pérdida combinada de IKZF1/PAX5/CDKN2A/B. La ausencia de
deleciones en las regiones/genes interrogados o la presencia de pérdidas alélicas
en ETV6, PAX5 o BTG1 colocan a los pacientes en la categoria de bajo riesgo.
Los pacientes con combinaciones de alteraciones distintas a las mencionadas se
clasificaron como de riesgo intermedio (Figura 6).

5.8. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software SPSS 21.0 (IBM). En el
analisis univariado de factores asociados a riesgo de RMT se utilizé la prueba de
X2 o la prueba exacta de Fisher, segln procediera, para evaluar variables
categoricas.

Para identificar las asociaciones de la coocurrencia de las deleciones en los genes
analizados, se calcularon los odds ratios (OR) y los intervalos de confianza del
95% (IC95%). Los valores P se determinaron con la prueba exacta de Fisher.

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) fue el principal desenlace clinico a
evaluar, para los fines de este estudio, se calculd desde la fecha de la
confirmacion del diagnostico hasta la fecha en que, posterior a la remision
completa, se produce la recaida (grupo con RMT) o hasta la dltima visita del
paciente (grupo sin recaida).

La supervivencia global (SG) se defini6 como el tiempo entre la remision completa
y la fecha de muerte del paciente o la Ultima muestra de seguimiento registrada.
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La probabilidad de SLE o SG fue calculada utilizando el método de Kaplan-Meier.
Para efectuar comparaciones entre las curvas de supervivencia de los distintos
grupos de pacientes se utilizd la prueba de rango logaritmico para detectar
diferencias significativas.

Para establecer la asociacion entre variables independientes y la SLE se condujo
un analisis multivariado mediante el modelo de riesgos proporcionales de Cox. El
modelo se ajustoé por las variables que en el andlisis univariado mostraban una
relacion estadisticamente significativa o que en estudios previos hubiesen sido
reconocidas como predictoras de recaida en LLA-B. Las variables con
correlaciones superiores a 0.30 fueron descartadas de los modelos finales. Los
estimadores que genera el modelo de Cox se denominan tasas de riesgo (hazard
ratio [HRY]).

Se considerd que existian diferencias estadisticamente significativas cuando se
observaron valores de P<0.05.
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas de los pacientes con recaida muy temprana (RMT) de
LLA-B incluidos en el estudio

En la cohorte de pacientes con diagnostico de LLA-B establecido entre 2010 y
2018 se identificaron un total de 172 pacientes con RMT, a quienes se les sigui6
durante minimo 18 meses posterior a la remision completa. De ellos, Unicamente
fueron analizables 25 casos que cumplieron con todos los criterios de inclusion
descritos en la seccién Metodologia.

No se observaron diferencias significativas entre el nUmero total de casos que
conformaron el grupo de estudio y aquellos casos con RMT no analizados en
cuanto al género, edad, conteo leucocitario y categoria de riesgo NCI (Tabla 1). Lo
anterior sugiere que los 25 casos que fueron evaluados en la presente tesis son
representativos de la cohorte de pacientes que recae muy tempranamente en la
CDMX. Estos pacientes se estudiaron en dos etapas de analisis, el primero (n=14)
conducido para explorar cambios en el nUmero de copias en todo el genoma y el
segundo (n=11) fue enfocado en la deteccion de deleciones que representan
potenciales biomarcadores para la estratificacion del riesgo de recaida en LLA-B.

Tabla 1. Comparacién de los pacientes incluidos y no incluidos con recaida muy

temprana
Caracter.lstlc:fls f:llnlcas No incluidos, Incluidos, n=25 P
al diagnéstico n=147
Género, n (%)
Hombre 91 (61.9) 12 (48) 019
Mujer 56 (38.1) 13 (52) '
Edad, n (%)
1-9.9 afios 85 (57.8) 16 (64) 0.56
210 afios 62 (42.2) 9 (36) '
Conteo leucocitario, n
(%)
<50,000/ul 89 (60.5) 19 (76) 014
= 50,000/ul 58 (39.5) 6 (24) '
Riesgo NCI, n (%)
Estandar 56 (38.1) 13(52) 019
Alto 91 (61.9) 12 (48) '

Valor de P calculados con X?/prueba exacta de Fisher, cuando corresponda. NClI=
National Cancer Institute
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6.2. Identificacion de CNAs asociadas con RMT en pacientes negativos a
alteraciones citogenéticas con relevancia pronéstica establecida en LLA-B.

Un alto porcentaje de los pacientes con LLA-B que son captados por el GMIICLN
son negativos a las translocaciones cromosOmicas que definen a los subtipos
ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 y KMT2A-AFF1 [122], entidades con
impacto prondstico clinicamente establecido. Debido a que este tipo de pacientes
no cuentan con informacion genética que al diagndstico permita su clasificacion de
riesgo de recaida, es fundamental identificar en su genoma otras alteraciones que
pudieran tener un impacto en el desenlace clinico.

Bajo dicha premisa, uno de los objetivos planteados en el presente estudio incluy6
la identificacién de pérdidas o ganancias de material genético, asociadas con la
RMT. Para abordar tal objetivo, la primera fase de nuestro estudio consistio en el
analisis de CNAs con un arreglo gendmico. Este primer abordaje se enfoco
solamente a los pacientes con RMT que reunian los criterios de elegibilidad
siguientes: 1) la ausencia de alteraciones citogenéticas (los 4 genes de fusién que
han sido mencionados) que predicen el prondstico en LLA-B y 2) disponibilidad de
muestras pareadas en el biobanco, obtenidas al diagndstico y en la recaida. Debe
aclararse que al inicio del seguimiento (afio 2010) de la cohorte, el GMIICLN
recolectaba Unicamente el aspirado medular al momento del diagndstico. A partir
del 2016, comenzd a obtenerse el material biolégico de la recurrencia de la
enfermedad. Por tanto, las muestras estudiadas en la primera fase de nuestro
analisis pertenecieron a pacientes que recayeron muy tempranamente entre 2016
y 2018.

Como grupo de comparacién, conforme al registro de la cohorte conducido por el
GMIICLN, se seleccionaron pacientes sin RMT (n=21), pareados con los casos
con RMT por frecuencia de edad (+ 18 meses), género, periodo de seguimiento y
ausencia de los genes de fusion.

Por lo tanto, el analisis con arreglos gendémicos incluy6 a un total de 35 pacientes:
14 de los 25 con RMT identificados en la cohorte (descrito en la seccidén anterior
de resultados) y 21 que no recayeron muy tempranamente. La mediana de tiempo
de seguimiento fue 41 meses (rango: 2-59).

6.2.1. Caracteristicas de los pacientes analizados por arreglos genémicos

La informacion clinica de los pacientes con y sin RMT (n=35) investigados en el
primer analisis con arreglos gendomicos de alta resolucion se describe en la Tabla
2. La edad promedio al diagnéstico de LLA-B fue de 6 afios (rango 1-17) con el
28.6% de los pacientes mayores de 10 afios.
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En el grupo con RMT (n=14) la media de edad al diagnodstico fue 6.5 (rango:1.5-
16.9), con un tiempo medio de recaida de 11.2 meses (rango: 2-17). La media de
conteo de blastos fue 90% (rango: 45-100%) en el diagndstico y 98% (rango: 90-
100%) en la recaida. La media de edad a la que se establecié el diagnéstico de los
pacientes sin RMT (n=21) fue 5.6 afios (rango: 2.1-9.9). La mediana del tiempo de
seguimiento para este grupo de comparacion fue de 50 meses (rango: 24-59).

Se encontraron diferencias significativas entre los grupos con y sin RMT en
términos de edad (P=0.02), la categoria de riesgo NCI (P=0.002), el esquema de
quimioterapia (P=0.02) asi como en la proporcién de fallecimientos (P=0.03)
(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el analisis de
cambios en el nimero de copias con arreglos de hibridacion gendémica

Pacientes con RMT Pacientes sin RMT

n=14 n=21 P

Género, n (%)

Hombre 8(57.1) 13(61.9) 10

Mujer 6(42.9) 8(38.1) '
Edad, n (%)

1-9.9 afios 10(71.4) 21(100) 0.02

=10 afos 4(28.6) '
Conteo leucocitario, n
(%)

<50,000/ul 11(78.6) 21(100) 0.06

> 50,000/ul 3(21.4) '
Riesgo NCI, n (%)

Estandar 8(57.1) 21(100)

Alto 6(42.9) 0.002
Esquema de quimioterapia, n (%)

St. Jude Total XV 3(21.4) 16(76.2)

BFM-95 2(14.3) 0.02

DFCI 4(28.6) 1(4.8) '

St. Jude Total XIIIB 5(35.7) 4(19)
Defuncién, n (%)

No 9(64.3) 20(95.2) 0.03

Si 5(35.7) 1(4.8) '

Valor de P calculados con X2?/prueba exacta de Fisher, cuando corresponda.
RMT= recaida muy temprana; NCI= National Cancer Institute; BFM-95= Berlin—
Frankfurt—Munster-95; DFCI= Dana Farber Cancer Institute 00-01.
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6.2.2. Caracterizacion de perfiles de CNAs con arreglos gendmicos de alta
resolucién

Los perfiles de ganancias y pérdidas en el numero de copias identificados en cada
uno de los 35 pacientes examinados con arreglos gendmicos se presentan en la
Figura 8. Al momento del diagndstico se detectaron un total de 1136 CNAS,
incluyendo 854 duplicaciones y 282 deleciones (ver criterios para definir ganancias
0 pérdidas en la seccion de Metodologia 5.5.1). De ellas, 87 deleciones y 62
duplicaciones fueron registradas en la serie con RMT. Resalta la presencia de
multiples alteraciones (718 CNAs, 619 ganancias y 99 pérdidas) en dos pacientes
sin RMT (10NRM y 12NRM). Esa cantidad de eventos sugiere la existencia de una
alta inestabilidad gendmica.

Se encontraron duplicaciones y deleciones que comunmente son reportadas en
LLA-B, incluyendo aneuploidias, asi como duplicaciones y pérdidas intersticiales
en 1q, 9p, 7q y 12p (Figura 9A, B). Se determin6 que ocurren diferencias (P=0.01)
en la distribucion de alteraciones extensas (250% de un brazo cromosdmico) entre
los grupos de pacientes con y sin RMT (Figura 9C).

En cuanto a los eventos que afectan la ploidia, no se distinguieron perfiles con
monosomias. En cambio, el 48.6% (17/35) de los pacientes analizados present6
hiperdiploidia; la mayoria de ellos, el 70.6% (12/17), con >50 cromosomas
(hiperdiploidia alta). La duplicacién intersticial en 1q, alteracion estructural
identificada con frecuencia en cariotipos con hiperdiploidia alta, se presenté en el
25% (3/12).

La frecuencia de la ganancia de cromosomas completos en pacientes
hiperdiploides con o sin RMT, se muestra en la Figura 10. En esta entidad
citogenética ampliamente descrita en LLA-B, los cromosomas 4, 6, 8, 10, 14, 17,
18 y 21 representaron entre el 47-82% de las ganancias observadas. No se
detectaron copias extra de los cromosomas 1, 13, 16, 19 y 20. Las ganancias en
€S0S cromosomas son escasamente reportadas en hiperdiploidia; su prevalencia
se estimo entre el 6% y 10% en un estudio que incluy6 alrededor de 500 pacientes
[135].

En el tiempo de la presentacion clinica, el 28.6% (4/14) de los nifios con RMT
exhibieron cromosomas extra. La hiperdiploidia alta, asociada a un prondstico
favorable en LLA-B, fue caracterizada en el 21.4% (3/14) del grupo con RMT. No
se encontraron perfiles que indicaran la presencia de otros cambios estructurales
gue comprenden alteraciones genéticas primarias con relevancia prondstica tales
como la iIAMP21, entidad que ha sido asociada con un desenlace clinico negativo
en LLA-B [136].
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incluye en la identificacion del paciente (F= femenino; M= masculino). NCI= National Cancer Institute; RMT= recaida muy temprana.
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6.2.3. Identificacion de CNAs recurrentes y su potencial implicaciéon biolégica

Después de obtener los perfiles gendmicos de CNAs en los 35 pacientes analizados
con arreglos genomicos, se buscoO distinguir entre los cambios que potencialmente
tienen funciones biologicas importantes para el inicio y progresion de la enfermedad y
los que constituyen eventos aleatorios que no confieren ventajas selectivas a las células
leucémicas (ver en Metodologia seccion 5.6.2.). Con este analisis se identificaron
regiones cromosomicas significativamente alteradas asociadas con el riesgo de RMT en
LLA-B.

A continuacion, se describen por separado los resultados obtenidos en el grupo de
comparacion conformado por pacientes sin RMT (n=21) o en el grupo de casos con
RMT (n=14), estudiados al diagnéstico inicial y en el momento de la recurrencia de la
enfermedad.

6.2.3.1. CNAs recurrentes en el grupo de pacientes sin RMT

En el grupo de comparacion sin RMT (n=21), se encontraron alteraciones recurrentes
tanto extensas, afectando un brazo cromosémico (250%) o cromosomas completos,
como focales (<50% de un brazo cromosémico). Respecto a la primera categoria, los
desequilibrios cromosémicos significativos (q<0.25) incluyeron la duplicacion en 1q
(29%), 4p (33%), 4q (33%), 6p (43%), 60 (38%), 8p (24%), 8q (29%), 10p (48%), 10q
(48%),14q (38%), 17p (38%), 17q (43%), 18p (43%), 18q (38%), y 21q (57%). Por otra
parte, se distinguieron en total 15 regiones minimas comunes de ganancias y pérdidas
focales significativas (Figura 11A). En conjunto, estas alteraciones gendmicas afectaron
a un total de 845 genes, incluyendo miRNAs y RNAs no codificantes; 832 y 13 genes
exhibieron ganancias y pérdidas en el nUmero de copias, respectivamente. Su tamafio,
y ubicacion gendmica se indican en la Tabla 3. Las alteraciones focales mas frecuentes
se localizan en 10g26.3 y 9p21.3, citobandas afectadas por eventos de duplicaciéon en
el 61.9% (n=13) y por deleciones en el 28.6% (n=6), respectivamente (Figura 11B).

Las 12 regiones con ganancias focales contuvieron una mediana de 85 genes (rango 1-
117). SMOC2 y SEMA3C fueron los Unicos genes incluidos en la regién minima de
alteracion en 627 y 7q21.11, respectivamente. Ocho regiones (1p36.32, 2q37.3,
8924.3, 10026.3, 11p15.5, 14g32.33, 16923.3 y 20g13.33) contuvieron mas de 50
genes. En las dos regiones restantes, 5p15.33 y 8p23.3, las alteraciones involucraron a
36y 14 genes.

En cuanto a los eventos de pérdida en el niumero de copias, se identificaron tres
regiones recurrentes que en total afectan a 13 genes (Tabla 3). Dos de esos cambios
ocurrieron en 9p21.3 y 12p13.2, regiones que comprenden a los supresores tumorales
funcionalmente validados CDKN2A/B y ETV6.
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Figura 11. CNAs recurrentes en pacientes sin RMT. (A) Gréfico de los puntajes G (evallan la amplitud y
frecuencia de las alteraciones) calculados con GISTIC2.0 para identificar regiones recurrentemente
perdidas (azul) o ganadas (rojo) en el genoma. El umbral de significancia (valor q) se establecié en 0.25.
(B) Gréfico de barras que indica la frecuencia de muestras que al diagndstico presentaron las regiones
identificadas como recurrentes (en rojo duplicaciones y en azul deleciones).
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Tabla 3. Regiones cromosomicas con CNAs recurrentes identificadas en el grupo sin
recaida muy temprana de LLA-B

No. de Ejemplo
Evento focal Citobanda Posicion genédmica Tamaino (Mb) de genes

genes

afectados

Duplicaciones
Region 1 1p36.32 chrl:1-5064586 51 113 TNFRSF14
Regién 2 2037.3 chr2:238312462-243199373 4.9 74 SEPT2
Region 3 5p15.33 chr5:1-2955035 3.0 36 TERT
Regién 4 6927 chr6:169224982-169334174 0.1 1 SMOC2
Region 5 7921.11 chr7:80540570-80789535 0.2 1 SEMA3C
Region 6 8p23.3 chr8:1-2257795 2.3 14 MYOM2
Regién 7 8024.3 chr8:142013420-146364022 4.4 114  FBXO025
Region 8 10g26.3 chr10:131252936-135534747 4.3 52 PPP2R2D
Region 9 11p15.5 chrl1:1-3716187 3.7 117 SIRT3
Region 10 14932.33 chrl14:101457776-106352825 4.9 113 AKT1
Region 11 164g23.3 chrl6:83796191-90354753 6.6 101 CDHI15
Regién 12 20013.33  chr20:59554913-63025520 3.5 96 UCKL1
Deleciones
Region 1 7934 chr7:141967790-142560047 0.6 7 PRSS1/2
Regién 2 9p21.3 chr9:21555579-23697520 2.1 5 CDKN2A/B
Regién 3 12p13.2 chrl2:11711226-12231275 0.5 1 ETV6

6.2.3.2. Analisis de enriquecimiento funcional de los genes con CNAs focales
identificados en el grupo de pacientes sin RMT

Después de identificar regiones cromosoémicas recurrentes en pacientes sin RMT (Tabla
3) se realizaron andlisis de enriquecimiento funcional con ClueGO (Metodologia). Con
este tipo de abordaje es posible interpretar la relevancia biolégica de los genes que se
encontraron significativamente alterados por pérdidas y ganancias en el numero de
copias.

En el listado de 845 genes, correspondiente a las 12 regiones con eventos focales de
duplicacion, fueron significativamente enriquecidos 28 procesos/vias biolégicas (Figura
12A) implicados en la respuesta inmune (Interacciones entre células inmunes y
microRNAs en el microambiente tumoral), la proliferaciéon celular (Regulacién de la
actividad de TP53 mediante la asociacion con cofactores), apoptosis (Desmontaje de
componentes celulares en la fase de ejecucion de la apoptosis) o la modificacion de
proteinas (ADP-ribosilacion, Modificacion post-traduccional: sintesis de proteinas
ancladas a glicosilfosfatidilinositol).
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Figura 12. Andlisis de enriguecimiento funcional de genes contenidos en las regiones recurrentemente
duplicadas en pacientes sin RMT. (A) Los términos sobre-representados (Procesos biolégicos (BP) en
Gene Ontology (GO), Reactome y WikiPathways) son visualizados como nodos cuyo tamafio representa
el nivel de significancia (*valor P Benjamini-Hochberg<0.05) (n=21). (B) Las barras indican el numero de
genes asociados con los términos, junto a cada una de las barras aparece el porcentaje que representa
con respecto al nimero total de genes que ha sido asociados especificamente con cada proceso
biolégico.
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Por otro lado, el analisis funcional de los 13 genes alterados por deleciones focales
recurrentes identific6 6 procesos biologicos/vias asociados significativamente,
incluyendo la regulacién del ciclo celular (regulacion negativa de la actividad de
proteinas serina/treonina cinasa dependiente de ciclinas) y la remodelacion de la matriz
extracelular (activacion de metaloproteinasas) (Figura 13A). Los genes alterados por
pérdidas en el numero de copias representaron respectivamente alrededor del 6% y
17% del total de genes que han sido relacionados con estos procesos (Figura 13B).
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Figura 13. Andlisis de enriquecimiento ClueGO de los 13 genes que presentaron deleciones recurrentes
en el grupo sin RMT. (A) Redes funcionalmente agrupadas de acuerdo con la categoria de procesos
biolégicos (BP), en Gene Ontology (GO) y Reactome. Los términos son presentados como nodos (forma
redonda o cuadrada) cuyo tamafio representa el nivel de significancia (**valor P Benjamini-
Hochberg<0.001) (n=21). (B) Las barras indican el nimero de genes asociados con los términos, junto a
cada una de las barras aparece el porcentaje que representa con respecto al nimero total de genes que
ha sido asociados especificamente con cada término.

6.2.3.3. CNAs recurrentes en pacientes con RMT

En el grupo de casos con RMT (n=14) se estudiaron los aspirados medulares obtenidos
tanto al diagnéstico inicial como en la respectiva recaida de la enfermedad. Debido a su
baja frecuencia, el andlisis conducido en las alteraciones a nivel de brazo cromosémico
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no contd con el suficiente poder estadistico. Por lo tanto, Unicamente se reportan los
resultados que corresponden a la deteccion de eventos focales.

En el diagnostico de esta serie de pacientes que eventualmente recayd, se
distinguieron tres regiones con CNAs recurrentes (Figura 14A). La ubicacion y el
tamafo de las pérdidas/ganancias de material genético y el niamero de genes
asociados, se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Regiones con CNAs recurrentes identificados en el analisis conducido en los
pacientes con recaida muy temprana de LLA-B

No. Ejemplo

Evento focal Citobanda Posicion genémica Ta(rl\r,:z;\o de de genes
genes afectados
Diagnéstico
Duplicaciones
Region1  7pll.2 chr7:54296198-54551972 0.3 1 LINC01445
Deleciones
Regibn1 7934 chr7:141967302-142553624 0.6 5 PRSS1/2
Region 2  9p21.3 chr9:21959040-21982738 0.02 2 CDKN2A
Recaida
Duplicaciones
Region1  7pll.2 chr7:54296198-54550850 0.3 1 LINC01445
Deleciones
Region1  1p13.3 chrl:108506279-108994149 0.5 2 SLC25A24
Regibn 2 7934 chr7:141967659-142553624 0.6 5 PRSS1/2

Al visualizar las coordenadas gendmicas que corresponden a la regiébn minima comun
de duplicacion hallada en 7pl11.2, se precis6 que LINC01445 es el Unico gen ubicado
dentro de dicho locus.

Conviene resaltar que las citobandas 7934 y 9p21.3, las cuales exhibieron deleciones
en el 35.7% y 50% de los casos con RMT, también fueron consideradas como
significativas en pacientes que no recayeron tempranamente (Figura 11A). Sin
embargo, cabe destacar que los eventos focales de delecién fueron de menor tamafio
y, por lo tanto, afectaron a un menor nimero de genes en el grupo con RMT (Tablas 3y
4). En ellos, por ejemplo, la region minima comun de delecion en el locus 9p21.3
incluyd a CDKN2A-DT y CDKN2A, mientras que en pacientes sin RMT la delecion
afecté ademas a CDKN2B, CDKN2B-AS1, MTAP, DMRTA1 y LINC01239. En la Figura
15 se ilustra la diferencia en el tamafio de las pérdidas genomicas que ocurrieron en
9p21.3. En los pacientes con y sin RMT, dichas CNAs presentaron una mediana de
longitud de 0.05 Mb (rango:0.03-2.3 Mb) y 8 Mb (rango:1.28-13.9 Mb), respectivamente.
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En el analisis que corresponde a la RMT de la enfermedad, se identificaron tres
regiones con CNAs significativas (Figura 14B). Dichos cambios ocurrieron en 7934,
7p11.2 y 1p13.3. Las dos primeras alteraciones también fueron observadas en el
diagnéstico inicial, en tanto que la delecion de los genes SLC25A24 y NBPF4 en 1p13.3
(Tabla 4, Figura 14B), se identific6 como un cambio que ocurre exclusivamente en el
momento de la recaida. Al visualizar las coordenadas genomicas en IGV se evidencio
que la region de delecion comun también incluye al gen VAV3-AS1.

La CNA focal identificada en 9p21.3 fue significativa Unicamente en el diagndstico de
LLA-B. En contraste, 7934 y 7pll.2 son regiones que se alteran a frecuencias
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significativas por CNAs focales en la presentacion de LLA-B como en la recaida de la
enfermedad.

6.2.3.4. Analisis de enriquecimiento funcional de los genes afectados por CNAs focales
en pacientes con RMT

Las deleciones y duplicaciones recurrentes (Tabla 4), definidas al diagnostico y a la
recaida de la enfermedad, contenian un reducido niumero de genes por lo que el
andlisis de enriquecimiento en ClueGO no generé redes de procesos biologicos
funcionalmente relacionados. Unicamente PRSS1 y PRSS2, genes con pérdidas
significativas en el numero de copias en la region 7q34, se asociaron (valor P
Benjamini-Hochberg 1.5E-5/ 2.9E-5) con la via de activacion de metaloproteinasas (e;.
proMMP1/7), las cuales participan en la renovacion de los componentes de la matriz
extracelular (Reactome).

6.2.4. Asociacion de las CNAs recurrentes con factores clinicos prondsticos en
pacientes con y sin recaida muy temprana de LLA-B

Después de haber identificado CNAs focales que potencialmente podrian representar
cambios biolégicamente relevantes en el diagnéstico y/o la RMT de LLA-B, se estudio
su correlacién con caracteristicas clinico-biolégicas como la edad, conteo leucocitario y
la clasificacion de riesgo NCI.

El andlisis se enfoc6 en las duplicaciones y deleciones recurrentes que ocurren en
9p21.3, 7934, 12p13.2, 1p13.3 y 7pll.2. Con excepcion de 7934 y 1pl3.3, no se
encontraron asociaciones con las caracteristicas clinicas evaluadas. Los pacientes que
al momento de la RMT mostraron deleciones en 1p13.3 (46%; 6/14) fueron con mayor
frecuencia clasificados en la categoria de alto riesgo NCI al diagnéstico inicial (P=
0.049). Por otra parte, los nifios con CNAs en 7934, en tendencia, sufrieron con mayor
frecuencia RMT de la enfermedad (2% vs. 35.7%; P=0.09), y se estratificaron
principalmente en el grupo de alto riesgo NCI (P= 0.08).

6.2.5. Asociacion de las CNAs recurrentes con el desenlace clinico

La Figura 16B-F ilustra la asociacion de los cambios recurrentes identificados en los
pacientes con la supervivencia libre de enfermedad (SLE). Tres de las cinco CNAs se
relacionaron con un impacto pronostico negativo. Centrandose en los pacientes que
exhibieron duplicaciones en 7pl1.2 y deleciones en 1pl13.3, éstos recayeron muy
tempranamente durante el seguimiento. En contraste, en pacientes que no registraron
alteraciones en el numero de copias de 7p11.2 o 1p13.3, la SLE fue del 66% y 72%,
respectivamente (P=0.002; P=0.001). Asimismo, se observo una SLE menor (28%) en
pacientes con deleciones en 7q34, en comparacion con la SLE del grupo de pacientes
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con estados normales en dicha regién (68%, P=0.005). No obstante, la SLE no difirié
entre los pacientes positivos 0 negativos a la delecion de los genes CDKN2A/B en
9p21.3 (46% vs. 68%, P=0.16).
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Figura 16. Andlisis de supervivencia de los pacientes con cambios recurrentes en el nUmero de copias.
(A) Presencia/ausencia de ganancias y/o pérdidas que ocurren a frecuencias significativas (region
GISTIC) en el diagnostico o recaida de LLA-B. Curvas de supervivencia libre de enfermedad (SLE) con
respecto a la presencia de deleciones en (B) 7q34, (C) 9p21.3, (D) 12p13.2 o (F) 1pl13.3, y (E)
duplicaciones en 7p11.2. DX= diagnéstico; REC= recaida. *Pacientes con hiperdiploidia baja (47-50
cromosomas). *Pacientes con hiperdiploidia alta (>50 cromosomas).
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6.2.5.1. Andlisis de riesgos proporcionales de Cox

Se efectuaron analisis de supervivencia multivariables (riesgos proporcionales de Cox)
para determinar la asociacion de las CNAs en los loci 7p11.2, 7q34 y 1p13.3 con la
RMT. Al ajustar el modelo (aHR) por factores con reconocido impacto prondstico en el
desenlace clinico como la clasificacion de riesgo NCI y el esquema de tratamiento
administrado, no se identificaron asociaciones significativas (Tabla 5). No obstante, es
importante resaltar que los pacientes con incrementos en el numero de copias en
LINC01445, gen ubicado en 7pll1.2, tienen 5.9 veces el riesgo de recaer muy
tempranamente (P= 0.06) en comparacién con aquellos que no presentaron esta
alteracién al diagnostico.

Tabla 5. Modelo de regresién de Cox para el analisis de la supervivencia libre de
enfermedad en pacientes con LLA-B

Pacientes No ajustado Ajustado

Variable n HR (IC95%) P aHR (IC95%)? P

Delecién 7934

No 28 Referencia Referencia

Si 7 4.3(1.4-13.2) 0.011 2.3 (0.6-8.8) 0.22
Delecion 1p13.3

No 29 Referencia Referencia

Si 6 5.3(1.7-15.9) 0.003 2.3(0.6-9.9) 0.25
Duplicacion 7p11.2

No 32 Referencia Referencia

Si 3 5.8 (1.6-21.4) 0.008 5.9 (0.9-38.2) 0.06

@ El modelo fue ajustado por la clasificacion de riesgo NCI y el esquema
quimioterapéutico. = RMT= recaida muy temprana; HR= Hazard ratios no ajustados;
aHR =Hazard ratios ajustados por la clasificacion de riesgo NCI y el esquema de
tratamiento; Cl= intervalo de confianza
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6.3. Identificacion mediante MLPA de CNAs en genes asociados con el prondstico
de LLA-B

Adicional al analisis gendmico, en el presente trabajo se investigo la asociacion entre la
clasificacion de riesgo previamente descrita en la literatura, UKALL-CNA vy el riesgo de
RMT en pacientes pediatricos con LLA-B. Dicho sistema de estratificacion esta basado
en el estatus de delecion de los genes EBF1 (5933.3), IKZF1 (7p12.2), CDKN2A
(9p21.3), CDKN2B (9p21.3), PAX5 (9p13.2), ETV6 (12pl13.2), BTG1 (12g21.33), RB1
(13914.2) y la region PAR1 (Xp22.33). El estado en el nimero de copias de esos genes
fue determinado con dos kits comerciales de MLPA, P335 y P419 (Metodologia). Estos
ensayos permitieron en primer instancia validar el niumero de copias de genes
relacionados con el pronéstico de LLA-B, determinados en los 35 pacientes incluidos en
el estudio genémico.

6.3.1. Validacién de CNAs con relevancia prondstica por MLPA

En la validaciéon de los resultados generados con el arreglo genémico, se analizd por
MLPA a un total de 49 muestras, 21 de ellas pertenecientes al diagndstico de pacientes
sin RMT y las 28 restantes obtenidas de los 14 casos que desarrollaron RMT de LLA-B.
De estos ultimos, se estudio tanto el diagnostico (14 muestras) como la respectiva
recurrencia de la enfermedad (14 muestras).

Con la aplicacion de ambas metodologias, se consiguieron resultados concordantes
para la deteccion de pérdidas de numero de copias en los genes EBF1, IKZF1,
CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 y PAR1 (CSF2RA, IL3RA, y P2RY8) en 48/49
muestras (98%). La concordancia entre los hallazgos de CNAs generados con MLPA y
el SNPa se indica en la Figura 17.

Deleciones en genes con relevancia prondstica MLPA Total
en LLA-B

23 1 24
Posmvos 0 25 25

Total 23 26 49

Figura 17. Concordancia en la determinacion de deleciones con valor pronostico en LLA-B en los
pacientes con datos de CNAs obtenidos con arreglos genomicos y MLPA. Se evalu6 el estado de
delecion en los genes EBF1 (5¢033.3), IKZF1 (7p12.2), CDKN2A/B (9p21.3), PAX5 (9p13.2), ETV6
(12p13.2), BTG1 (12921.33), RB1 (13q14.2) y PAR1 (Xp22.33).
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En la Figura 18 se incluyen cinco graficos representativos de ensayos de MLPA
dirigidos al locus 9p21.3 (CDKN2A/B) con los cuales se validaron las CNAs
previamente identificadas por SNPa. Los datos fueron discrepantes en un nifio (O3NRM;
Figura 19), cuya delecion de ~11.5 kb (afectando a los exones 1 y 2 de los genes
CDKN2A y CDKNZ2B, respectivamente) fue detectada Unicamente por MLPA. Nuestros
resultados ilustran la importancia y la utilidad de incluir en el abordaje terapéutico a esta
técnica para evaluar CNAs con implicaciones pronosticas en LLA-B.
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de las sondas incluidas en el arreglo y en los kits de MLPA utilizados,

6n gendmica

CDKN2A/B que fue evidenciada con ensayos MLPA. La pérdida de la Unica sonda que el kit

Figura 19. Resultado inconsistente entre MLPA y arreglos gendémicos. CytoScan HD no identifico la
P335 incluye para identificar deleciones en el gen CDKN2B fue confirmada con la utilizaciéon del ensayo
P419. Este segundo kit corroboré que la alteracién en la regién 9p21.3 implicé respectivamente a los
exones 1y 2 de los genes CDKN2A y CDKN2B, con un total de seis sondas perdidas (recuadro verde).

Se presenta la ubicaci

delecién en
P335y P419.



6.3.2. Caracteristicas de los pacientes con LLA-B analizados exclusivamente con MLPA

De los 25 casos con RMT disponibles dentro de la cohorte, once no fueron elegibles
para la caracterizacion gendmica por falta de aspirado medular correspondiente a la
recaida. En ellos, el andlisis fue enfocado en el numero de copias de los genes EBF1,
IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 y la region PAR1. Sus caracteristicas
clinico-biolégicas son sefaladas en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y biolégicas de los pacientes analizados
exclusivamente por MLPA

Pacientes con RMT Pacientes sin RMT

n=11 n=19 P
Caracteristicas clinicas
Género, n (%)
Hombre 4(36.4) 7(36.8) 10
Mujer 7(63.6) 12(63.2) '
Edad, n (%)
1-9.9 afios 6(54.5) 14(73.7) 0.43
=10 afos 5(45.5) 5(26.3) '
Conteo leucocitario, n (%)
<50,000/ul 8(72.7) 12(63.2) 0.70
= 50,000/ul 3(27.3) 7(36.8) '
Riesgo NCI, n (%)
Estandar 5(45.5) 9(47.4) 10
Alto 6(54.5) 10(52.6) '
Esquema de quimioterapia, n (%)
St. Jude Total XV 3(27.3) 10(52.6)
BFM-95 5(45.4) 6(31.6)
DECI 0.42
St. Jude Total XIIIB 3(27.3) 3(15.8)
Defuncion, n (%)
No 2(18.2) 17(89.5)
Si 9(81.8) 2(10.5) <0.001
Caracteristicas genéticas
Transcrito de fusion, n (%)
No detectado/No analizado 5/4(81.8) 1/12(68.4) 0.67
Detectado 2(18.2) 6(31.6) '

Valor de P calculados con X?/prueba exacta de Fisher, cuando corresponda. RMT=
recaida muy temprana; NCI= National Cancer Institute; BFM-95= Berlin—Frankfurt—
Munster-95; DFCI= Dana Farber Cancer Institute 00—01.
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En el grupo de comparacion se incluyeron 19 pacientes sin RMT, pareados por
frecuencia de edad (18 meses), género y al menos el mismo tiempo de seguimiento de
los pacientes con RMT. En total se estudiaron 30 pacientes exclusivamente por MLPA,
los cuales presentaron al diagnostico una edad promedio de 8.2 afios (rango 1.1-17.6).
Las once recaidas analizadas ocurrieron en promedio a los 9.5 meses (rango 3-18). En
el grupo sin RMT, cada uno de los pacientes permanecido en la primera remision
completa durante un promedio de 70 meses (rango 49-120 meses).

6.4. Asociacion de perfiles de riesgo basados en CNAs con la RMT en LLA-B
6.4.1. Caracteristicas de los pacientes estudiados

La primera fase de andlisis, realizada en pacientes sin fusiones génicas comunes en
LLA-B, se complementd con un segundo estudio dirigido a CNAs especificas, cuyo
impacto prondstico ha sido sugerido en la literatura. El abordaje consistié en aplicar el
clasificador de riesgo UKALL-CNA, basado en la pérdida de los genes EBF1, IKZF1,
CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG, RB1 y la regién PARL1, y evaluar su asociacion con el
riesgo de recaer muy tempranamente. A diferencia del estudio con arreglos gendémicos,
la ausencia de fusiones génicas no se empledé como criterio de seleccién para la
segunda fase de analisis. Las caracteristicas de los pacientes que conformaron el grupo
de estudio son resumidas en la Tabla 7. En total fueron elegibles 63 pacientes: 38
pacientes sin RMT, pareados (1:1.5) por frecuencia de edad (x18 meses), género y
tiempo de seguimiento (Metodologia) a los 25 casos con RMT identificados en la
cohorte (Tabla 1). En todos los pacientes (n=63), la mediana de edad fue de 6.4 afios;
tres fueron positivos a ETV6-RUNX1 (4.8%) y cinco a TCF3-PBX1 (7.9%), alteraciones
citogenéticas asociadas respectivamente con un valor pronéstico favorable e intermedio
en LLA-B. En el grupo de pacientes que no registraron RMT, la mediana del tiempo de
seguimiento fue 55 meses (rango 29-120).

Dentro del grupo con RMT, el 48% (n=12) eran hombres, y la mediana de edad en el
diagnéstico inicial fue de 7 afios (rango 1.1-16.9). Las recaidas que se analizaron
ocurrieron en un promedio de 10.5 meses (rango 2-18) y afectaron s6lo a la MO,
excepto en un paciente (L6RM), en el que el evento se produjo de forma combinada en
los testiculos. La proporcién de RMT fue similar entre los grupos de riesgo NCI estandar
(52%) y alto (48%) (Tabla 7). Por otro lado, en la serie sin recaida, fue mas frecuente
(74%) encontrar la categoria estandar que la clasificacion de alto riesgo (26%). El
analisis de la presencia de genes de fusion con relevancia pronostica en LLA-B fue
positivo por RT-PCR en dos casos (18.2%); ambos con TCF3-PBX1. De acuerdo con lo
esperado, se observaron diferencias entre los dos grupos de estudio en la distribucion
por edad (P=0.03), en el esquema de quimioterapia administrado (P=0.03) y el
fallecimiento (P<0.001). No hubo diferencias en cuanto a la distribucion de transcritos
de fusion (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes clasificados por su perfil de deleciones

Pacientes sin RMT, Pacientes con P
n=38 RMT, n=25
Caracteristicas clinicas
Sexo, n (%)
Hombre 18 (47.4) 12 (48) 0.96
Mujer 20 (52.6) 13 (52)
Edad, n (%)
1-9.9 afios 33 (86.8) 16 (64) 0.03
210 afios 5(13.2) 9 (36)
Conteo leucocitario, n (%)
<50,000/ul 31 (81.6) 19 (76) 0.59
= 50,000/ul 7 (18.4) 6 (24)
Riesgo NCI, n (%)
Estandar 28 (73.7) 13 (52) 0.08
Alto 10 (26.3) 12 (48)
Esquema de quimioterapia, n (%)
St. Jude Total XV 24(63.2) 6 (24) 0.03
BFM-95 1 (2.6) 4 (16)
DFCI 6 (15.8) 7 (28)
St. Jude Total XIlIB 7 (18.4) 8 (32)
Defuncion, n (%)
No 35(92.1) 11 (44) <0.001
Si 3(7.9) 14 (56)
Caracteristicas genéticas
Tipo de gen de fusion, n (%)
No evaluado/No detectado 1/31 (84.2) 5/18 (92) 0.76
ETV6-RUNX1 3(7.9) 0 (0)
TCF3-PBX1 3(7.9) 2 (8)
Deleciones, n (%)
No 20 (52.6) 5 (20) 0.01
Si 18 (47.4) 20 (80)

Valores de P obtenidos con x?/prueba exacta de Fisher, cuando corresponda;
DFCI= Dana Farber Cancer Institute 00-01; BFM-95= Berlin—Frankfurt—Mnster-
95
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6.4.2. Frecuencia de deleciones en genes examinados con MLPA en pacientes con y
sin RMT

El estado en el numero de copias de los genes EBF1, IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, ETV6,
BTG1, RB1 y la region PAR1 fue determinado con MLPA. El 60.3% (n=38) de los
pacientes presentd las deleciones de interés, con una mediana de una delecidén por
caso (rango 0-5). Las pérdidas en el numero de copias predominaron en el grupo con
RMT (P=0.01) (Tabla 7). Las alteraciones mas frecuentes fueron las deleciones de
CDKN2A (33.3%; n=21) y CDKN2B (30.2%; n=19). Otro gen afectado con alta
frecuencia fue IKZF1 (27%; n=17). ETV6, PAX5 y BTG1 presentaron deleciones en el
11.1-15.9% de los pacientes mientras que los cambios menos frecuentes ocurrieron en
RB1, EBF1y PARL1.

Las deleciones de CDKN2A/B e IKZF1 fueron mas frecuentes en pacientes con RMT
(Tabla 8). Es importante sefialar que también en estos casos se detectd una asociacion
estadisticamente significativa entre el estado de supresion del gen IKZF1l y la
clasificacion de alto riesgo segun los criterios del NCI (P=0.01) (Figura 1). En particular,
la pérdida del gen IKZF1 fue significativamente mas comun en pacientes mayores de 10
afios (P=0.03).

Tabla 8. Frecuencia de deleciones de genes relevantes en LLA-B en los subgrupos de
pacientes estudiados

Total Pacientes sin Pacientes con
Gen/region RMT, n=38 RMT, n=25 P
n % n (%) n (%)
EBF1 1 1.6 126) - NC
IKZF1 17 27 7 (18.4) 10 (40.0) 0.06
CDKN2A 20 31.7 7 (18.4) 13 (52.0) 0.005
CDKN2B 18 28.6 7 (18.4) 11 (44.0) 0.03
PAX5 10 15.9 6 (15.8) 4 (16.0) 1
ETV6 10 15.9 9 (23.7) 1(4.0) 0.07
BTG1 7 11.1 4 (10.5) 3(12.0) 1
RB1 3 4.8 1(2.6) 2 (8.0) 0.56
PAR1 3 4.8 1(2.6) 2 (8.0) 0.56

Valores de P obtenidos con x2/prueba exacta de Fisher, cuando aplique; NC= no
calculado debido a tamafio de muestra insuficiente

En cuanto a la coocurrencia de CNAs, el 90% de los pacientes con deleciones en
CDKN2A también exhibié la pérdida concomitante de CDKN2B. Adicionalmente, se
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observaron asociaciones significativas entre deleciones en los genes CDKN2A/B y la
pérdida de PAX5 (OR= 7.18; IC95%: 1.62-31.87; P= 0.008; OR= 5.13; 1C95%:1.24-
21.19; P=0.026, respectivamente). Otros cambios que coexistieron significativamente
fueron las deleciones de IKZF1 y el gen anti proliferativo BTG1 (OR=9.17; IC95%: 1.58-
53.26; P=0.013).

6.4.3. Clasificacion de riesgo basada en CNAs

De acuerdo con el estatus en el nimero de copias de los genes EBF1, IKZF1,
CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 y la region PAR1 (Figura 6), obtenido con MLPA
al diagnostico de la enfermedad, el 53% (33/63) de los pacientes fue clasificado en la
categoria de bajo riesgo UKALL-CNA. El 14% (9/63) se consideré como de alto riesgo.
En el resto de los pacientes (33%; 21/63), el perfil de CNAs correspondié a un riesgo
intermedio. En la Figura 20 se presenta el perfil de las deleciones y la respectiva
clasificacion de riesgo, asignada en cada uno de los pacientes conforme al sistema
UKALL-CNA. Las categorias de riesgo intermedio y alto estuvieron sobrerrepresentadas
entre aquellos pacientes con RMT (P=0.001).

A pesar de la importancia pronéstica de la edad y la cuenta leucocitaria al diagnéstico,
incorporar informacion acerca del estatus en el nimero de copias de genes que son
frecuentemente afectados por deleciones en LLA-B podria ser util para mejorar la
clasificacion de riesgo que actualmente se realiza en nuestro pais. Con la aplicacion del
sistema UKALL-CNA, el 61.5% (8/13) de pacientes con RMT que inicialmente se
estratificaron como riesgo estandar NCI fue reclasificado en categorias de riesgo
intermedio (n=5) o alto riesgo (n=3). Para el resto de los casos con RMT (n=12), con
alto riesgo de acuerdo con el NCI, los perfiles de CNAs identificados en 9 de ellos
permitieron reclasificarlos en categorias de riesgo bajo (n=1) e intermedio (n=8) (Tabla
9).

6.4.4. Analisis de supervivencia por grupos de riesgo identificados con el clasificador
basado en CNAs

Para conocer el impacto de los grupos de riesgo definidos conforme al clasificador
UKALL-CNA, se evalu6 la SLE y la SG a los 18 meses después de alcanzar un estatus
de remision completa. En cuanto a la SLE, se estimaron tasas del 82% para los
pacientes de bajo riesgo, del 38% y del 33% para aquellos con grupos de riesgo
intermedio y alto, respectivamente (prueba de rango logaritmico, P<0.0001). Asimismo,
la SG mostré diferencias significativas entre las categorias de riesgo basadas en CNAs.
Se documentd una mayor tasa de SG para los pacientes de riesgo bajo e intermedio
(85% y 65%, respectivamente) en comparacion con el 44% observado en el grupo de
riesgo alto (prueba de rango logaritmico, P=0.005).
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Pacientes con RMT Pacientes sin recaida
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Figura 20. Perfiles de delecion en genes evaluados mediante MLPA en pacientes al diagnéstico de LLA-B. Los pacientes con y sin recaida
(columnas) se agruparon conforme a su categoria de riesgo NCI. La estratificacion del riesgo por CNAs se definié de acuerdo con el estado del
numero de copias (pérdida o no pérdida). Los genes evaluados se ordenaron de acuerdo con su ubicacién cromos6mica. La informacién sobre el
género se incluye en la identificacion del paciente (F= femenino; M= masculino).
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Tabla 9. Reclasificacion de los pacientes en tres grupos de riesgo definidos por CNAs

Pacientes sin RMT, n=38 Pacientes con RMT, n=25
ID NCI UKALL-CNA ID NCI UKALL-CNA

29NRF Alto Intermedio 23RM Alto Alto
35NRM Alto Intermedio 28RF Alto Alto
30NRF Alto Intermedio 20RF Alto Alto
25NRF Alto Bajo 11RM Alto Intermedio
42NRF Alto Bajo 27RF Alto Intermedio
40NRF Alto Bajo 10RF Alto Intermedio
36NRM Alto Bajo 13RM Alto Intermedio
37NRM Alto Bajo 22RM Alto Intermedio
38NRM Alto Bajo 04RM Alto Intermedio
34NRM Alto Bajo 07RF Alto Intermedio
33NRF Estandar Alto 26RF Alto Intermedio
O6NRF Estandar Alto 18RF Alto Bajo
13NRM Estandar Intermedio 02RF Estandar Alto
O3NRM Estandar Intermedio 24RF Estandar Alto
27NRF Estandar Intermedio 29RF Estandar Alto
19NRM Estandar Intermedio 21RM Estandar Intermedio
23NRM Estandar Intermedio 14RF Estandar Intermedio
39NRF Estandar Intermedio 15RM Estandar Intermedio
02NRF Estandar Bajo 17RM Estandar Intermedio
43NRM Estandar Bajo 19RF Estandar Intermedio
08NRM Estandar Bajo 25RM Estandar Bajo
18NRM Estandar Bajo 16RM Estandar Bajo
41NRM Estandar Bajo 12RM Estandar Bajo
21INRF Estandar Bajo 09RF Estandar Bajo
31INRF Estandar Bajo 06RM Estandar Bajo
32NRF Estandar Bajo

28NRF Estandar Bajo

26NRF Estandar Bajo

15NRM Estandar Bajo

24NRF Estandar Bajo

01INRM Estandar Bajo

O5NRM Estandar Bajo

14ANRF Estandar Bajo

04NRM Estandar Bajo

16NRF Estandar Bajo

1INRF Estandar Bajo

10NRM Estandar Bajo

07NRF Estandar Bajo




6.4.5. Andlisis de regresion de Cox

Se utilizé el modelo de riesgos proporcionales de Cox para analizar la asociacion entre
el clasificador UKALL-CNA y la SLE. En la Tabla 10 se presentan los resultados
obtenidos. El andlisis retrospectivo (post-hoc) de la potencia estadistica considerando el
namero de pacientes con RMT que se clasificaron en los grupos de riesgo bajo (18.2%;
6/33) e intermedio/alto (63.3%; 19/30) resultd en una potencia del 97.1% con una
probabilidad de error de 0.05. Inicialmente, en un modelo univariable, el clasificador
UKALL-CNA fue asociado con el riesgo de RMT (riesgo intermedio: HR= 4.94, 1C95%=
1.87-13.07; alto riesgo: HR= 7.42, 1C95%= 2.37-23.26). Al realizar un andlisis
multivariable ajustado por la clasificacion de riesgo NCI y el régimen quimioterapéutico
se observo que las categorias de riesgo definidas por perfiles de CNAs mantienen su
significancia prondstica (Tabla 10). Cuando los pacientes con riesgo intermedio y alto
se englobaron en un solo grupo, el riesgo de RMT fue 5 veces mayor respecto a la
categoria de bajo riesgo UKALL-CNA (aHR=4.84, 1C95%: 1.86-12.55) (Tabla 10).

Tabla 10. Andlisis de regresién de Cox entre los grupos de riesgo definidos con perfiles
de CNAs y la supervivencia libre de enfermedad

Pacientes RMT No ajustado Ajustado
Grupo de p
riesgo n n HR (1C95%) aHR (1C95%)?
Tres categorias
Bajo 33 6 Referencia Referencia
Intermedio 21 13 4912 (37';37' 0.001 3.51(1.27-9.68) 0.01
7.42 (2.37- 14.46 (4.0-
Alto 9 6 23.26) 0.001 52.26) <0.001
Dos categorias
Bajo 33 6 Referencia Referencia
. 5.51 (2.19- 4.84 (1.86-
Intermedio/Alto 30 19 13.90) <0.001 12.55) 0.001

a El modelo fue ajustado por la clasificacion de riesgo del NCI y el esquema
quimioterapéutico. RMT= recaida muy temprana; HR= Hazard ratios no ajustados;
aHR= Hazard ratios ajustados por la clasificacion de riesgo NCI y el esquema de
tratamiento; Cl=intervalo de confianza
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7. Discusion

En México, una importante proporcion de pacientes con recaida de LLA-B presenta al
diagndstico caracteristicas clinicas de riesgo estandar NCI, lo que demuestra que este
indicador pronéstico es impreciso. En relacion con este problema, es necesario
reconocer que la recaida es alta en nuestro pais. En concreto, la RMT, asociada con el
peor pronéstico en LLA-B, ocurre con mayor frecuencia en pacientes mexicanos (8.9-
19.9%) que en nifios que residen en otros paises (ej. poblacion nordica: ~3.8%), aun
recibiendo esquemas de quimioterapia comparables [37,39,120]. Una razon que
explicaria la alta incidencia de recaida en poblacion mexicana es la variable distribucion
de anomalias citogenéticas que es observada entre pacientes con LLA-B de diferentes
grupos étnicos [137]. El indicador de prondéstico positivo, ETV6-RUNX1, es menos
comun en las poblaciones hispanas, incluyendo la nuestra, en comparacion con las
poblaciones de ascendencia europea [137].

Atendiendo a la necesidad de identificar factores adicionales que permitan establecer
con mayor eficiencia el prondstico en LLA-B, este trabajo ha sido el primero en estudiar
cambios en el nUmero de copias y su asociacion con RMT en nifios mexicanos con
leucemia. Un primer abordaje consisti6 en usar microarreglos gendémicos de alta
densidad para detectar ganancias y pérdidas de ADN en pacientes con y sin RMT. En
esta investigacion se hizo particular énfasis en nifios que no presentan los genes de
fusion (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1l, y KMT2A-AFF1l) que en LLA-B
constituyen factores de riesgo citogenético establecidos. Lo anterior permitio identificar
CNAs focales que se producen recurrentemente en el genoma. Nuestros resultados
indican que en aquellos que no registraron RMT predominan las ganancias de ADN. De
doce citobandas que se encontraron significativamente alteradas por CNAs focales,
cuatro (5p15.33, 6927, 7921.11 y 8p23.3) contenian cada una en su regién minima
comun de duplicacion menos de 50 genes entre los que destacaron TERT (5p15.33),
SMOC2 (6927), SEMA3C (7921.11), y MYOM2 (8p23.3) (Tabla 3). Por ejemplo,
SEMAS3C se ha relacionado con la promocion de migracion e invasion es estudios in
vitro e in vivo en cancer de prostata [138]. En lo que respecta a SMOC2, éste se
propone como gen candidato supresor de tumores en la progresion de céancer
colorrectal, cuya expresion es asociada con resultados clinicos positivos [139].

Con el analisis de enriquecimiento funcional se identificaron procesos biologicos/vias
que estan sobrerrepresentados estadisticamente en el conjunto de genes que son
afectados por duplicaciones focales en los pacientes sin RMT. Los términos biologicos
se relacionaron con la regulacion de TP53, activacion de HSF1, desmontaje de
componentes celulares en la apoptosis, represion de la transcripcion o miRNAs que
participan en la regulacion de componentes de la via de sefializacion NF-kB y modulan
la respuesta inflamatoria en procesos de sepsis.

62



Los pacientes que desarrollaron RMT presentaron al diagnéstico inicial Gnicamente tres
citobandas con cambios focales recurrentes: duplicacion de 7pl11.2 y deleciones en
9p21.3 y 7q34. En las regiones minimas comunes de alteracion se ubicaron 8 genes,
incluyendo a CDKNZ2A, el cual es frecuentemente inactivado en LLA-B por eventos de
deleciéon [140]. Con excepcion de los RNA-no codificantes LINC01445 y LOC730441,
los genes PRSS1, PRSS2, CDKN2A-AS1, PRSS3P2 y MTRNR2L6, estan implicados
en neoplasias solidas [141-144]. Los genes que codifican las proteasas cationica y
aniénica de la pro-enzima digestiva tripsinégeno, PRSS1 y PRSS2 (7q34), relacionados
con cancer pancreédtico, también estdn asociados con el riesgo de desarrollar
pancreatitis como afecto adverso de la administracion de asparaginasa, farmaco
incorporado en los protocolos de tratamiento actualmente utilizados para el manejo de
LLA [141].

A pesar de las importantes funciones que ejercen las proteinas pl6/pl4 y pl5,
codificadas respectivamente por CDKN2A y CDKN2B (9p21.3), en el control de la
progresién del ciclo celular y la apoptosis, su impacto pronéstico en LLA-B es
controversial. En contraste con los reportes internacionales que argumentan a favor de
su impacto prondstico [80,83,97], en este trabajo se descartaron como indicadores
independientes de recaida muy temprana. Por lo tanto, nuestros resultados coinciden
con otros grupos de investigacién que no identifican asociaciones entre estos genesy el
desenlace clinico [74,145]. La falta de consistencia en dichos estudios [76, 79, 91, 73,
134] se atribuye a la gran heterogeneidad que existe respecto a la poblacion analizada,
tamafo, criterios de seleccion y tratamiento. Otros aspectos por considerar son las
diferencias en los procedimientos metodoldgicos usados en la evaluacién de las
alteraciones y en los tiempos de seguimiento [95].

Las CNAs identificadas en las regiones 7934 (LOC730441, PRSS1, PRSS2, PRSS3P2
y MTRNR2L6) y 7p11.2 (LINC01445) se encontraron en 7/14 pacientes con RMT. Se
asociaron con una menor tasa de supervivencia libre de recaida (P<0.01). Sin embargo,
después de conducir un andlisis multivariable, se determiné que Unicamente la
duplicacién de 7pl1.2 representa un indicador prondstico independiente asociado en
marcada tendencia (P=0.06) con el desenlace clinico en términos de RMT.

La serie con RMT exhibié alteraciones focales recurrentes en 1p13.3; la regién minima
comun de delecion incluyé a un total de tres genes: SLC25A24, NBPF4 y VAV3-AS1.
Este ultimo es un RNA largo no codificante cuyo estatus de metilacion se ha reconocido
como un biomarcador asociado con la progresion de cancer colorrectal [146]. Por otro
lado, SLC25A24 y NBPF4 son genes que se encuentran significativamente duplicados
en cancer de pulmén [147]. Cabe destacar que SLC25A24 codifica a un transportador
gue importa nucleétidos, metabolitos y cofactores dentro de la matriz mitocondrial en
respuesta a Ca?* intracelular. Interesantemente, la subexpresion de otros miembros de
la familia de transportadores SCL25, a la cual pertenece dicho gen, ha sido implicada
criticamente en mecanismos de adaptacibn que permiten que algunas células
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tumorales adquieran resistencia a los farmacos (SLC25A1) o en una menor capacidad
de respuesta al estrés oxidativo (SLC25A10) [148].

La segunda fase del analisis presentado por esta investigacion consistié en evaluar la
asociacion entre perfiles de deleciones establecidos por el sistema de prondstico
UKALL-CNA vy el riesgo de RMT en LLA-B. Por ello, se analizaron datos respecto al
namero de copias de los genes EBF1, IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, ETV6, BTG1, RB1 y
la region PAR1 (CSF2RA, IL3RA y CRLF2). De un total de 63 pacientes (25 con RMT y
38 que no experimentaron la recurrencia de la enfermedad durante el periodo de
seguimiento), el 60.3% exhibié al menos una delecién en dichos genes. Su prevalencia
coincide con lo reportado en distintos estudios (55%-71%) [57,61,74,78,80,102,103]. De
acuerdo con un andlisis realizado en pacientes sin los cuatro transcritos de fusion
prondsticamente relevantes en LLA-B, la frecuencia de estas deleciones es ligeramente
inferior (46. 6%) [79].

Los resultados del presente trabajo ponen en evidencia que la prevalencia de pérdidas
en el nimero de copia de los genes CDKN2A/B en LLA-B es mayor (~32%) en
comparacion con lo descrito en pacientes italianos (11%) [79]. Este hallazgo podria
explicar parcialmente el agresivo curso de la enfermedad que existe en los nifios
mexicanos con LLA-B. Adicionalmente, encontramos que la eliminacién de CDKN2A/B
es mas frecuente en niflos con RMT que em aquellos que se mantienen libres de la
enfermedad (44-52% vs 18.4%, Tabla 8). Estos resultados coinciden con los reportados
por Erbilgin et al. (2019) [80]; en un estudio realizado en poblacion turca, los autores
mencionan que las alteraciones en CDKN2A/B fueron detectadas mas comunmente en
pacientes que presentaron recaida.

Se observaron dos patrones de coocurrencia en los genes que son comunmente
eliminados en LLA-B: 1) CDKN2A/B con PAXS5, y 2) IKZF1 con BTG1. Estos hallazgos
fueron similares a las deleciones concomitantes previamente reportadas de CDKN2A y
PAXS5, y de IKZF1 y BTG1 en los subtipos LLA-B con alta hiperdiploidia y negativos a
ETV6-RUNX1 [149]. Cabe sefialar que los pacientes estudiados en la presente
investigacion mostraron una baja frecuencia de este dltimo reordenamiento
cromosomico.

Previo a nuestro estudio, la implicacion de las CNAs en el pronéstico de la LLA-B
pediatrica ha sido escasamente investigada en México. Destaca el trabajo realizado
por Ayén-Pérez et al. (2019) [126], enfocado en describir la frecuencia de deleciones en
el gen IKZF1 en un grupo de 38 pacientes, Unicamente al diagndstico de la enfermedad.
La estimacién de la prevalencia de cambios en el nimero de copias de IKZF1 (20.6%)
es consistente con lo que nosotros determinamos en pacientes que no desarrollaron
RMT de LLA-B (18%). En contraste, los pacientes con RMT registraron una mayor
prevalencia de pérdidas en el numero de copias de IKZF1, la cual correspondi6 al 40%,
sugiriendo su relevancia como factor de prondstico adverso en nuestra poblacion. De
acuerdo con Vesely et al. (2017) [150], quienes estudiaron una cohorte de pacientes
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positivos al gen de fusidon P2RY8-CRLF2 (generado por la delecion que ocurre en la
region PARL1), se observa que la pérdida de IKZF1 es mas frecuente en casos con
recaida que en aquellos que no la experimentan (41% vs 10%). Distintos estudios
reportan asociaciones significativas entre la delecion de IKZF1 y resultados clinicos
desfavorables [67,78,93,95] o la persistencia de EMR durante las fases tempranas de la
quimioterapia [104]. Aparte de dichas correlaciones clinicas, ensayos funcionales in vivo
e in vitro han demostrado que la pérdida del nimero de copias de IKZF1 tiene un efecto
atenuador de la respuesta a prednisolona y aumenta la resistencia a glucocorticoides
[151]. En cambio, Palmi et al. [152] han cuestionado que el estado del numero de
copias de IKZF1 sea utilizado como marcador de mal prondstico en pacientes negativos
a BCR-ABL1. Con esas observaciones resalta que el valor pronostico de las deleciones
de IKZF1 en LLA-B depende de la compleja interaccibn que existe entre los
determinantes genéticos de la enfermedad, los cuales influyen en la respuesta al
tratamiento [100]. Por tal razén, méas alla de evaluar cambios individuales en el nimero
de copias, resultaria mas informativo considerar la presencia de alteraciones
concomitantes. En este sentido, la integraciébn de los perfiles de ADN puede ser
esencial para mejorar la evaluacion del riesgo de recaida. En el presente estudio, se
hizo uso de las tres categorias de riesgo descritas por el clasificador UKALL-CNA [61].
Particularmente, nuestros resultados evidenciaron que el 47% de los pacientes
presentaron combinaciones de CNAs que los ubicaron en las categorias de riesgo alto
e intermedio. Aunque la presente investigacion examiné un tamafio de muestra
relativamente pequefio, se observé que los perfiles de riesgo intermedio/alto se
asociaron con una mayor probabilidad de desarrollar RMT en relacion con las CNAs
gue han sido definidos como de bajo riesgo.

Entre las limitaciones de nuestro estudio debe mencionarse que todos los andlisis se
realizaron en el ADN gendmico aislado de células mononucleares derivadas de la MO.
Una estrategia alternativa es obtener el material genético a partir de la fraccion
especifica de células leucémicas de linaje B, recuperadas con la aplicacién de la
técnica de separacion celular activada por fluorescencia. En contraste con lo
establecido en otras entidades hematopoyéticas como la leucemia mieloide aguda
donde el concepto de célula troncal es ampliamente reconocido, las células que inician
la leucemia en LLA-B aun no se han identificado fenotipicamente. Diferentes
subpoblaciones, expresando diferentes marcadores de superficie, reconstruyeron la
enfermedad tras ser trasplantadas en ratones inmunodeficientes, lo que sugiere que la
capacidad de propagar la LLA-B parece estar definida a un nivel funcional [153]. En
esta linea, el haber optado por analizar todos los componentes celulares presentes en
la fraccidbn mononuclear no descarta los hallazgos reportados en nuestra investigacion
puesto que reflejan los cambios que ocurren en el genoma de las poblaciones de
blastos que conforman la heterogeneidad clonal en LLA-B. Ha sido demostrado que el
contenido de células troncales/progenitores hematopoyéticos normales (CD34+Lin-) es
reducido en la MO de pacientes con LLA-B, ademas su capacidad proliferativa y el
potencial de diferenciacion resultaron limitados en estudios funcionales in vitro [154]. La
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produccion de citocinas proinflamatorias por las células leucémicas contribuye al
agotamiento de la hematopoyesis residual normal en la MO [155].

La heterogeneidad clonal en LLA-B se extiende a las células iniciadoras de la leucemia,
cuyas propiedades biolégicas evidenciadas in vivo, quiescencia y quimioresistencia,
permiten plantear su implicacion en el desarrollo de la recaida de la enfermedad [156].
Este proceso es modulado por: 1) implicacion de la clona leucémica original,
identificada en el diagndstico, 2) por evolucion clonal, o 3) por una poblacion celular que
surge de una clona pre-leucémica, que se desarrolla en paralelo con las células
leucémicas detectadas en el momento del diagnéstico [92].

Existen otros clasificadores de riesgo en LLA-B que también se basan en informacion
sobre el estatus de nimeros de copias [92,157,158]. Por ejemplo, en el perfil IKFZ1P'us
(eliminaciones de IKZF1 que ocurren simultaneamente con eliminaciones en
CDKN2A/B, PAX5, o PARL1 en ausencia de eliminacion de ERG) [157,158], el impacto
pronéstico depende fuertemente del nivel de enfermedad minima residual (EMR), que
ahora constituye uno de los predictores mas sensibles y especificos de recaida
después de la finalizacion de la terapia de induccién en nifios con LLA. Precisamente
por esta razon, los indicadores que permiten una estratificacion temprana del riesgo
(previa al tratamiento) son importantes. Ademas, teniendo en cuenta que la evaluacion
de la EMR no se realiza de forma rutinaria en los nifios atendidos en los hospitales
publicos de la Ciudad de México, el clasificador UKALL-CNA puede tener en el futuro
una mayor aplicabilidad en nuestros entornos clinicos.

Se identificaron tres diferencias considerables entre el presente estudio y las
investigaciones que han descrito la asociacion de los perfiles de CNAs con los
resultados clinicos en nifios con leucemia: 1) la uniformidad del esquema de
quimioterapia; 2) la deteccion de EMR como factor pronéstico y 3) el contraste que
existe en la busqueda de aberraciones genéticas recurrentes en el momento del
diagnoéstico, de modo que al contrario de lo que sucede en nuestro pais,
aproximadamente el 75% de los pacientes pueden ser asignados a una categoria
particular de riesgo citogenético. Reconocemos estos aspectos como una limitacion de
nuestro estudio; sin embargo, es necesario enfatizar que las asociaciones que
reportamos consideran el esquema quimioterapéutico como una variable de ajuste
dentro del analisis multivariable. Por otra parte, en lo que respecta a la deteccion de
EMR, asi como al analisis de un panel completo de alteraciones genéticas recurrentes
al diagndstico de la enfermedad, aunque son variables importantes en la estratificacion
del riesgo, no se realizan de forma rutinaria en los hospitales publicos de la Ciudad de
México debido sobre todo a la falta de recursos econémicos. Por otra parte, cabe
mencionar que la asociacion entre los perfiles de CNAs y el desenlace clinico es
consistente tanto en protocolos que se basan en la deteccién de EMR como en los que
no consideran este parametro [102].
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Los resultados de la presente investigacion destacan la importancia de evaluar el
estatus del numero de copias de genes que son alterados recurrentemente en LLA-B.
En particular, se reafirma que el sistema UKALL-CNA representa una estrategia que
permitiria potencialmente mejorar la identificacion de los pacientes con mayor riesgo de
recaer muy tempranamente desde el momento del diagndstico. Al respecto, el 61.5%
(8/13) de los pacientes con RMT que presentaban caracteristicas clinicas de riesgo
estandar segun los criterios del NCI fueron reasignados a una categoria de riesgo
intermedio/alto UKALL-CNA. Si se toma en cuenta que los regimenes de tratamiento se
adaptan tipicamente al riesgo, este subconjunto de pacientes (riesgo estandar NCI con
perfil de CNAs de riesgo intermedio/alto) podria haber recibido una quimioterapia
intensiva para prevenir la recurrencia de LLA-B.

Interesantemente, encontramos que un paciente de alto riesgo NCI con RMT fue
reclasificado como de bajo riesgo basado en su estado de CNAs. Este caso se clasificd
como alta hiperdiploidia, subtipo citogenético en LLA-B relacionado con resultados
favorables, no obstante, se ha descrito que alrededor de un 15% de los pacientes con
esta alteracion eventualmente recae. En ellos han sido identificadas alta tasas de
mutaciones en la histona acetiltransferasa CREBBP y en el gen de la via Ras KRAS,
cambios que potencialmente contribuyen a la resistencia terapéutica y podrian, al
menos en parte, explicar el desenlace clinico visto en este paciente [159].

Es importante reconocer que las asociaciones descritas en el presente trabajo podrian
estar sujetas a un tipo de sesgo relacionado con la supervivencia de la enfermedad,
haciendo que las observaciones presentadas puedan ser sub o sobreestimadas [160].
Este sesgo de supervivencia selectiva surgiria si se considera que la RMT incrementa
el riesgo de mortalidad; bajo este escenario no es descartable que exista un subgrupo
de pacientes que recae y muere antes de ser ingresado en el hospital y, por tanto,
impide la obtencién de su muestra bioldgica, introduciendo un sesgo de seleccion. No
obstante, parece no ser el caso de nuestro estudio ya que los pacientes analizados son
representativos de la poblacién que registr6 RMT en la CDMX durante el periodo de
inclusion (Tabla 1).

Respecto al célculo de la probabilidad de la supervivencia, adicional al método Kaplan-
Meier, se realizaron andlisis de regresion de Cox para estimar valores de HR no
ajustados y ajustados generados a partir de modelos de riesgos proporcionales
univariables y multivariables, respectivamente. En particular, el haber ajustado el
impacto de covariables o factores de confusién que afectan al prondstico del paciente
en el modelo multivariable (clasificacion de riesgo NCI y esquema de tratamiento) nos
permitié6 determinar que los perfiles de CNAs con riesgo intermedio y/o alto se asocian
significativamente y de forma independiente con la RMT en LLA-B. Los andlisis
ajustados y no ajustados produjeron HR similares, lo que es indicativo de que no
existieron desequilibrios importantes en los factores prondsticos conocidos [161], es
decir, la distribucibn de las covariables clasificaciéon clinica NCI y esquema de
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tratamiento es similar entre los pacientes con CNAs de bajo riesgo y aquellos
clasificados como intermedio/alto riesgo (Tabla 10).

Se debe enfatizar que los instrumentos de estratificacion prondstica siguen siendo
costosos para un pais en el que la basqueda rutinaria de alteraciones genéticas en
cada paciente con leucemia aguda es limitada por la tecnologia y los costos [162]. Sin
embargo, conociendo su utilidad, es posible considerar la posibilidad de que los
laboratorios centralicen este tipo de pruebas para que sean mas accesibles para todos
los pacientes con LLA-B. En los paises donde no se ha reducido la mortalidad por
leucemia infantil, como es nuestro caso, es pertinente hacer todos los esfuerzos
posibles para predecir qué nifios requeriran regimenes de quimioterapia mas intensos a
fin de mejorar sus posibilidades de supervivencia y, por otra parte, identificar qué
pacientes requeriran una quimioterapia menos intensiva y reducir los efectos adversos
asociados con el tratamiento.
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8. Conclusiones

Este estudio reafirma la implicacion de las CNAs en el pronostico de pacientes
mexicanos con LLA-B infantil. A nuestro entendimiento, se proporcionan por primera
vez evidencia sobre la importancia de considerar cambios en el nUmero de copias al
diagnostico para predecir la recaida muy temprana, eventos muy frecuentes en nuestra
poblacién, asociados con altas tasas de mortalidad.

El estudio del genoma completo a alta resolucién condujo a la identificacion de la
duplicacién de la regién 7p11.2 (LINC01445) como potencial marcador de riesgo de
RMT en casos con LLA-B que no tienen una clasificacion citogenética de riesgo al
diagnostico. No obstante, el valor prondstico de este biomarcador requiere ser validado
en cohortes independientes que incluyan un mayor nimero de pacientes.

El clasificador UKALL-CNA representa una estrategia que tiene la capacidad de
identificar subgrupos de pacientes con diferentes probabilidades de supervivencia.
Usando este enfoque, demostramos por primera vez, que los cambios en el niumero de
copias estan asociados con las recaidas que ocurren muy tempranamente durante el
tratamiento de los nifios mexicanos con LLA. Sobre la base de estos resultados, el
clasificador UKALL-CNA podria ser implementado en la practica clinica y
potencialmente mejorar los actuales esquemas de estratificacibn de riesgo. No
obstante, se requieren mas estudios para dilucidar su valor predictivo con resultados a
largo plazo y usando marcadores de respuesta al tratamiento como la deteccién de la
EMR.
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CNA-Risk Classifier and Leukemia Relapse

Background. Refining risk stratification to avoid very early relapses (VER) in Mexican
patients with B-lineage acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) could lead to better sur-
vival rates in our population.

Aim of the study. The purpose of this study was to investigate the association between the
United Kingdom ALL (UKALL)-CNA classifier and VER risk in Mexican patients with
childhood B-ALL.

Methods. A nested case-control study of 25 cases with VER and 38 frequency-matched
controls without relapse was conducted within the MIGICCL study cohort. They were
grouped into the categories of the UKALL-CNA risk classifier (good [reference], inter-
mediate and poor), according to the results obtained by multiplex ligation dependent
probe amplification. Overall and disease-free survival (DFS) were estimated using the
Kaplan-Meier method. Univariate and multivariate Cox proportional hazards analyses
were conducted.

Results. The CDKN2A/B genes were most frequently deleted in the group with relapse.
According to UKALL-CNA classifier, 33 (52.4%) patients were classified as good, 21
(33.3%) intermediate and 9 (14.3%) poor-risk B-ALL. The intermediate and poor risk
groups were associated with an increased risk of VER (HR = 494, 95%
CI = 1.87—13.07 and HR = 7.42, 95% CI = 2.37—23.26, respectively) in comparison
to the good-risk patients. After adjusting by NCI risk classification and chemotherapy
scheme in a multivariate model, the risks remained significant.

Conclusions. Our data support the clinical utility of profiling CNAs to potentially refine
current risk stratification strategies of patients with B-ALL. © 2021 IMSS. Published by
Elsevier Inc.

Key Words: Acute lymphoblastic leukemia, Risk stratification, Copy number alterations, Deletions,

415

Relapse.

Introduction

Despite the global therapeutic progress in pediatric B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (B-ALL), wide
disparities remain across countries. It is a matter of concern
that relapsing disease occurs in a substantial proportion of
Mexican patients (26.2—35.4%) and constitutes the major
reason for death (1,2). This highlights that the current risk
stratification system used in public hospitals of Mexico
City, which is mainly based on clinical criteria (National
Cancer Institute [NCI] risk categories), immunophenotype,
and the most common gene rearrangements (ETV6-RUNX1,
TCF3-PBX1, BCR-ABLI, and KMT2A-AFF1), seems to be
insufficient to accurately assess the risk of relapse. Notably,
the implication of genetic factors influencing ethnic dispar-
ities in treatment outcome has been documented (3).

The need for a more accurate risk classification is espe-
cially apparent for patients with very early relapses (VER)
during the first 18 months after initial remission achieve-
ment, as they have the highest mortality rates in comparison
to patients who relapse later (4). Particularly, compared to
other populations, VER is overrepresented in Mexican
cases (1,2,5). Furthermore, in our country, about 80% of
B-ALL patients lack of any of the risk-associated chromo-
somal rearrangements routinely tested (6), which represents
an interesting setting to identify the prognostic relevance of
additional genetic abnormalities which could improve cur-
rent stratification schemes.

Advances in genomic technology research have, to a
great extent, allowed the identification of somatic copy
number alterations (CNAs) (7—11) as cooperating genetic
events required for leukemia development (12,13). Notably,
a prognostic stratification by CNAs has been proposed by
Moorman AV, et al. (14). This stratification system (United
Kingdom ALL, UKALL-CNA) has enabled the identifica-
tion of different risk groups based on DNA copy number
status of the EBFI, IKZFl, CDKN2A/B, PAXS5, ETV6,
BTG1, and RBI genes and the pseudoautosomal region 1
(PAR1). These genes, critical for B-lymphocyte differenti-
ation and cell cycle control, are commonly deleted in child-
hood B-ALL (10,15—17). The primary aim of this study
was to investigate the association between CNA-based risk
classification and VER risk in pediatric patients with B-
ALL. Our results support the clinical utility of profiling
copy number changes to potentially refine current risk strat-
ification strategies for Mexican children.

Materials and Methods
FPatients and Samples

A case-control study “nested” within a cohort was carried
out. The patients with B-ALL were diagnosed and treated
during 2011—-2016 in public hospitals members of the
Mexican Interinstitutional Group for the Identification of
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the Causes of Childhood Leukemia (MIGICCL). These
hospitals provide treatment to about 95% of pediatric pa-
tients with leukemia in Mexico City (18). All samples
analyzed in the present report were selected from patients
aged 1—18 years, who achieved complete remission (<
5% of blasts in bone marrow aspirate) after induction phase
of treatment. Study participants were treated according to
the protocol used in each participating hospital. The eligi-
bility criteria included: residence in Mexico City during
treatment to achieve a complete follow-up and availability
of bone marrow samples collected at diagnosis confirma-
tion of patients. During prospective follow-up, children
who relapsed very early at bone marrow were identified
(cases). A group of patients without disease recurrence
was selected from the cohort as the controls. Two controls
per case were searched within the cohort. The controls were
frequency-matched by gender, age (£18 months), and at
least the same time of follow-up of the cases. The exclusion
criteria were leukemia associated with a genetic syndrome
(e.g., Down Syndrome), inappropriate mononuclear cell
content for suitable nucleic acid extraction, and patients
with isolated extramedullary relapse. Low quality DNA
samples were removed for subsequent analyses.

The research protocol was approved by the National Sci-
entific and Ethical Research Committee with number R-
2015-785-121. Bone marrow specimens were obtained after
written informed consent signed by parents and informed
assent in children older than 8 years of age.

Data Collection

Information regarding sex, age at diagnosis, white blood
cells (WBC) count in peripheral blood at diagnosis confir-
mation, immunophenotype (B or T lineage), gene rear-
rangement characterization, percentage of blasts in bone
marrow at the end of induction phase, and chemothera-
peutic scheme was collected from patients’ clinical charts
by personnel with previous standardized training. The four
most common gene rearrangements with a known impact
on the prognosis of children with leukemia (ETV6-
RUNXI, TCF3-PBX1, BCR-ABLI, and KMT2A-AFFI)
were examined by RT-PCR.

Risk classification was determined at the time of diag-
nosis according to the NCI criteria: standard risk (ages from
1—9.99 years; WBC count <50,000/ul) or as high risk (age
<1 or =10 years or WBC =50,000/uL). Very early relapse
in bone marrow was defined when a patient presented =5%
lymphoblasts in a medullary aspirate during the first
18 months after complete remission achievement.

DNA Extraction

Bone marrow samples, collected at diagnosis before treat-
ment initiation, had been stored in the biobank of the MI-
GICCL. DNA of patients selected was purified from the
cryopreserved mononuclear fractions using the commercially

available QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), according
to the manufacturer’s indications. Genomic DNA was quanti-
fied by spectrophotometry (Nanodrop 1000, USA). Integrity
was assessed by 1% agarose gel electrophoresis.

Identification of B-ALL Genes Deleted in the Study
Population

Recurrently deleted genes in B-ALL, EBFI (5q33.3),
IKZF1 (Tpl12.2), CDKN2A (9p21.3), CDKN2B (9p21.3),
PAXS5 (9pl3.2), ETV6 (12pl3.2), BTGI (12q21.33), RBI
(13q14.2) and the pseudoautosomal region PARI
(Xp22.33), were investigated using commercially available
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
kits, according to the manufacturer’s instructions. Two sets
of MLPA probes were used, one to interrogate selected
exons of all the investigated genes/regions (P335; MRC-
Holland), and a second one to corroborate CDKN2A/B
(P419; MRC-Holland) copy number status. Since MLPA
kit P335 has a limited probe coverage for CDKN2A/B genes
(one and two probes, respectively). A loss of single markers
was only considered as positive if confirmed by the second
kit. The FAM-labeled amplification products were sepa-
rated by capillary electrophoresis (ABI 3500 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems) and the resulting peak in-
tensities were analyzed with the Coffalyser.net software
(MRC Holland). DNA from bone marrow samples of ten
non-leukemic pediatric patients was employed in data
normalization for copy number determination. We included
those deletions with loss =2 probes, except for three sam-
ples defined by loss of a single probe which were confirmed
using additional MLPA analysis replications and SNP array
data. As a matter of fact, in 33 patients, the deletions found
in MLPA assays were compared with the copy number sta-
tus previously observed by SNP array (CytoScan high-
density [HD], Affymetrix, USA), as part of a MIGICCL pi-
lot study conducted to explore the genomic alterations in
Mexican children with B-ALL by a high resolution tech-
nique (19).

CNA-Risk Classification

Moorman AV, et al. (2014) designed (14) and validated (20)
the UKALL-CNA risk classifier based on the copy number
status of the following genes: EBFI, IKZF1, CDKN2A,
CDKN2B, PAX5, ETV6, BTG, RBI and the PAR1 region
(CRLF2, CSF2RA, IL3RA and P2RY8). This methodology
was employed in the present study. In brief, the deletion
status derived from MLPA analyses was used to classify pa-
tients into three distinct categories according to the
UKALL-CNA system. The first category refers to good-
risk patients without deletions in the interrogated regions/
genes, isolated allelic losses of ETV6, PAXS5, BTGI or
ETV6 deletions with a single additional loss of BTGI,
PAX5, CDKN2A/B. The second -category, poor-risk,
comprised patients harboring single deletion in IKZF1,
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RB1, PAR1 or the combined loss of IKZF 1/PAX5/CDKN2A/
B. The third category, intermediate risk, included patients
with none of those and/or another alteration profile.

It is important to note that CNA profiles were not further
integrated into the well-recognized cytogenetic risk cate-
gories because available resources did not allow us to
analyze the ploidy status for all patients.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the SPSS 21.0
software (IBM, USA). Descriptive statistic was used. To
assess differences in distributions of categorical variables,
%* or Fisher’s exact tests were calculated, as appropriate.
To identity associations for the co-occurrence of deletions
in the genes analyzed we calculated odds ratios (OR) and
95% confidence intervals (95% CI). p-values were
computed using the Fisher Exact test. Disease-free survival
(DFS) and overall survival (OS) were the primary endpoints
of the study. DFS was calculated from the time of remission
achievement until the date of relapse (VER group) or until
the last visit of patient (non-relapsed group). Likewise, OS
was calculated from the time of remission achievement un-
til the date of patient’s death or until the last visit of patient.
Survival probabilities of CNA risk groups were calculated
using Kaplan-Meier analysis, and log-rank test was used
to detect differences. A p <0.05 value was considered as
statistically significant.

Finally, a Cox proportional hazards regression analysis
was conducted for assessing the impact of the CNA-risk
classifier on VER risk adjusting for NCI status and chemo-
therapeutic schema which were associated with CNA-risk
categories or with relapse risk in univariate analyses,
respectively. The Cox model was tested for the proportion-
ality of the hazard. Unadjusted (HR) and adjusted Hazard
ratios (aHR) and 95% CI were calculated.

Results
Clinical and Genetic Features of the Studied Cohort

During the period of inclusion, out of 1467 pediatric pa-
tients with B-ALL enrolled in the MIGICCL study, 172
(11.7%) relapsed within 18 months of achieving first remis-
sion. However, among all these patients, only a minority
(14.5%) met all the selection criteria for the present inves-
tigation (see Material and Methods section). Of importance,
there were no significant differences between the study par-
ticipants and VER patients not included in the analysis
regarding gender, age, WBC count, and NCI risk classifica-
tion (Supplementary Table 1). This indicates that our study
group was representative of the entire population of patients
who relapsed very early during the inclusion period. Conse-
quently, the case group comprised 25 patients; relapses
occurred at a median time of 10 months (range

Table 1. Summary of clinical and genetic features of the study
population

Patients without  VER patients,

Parameters at diagnosis  relapse, n = 38 n =25 P
Clinical characteristics
Gender, n (%)
Male 18 (47.4) 12 (48) 0.96
Female 20 (52.6) 13 (52)
Age, n (%)
1-9.9 years 33 (86.8) 16 (64) 0.03
=10 years 5(13.2) 9 (36)
WBC count, n (%)
< 50,000/uLL 31 (81.6) 19 (76) 0.59
=50,000/uLL 7(18.4) 6 (24)
NCI, n (%)
Standard 28 (73.7) 13 (52) 0.08
High 10 (26.3) 12 (48)
Chemotherapy schema,
n (%)
St. Jude Total XV 24(63.2) 6 (24) 0.03
(reference)
BFM-95 1(2.6) 4 (16)
DFCI 6 (15.8) 7 (28)
St. Jude Total XIIIB 7(18.4) 8(32)
Death, n (%)
No 35 (92.1) 1144  <0.001
Yes 3(7.9) 14 (56)
Genetic characteristics
Type of gene
rearrangement, n (%)
Not assessed/non- 1/31 (84.2) 5/18 (92) 0.76
detected
ETV6-RUNXI 3(7.9) 0(0)
TCF3-PBX1 3(7.9 2(8)
Gene deletions, n (%)
No 20 (52.6) 5 (20) 0.01
Yes 18 (47.4) 20 (80)

p values from 7 tests/Fisher’s exact test, when appropriate.

In bold the significant values.

NCI, National Cancer Institute risk classification; VER, very early relapse;
WBC, white blood cell; DFCI, Dana Farber Cancer Institute 00—01; BFM-
95, Berlin—Frankfurt—Munster-95.

2—18 months). Thirty-eight subjects without relapse (con-
trols) were matched to cases (1.5:1) (see Material and
Methods section). Median follow-up time in the control
group was 55 months (range 29—120 months). Baseline
characteristics of cases and controls are shown in Table .

Bone marrow specimens from a total of 63 newly diag-
nosed B-ALL patients, aged 1.1—17.6 years (median age
6.4 years), were examined. The median follow-up time
was 46 months (range 2—120 months). Eight patients had
common B-ALL fusion genes, three (4.8%) were ETV6-
RUNXI and five (7.9%) were TCF3-PBXI positive. Of
the relapsed patients, twelve were male, and median age
at initial diagnosis was 7 years (range 1.1—16.9 years).
An isolated bone marrow relapse was registered in almost
all cases, except in one patient (16RM), in whom the event
occurred in a combined manner affecting bone marrow and
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testicles. The proportion of VER was similar between NCI
standard (52%) and high risk (48%) groups (Table 1). In the
other hand, in the group of patients without relapse, NCI
standard risk was more frequent (73.7%) than NCI high risk
classification (26.3%). Although comparable WBC counts
were seen between groups with or without relapse, signifi-
cant differences in age distribution (p = 0.03), chemo-
therapy schema (p = 0.03) and death (p <0.001) were
detected (Table 1).

Frequency of Deletions in B-cell Related Genes at
Diagnosis

Of the total 63 patients, 39.7% (n = 25) developed VER,
while 60.3% (n = 38) did not, representing this last, the
control group for comparisons. Overall, altered numbers
of DNA copies were found in 38 samples (60.3%; range
0—>5 deletions), with a median of one abnormality per case.
Notably, patients in the very early relapsed group showed a
higher incidence of copy number losses than the control
group (p = 0.01) (Table I).

The genes more frequently affected by copy number loss
were CDKN2A and CDKN2B, identified in 20 (31.7%) and
eighteen (28.6%) patients, respectively. IKZF1 gene dele-
tion was documented in 27% of samples (n = 17). Dele-
tions targeting ETV6, PAX5 and BTGI were present at
lower frequencies, accounting for 15.9, 159 and 11.1%
of patients, respectively. RBI, PAR1 and EBF were rarely
deleted (Table 2).

Deletion frequencies were mostly similar between sub-
groups with or without relapse, but significant differences
for CDKN2A/B deletions were seen (Table 2). To note, in
VER cases, a higher frequency of IKZFI copy number loss
was detected although the difference was not statistically
significant. It should be noted that a statistically significant
association was detected between the state of suppression

Table 2. Frequency of specific gene deletions according to subgroups
of patients

Patients without relapse, VER patients,

Total n =38 n =25
Deleted gene/
region n % n (%) n (%) p
EBFI 1 1.6 1 (2.6) - NC
IKZF1 1727 7 (18.4) 10 (40.0)  0.06
CDKN2A 2031.7 7 (18.4) 13 (52.0)  0.005
CDKN2B 1828.6 7 (18.4) 11 (44.0) 0.03
PAXS 1015.9 6 (15.8) 4 (16.0) 1
ETV6 1015.9 9(23.7) 1 (4.0) 0.07
BTG1 711.1 4 (10.5) 3(12.0) 1
RBI 348 1(2.6) 2 (8.0$) 0.56
PARI 348 1(2.6) 2 (8.0) 0.56

p values from ';r_3 tests/Fisher’s exact test when appropriate.

In bold the significant values.

NC, not calculated due to insufficient sample size; VER, very early
relapse.

of the IKZF1 gene and high-risk classification according
to NCI criteria (p = 0.01) in patients with VER
(Figure 1). Particularly, IKZF1 gene deletions were signif-
icantly more common in patients over 10 years of age
(p = 0.03). Regarding genetic alterations co-occurrence,
significant associations between CDKN2A/B with PAX5 de-
letions were observed (OR = 7.18; 95% CI. 1.62—31.87;
p = 0.008; OR = 5.13; 95% CI: 1.24-21.19; p = 0.026,
respectively). Furthermore, [KZF[ deletions coincided
significantly with allelic losses of the BTG/ anti-
proliferative gene (OR = 9.17; 95% CI: 1.58—53.26;
p = 0.013).

CNA-Based Risk Classification

Based on the copy number status derived from MLPA as-
says, 53% (33/63), 33% (21/63) and 14% (9/63) of the stud-
ied patients were assigned to the good, intermediate, and
poor-risk groups, respectively (Table 3, Figure 1).
Intermediate/poor-risk categories were overrepresented in
the VER group (p = 0.001). Despite the clinical impor-
tance of age and WBC count, in the group with VER, eight
(61.5%) out of 13 patients initially assigned as standard risk
by the NCI classification met criteria for intermediate-risk
(p = 5) and for poor-risk (p = 3) established on the
UKALL-CNA classifier (Figure 1).

Survival Analysis by CNA-Based Risk Groups

DFS and OS at 18 months after complete remission
achievement were estimated. In the whole cohort, DFS
was 82% for good-risk patients, 38% and 33% for those
with intermediate and poor-risk groups, respectively (log-
rank test, p <0.0001). Likewise, OS showed significant dif-
ferences among CNA-based risk categories. A higher OS
rate was documented for good and intermediate-risk pa-
tients (85% and 65%, respectively) compared with the
44% observed in the poor-risk group (log-rank test,
p = 0.005).

Cox Regression

Univariate Cox regression analysis showed that the
UKALL-CNA classifier was associated with VER risk (In-
termediate-risk: HR = 4.94; 95% CI: 1.87—13.07; Poor-
risk: HR = 7.42; 95% CI: 2.37—23.26). Noteworthy, after
adjusting by NCI risk classification and chemotherapeutic
scheme in a multivariate model, the risk categories based
on CNAs remained significant (Table 3). In addition, when
the categories intermediate and poor were collapsed in one
group, it was observed an increased risk of VER
(aHR = 4.84; 95% CI: 1.86—12.55) compared with those
patients classified in the good CNA-risk category (Table 3).
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Patients with very early relapse (Cases)

1D
NCl-risk
CNA-risk
EBF1
IKZF1 1]
CDKN2A
CDKN2B
PAXS |
ETVE .
BTG1
RB1 ||
PAR1 [ | |
NCI-risk group m Standard mHigh
CNA-risk group = Good MIntermediate W Poor
Deletion stalus = Non deleted M Deleted

Patients without relapse (Controls)

Figure 1. Overview of gene deletion profiles assessed by multiplex ligation-dependent probe amplification in 63 B-ALL patients at initial diagnosis. Cases
and controls (one per column) are grouped by NCI risk categories. CNA risk stratification was defined according to the copy number status (deleted vs not
deleted). Genes were ordered according to their chromosomal locations. Information about gender is considered in the patient ID (F, female; M, male).

Discussion

On improving B-ALL survival rates, concerns include the
accuracy of relapse risk assessment. The high proportion
of patients with VER having NCI standard risk clinical
characteristics underscores that age and WBC counts are
insufficient to accurately stratify patients into distinct prog-
nostic groups. It is important to considerate that relapse
during the first 18 months after diagnosis occurs more
frequently in Mexican patients (8.9—19.9%) than in chil-
dren from other populations (~3.8%) receiving comparable
chemotherapy schemes (1,2,5). Of interest, survival is
particularly poor for patients relapsing very early (21), sug-
gesting different biological mechanisms contributing to
relapse (22). Prognostic risk factors for disease recurrence
based on copy number status have been introduced but have
so far not been evaluated for Mexican patients.

Table 3. Results of the Cox regression analyses between CNA-risk
groups and disease-free survival

PatientsVER Unadjusted Adjusted
CNA-risk HR (95% aHR (95%
group n n CI P co® P
Three
categories
Good 33 6 Reference Reference
Intermediate 21 13 4.94 (1.87- 0.0013.51 (1.27- 0.01
13.07) 9.68)
Poor 9 6 7.42(2.37- 0.00114.46 (4.0- <0.001
23.26) 52.26)
Two categories
Good 33 6 Reference Reference
Intermediate/ 30 19 551 (2.19- <0.0014.84 (1.86- 0.001
Poor 13.90) 12.55)

VER, very early relapse; HR, unadjusted hazard ratios; aHR, adjusted haz-
ard ratios; CI, confidence interval.

In bold the significant values.

“The model was adjusted by NCI risk classification and chemotherapeutic
schema.

Consequently, the purpose of this study was to investigate
the association between the CNA profiles and the risk of
VER.

Screening for EBF1, IKZF1, CDKN2A/B, PAXS5, ETV6,
BTGI, RB1, and PAR1 deletions was carried out via MLPA.
Overall, copy number losses in those B-ALL related genes
were found in 60.3% of samples. Comparable prevalence
(55—71%) was reported in studies comprising the major cy-
togenetic subtypes of pediatric B-ALL (14,15,20,23—-26).
Of note, a low occurrence (46.6%) of gene deletions has
been documented across patients lacking prognostically
relevant gene fusions (27). Particularly, we observed a high-
er deletion frequency (~32%) of the unfavorable prognostic
factor CDKN2A/B compared to Italian patients (11%) (26).
This could partially explain the aggressive disease course of
Mexican children with B-ALL. Consistent with a previous
study (28), the deletion of CDKN2A/B was more frequent
for patients who developed relapse compared to the non-
relapse group. Noteworthy, these tumor suppressor genes
have been associated with decreased DFS (27).

In the present study, two patterns of co-occurrence in
genes commonly deleted in B-ALL were observed: a)
CDKNZ2A/B with PAX5, and 2) IKZF1 with BTGI. These
findings were like the previously reported concomitant de-
letions of CDKN2A and PAXS5, and of IKZF1 and BTG/ in
non-high hyperdiploid and non-ETV6-RUNXI B-ALL pa-
tients (26). Noteworthy, in the present investigation a low
frequency of ETV6-RUNX1 gene rearrangement was noted.

Regarding the study of the prognostic relevance of
CNAs in childhood B-ALL in Mexico, a previous research
effort was focused on IKZF1 gene alterations, reporting a
deletion frequency of 20% at the time of diagnosis (29).
In the present investigation, from comparison of patients
who did not relapse (controls) and those who developed
VER (cases), our findings indicated that the incidence of
IKZF] gene deletions in the group of cases was high at
diagnosis (40%). Previous studies have been reported a
relationship between deletions in /KZF] and unfavorable
clinical outcomes (9,23,30,31) or the persistence of
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minimal residual disease (MRD) during early phases of
chemotherapy treatment (32). Additionally, functional ap-
proaches have revealed the association between [IKZF]
copy number loss and attenuated effects of in vive prednis-
olone response and an increased in vitro glucocorticoid
resistance (33). Nonetheless, Palmi C, et al. (34) have ques-
tioned the application of the IKZF 1 copy number status as a
stratification marker of prognosis when patients are nega-
tive to BCR-ABLI gene fusion. Of significance, the com-
plex interplay existing between treatment response and
the underlying disease biology are fundamental to deter-
mine the prognostic impact of IKZF[ deletions (30).

Consequently, the individual copy number changes asso-
ciated with disease outcome does not consider the func-
tional implications with other concomitant alterations.
Then, the integration of CNA profiles may be essential
for improving risk assessment and monitoring the response
to the treatment. In the present study, the patients were
grouped into the three risk categories described by the
UKALL-CNA classifier. Specifically, 48% presented inter-
mediate and poor-risk, which was slightly higher than in the
UKALL97/99 cohort (39%) studied by Moorman AV, et al.
(14). Although the present research examined a relatively
small sample size of B-ALL patients, a significantly higher
risk of very early relapsed disease was observed in children
with an intermediate/poor risk CNA profile versus those
with CNA-good risk status.

An additional CNA-based risk stratification classifier
was integrated by Kiss R, et al. (35) relying on a next-
generation sequencing-based multiplex ligation-dependent
probe amplification variant (digitalMLPA), a novel
approach for simultaneously investigating hundreds of
genomic loci at exon-level resolution. The digitalMLPA-
based CNA profiles divide ALL patients into 4 subgroups
with varying clinical outcomes. However, in sharp contrast
with our results, those authors were unable to distinguish
the risk groups recognized by the UKALL-CNA classifier.
With regard to the IKFZIP"™ profile (IKZF1 deletions
occurring simultaneously with deletions in CDKN2A/B,
PAXS, or PAR1 in the absence of ERG deletion) (36,37),
prognostic impact strongly depends on detectable MRD.
There are three considerable differences between the pre-
sent study and those investigations which have described
the association of CNA-profiles with clinical outcomes in
children with leukemia: a) the uniformity of chemotherapy
scheme; b) MRD detection as stratifying variable and c)
differences in the search for recurrent genetic aberrations
at diagnosis, so that approximately 75% of patients can
be assigned to a particular category of cytogenetic risk.
We recognize this as a limitation of our study; however,
we would like to emphasize that the associations we report
were analyzed having considered the chemotherapeutic
scheme as an adjustment variable within the multivariate
analysis. Furthermore, regarding MRD detection as well
as the analysis of a complete panel of recurrent genetic

aberrations at diagnosis, although they are important vari-
ables in risk stratification, they are not routinely performed
in Mexico City’s public hospitals due to lack of economic
resources. On the other hand, it is worth mentioning that
a relationship between CNA profiles and clinical results
has also been reported through protocols based or not on
MRD detection. For example, in the Hamadeh L, et al.
study (20), the authors reported that their UKALL-CNA
classifier was predictive of outcomes in many different pe-
diatric leukemia protocols, both MRD-based and non-
MRD-based, even though significant differences in genetic
aberrations had been observed.

In this study, stratification into three risk classes by the
UKALL-CNA classifier showed significant differences on
DFS, highlighting the prognostic importance of gene dele-
tions among B-ALL patients. Furthermore, in accordance
with previously published results (24,25), the CNA infor-
mation would enable a more refined stratification of pa-
tients at the time of diagnosis. In this regard, eight
(61.5%) out of thirteen relapsed patients that presented
standard risk clinical features according to NCI criteria
were reassigned into an intermediate or poor-risk category
by the UKALL-CNA classifier. We found that one NCI
high risk patient with VER was reclassified as good risk
based on their CNA status. Of interest, this case was iden-
tified as having a high hyperdiploid (HeH) karyotype dur-
ing a pilot SNP-based analysis performed by our research
group. Although HeH is typically related to favorable out-
comes, about 15% of patients with this genomic subtype of
B-ALL relapse. The high concordance rate of sequence mu-
tations observed in relapsed HeH cases affecting the
CREBBP HAT domain and the Ras pathway gene KRAS,
may contribute to therapeutic resistance and could, at least
in part, explain the clinical outcome seen for this patient
(38).

Considering that treatment regimens are typically risk-
adapted, the subset of NCI standard risk patients, reclassi-
fied as poor/intermediate status depending on their CNA
profile, could have been received a more intensive chemo-
therapy for relapse prevention.

Furthermore, the UKALL-CNA classifier can be inte-
grated with known cytogenetic risk groups to establish
two genetic risk categories with prognostic impact.
Notably, the poor genetic status was recently associated
with an ex-vivo drug resistance to medications such as thi-
opurines and L-asparaginase, and consequently, with treat-
ment failure in children with leukemia (24).

It is important to consider that these tools are still expen-
sive for a country that has not developed its own technol-
ogy, however, knowing their usefulness, it is possible to
consider laboratories for centralizing this type of tests so
that they could be more accessible to all patients. In coun-
tries where mortality by childhood leukemia has not been
reduced, it is relevant to make all the efforts for identifying
which children will require for a more intensive
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chemotherapy regimens to improve their survival chances
and, on the other hand, to identify which patients will
require for a less intensive chemotherapy and reduce the
adverse events associated with treatment.

Conclusions

Our findings support previous results about the utility of the
recently developed CNA profile-based risk classification.
Using this approach, we demonstrated for the first time, that
copy number changes are associated with relapses occur-
ring very early during treatment of Mexican children with
B-ALL. Based on these results, the UKALL-CNA classifier
provides a valuable strategy, which could be implemented
and potentially improve current risk stratification schemes
of Mexican pediatric patients with this disease. Nonethe-
less, further study is required to elucidate its predictive
value with long-term outcomes and treatment response
markers such as MRD detection.
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Carta de Consentimiento Informado para participar en un proyecto de investigacion

Titulo: “Identificacion de nuevos rearreglos génicos gue causan la mayor incidencia y mayor
mortalidad en la leucemia linfobldstica aguda de nifios mexicanos”.

En este formato se le informa acerca del estudio de investigacian al que le estamos invitando a
participar, Léalo cuidadosamente vy tome el tiempo que considere necesario, ademds puede usted
realizar todas las pregunias al respecto.

Justificacion y propdsito del estudio

Le estamos invitando a participar en este estudio de investigacion porque sabemos que su hijo(a)
fue recientemente diagnosticado con leucemia linfobldstica aguda. Al igual que a usted, se invitard
a participar a padres de 100 niflos con esta enfermedad que son atendidos los hospitales piblicos
que atienden nifios con leucemia en la Ciudad de México.

La Leucemia es uno de los tipos de cincer més frecuentes en la infancia. Cada nifio con leucemia
responde de forma diferente al tratamiento de quimioterapia v esto pudiera deberse a que existe
alguna alteracion en sus genes. El proposito de la presente investigacion ¢s buscar si existe alguna
alteracion en los genes de su hijo(a) v en caso de encontrarse alguna alteracion genética, estudiar
si esta alteracion influye o no en la respuesta al tratamiento de quimioterapia.

Descripeion general del estudio v Procedimientos
Si usted autoriza que su hijo participe se realizara lo siguiente:

a) Usted y su pareja responderan a un cuestionario. El cuestionario incluye preguntas acerca
de sus nombres completos, fecha de nacimiento, caracteristicas de su vivienda,
escolaridad, ocupacion, ingreso econdmico y nimero de hijos, elc,

b) En segundo lugar, Se tomara a una muestra de la médula dsea a su hijo(a) la cual es parte
de los examenes que por rutina se le realizardn a su hijo(a) para confirmar su diagnédstico;
ademds vy si usted asi lo autoriza, una cantidad de la muestra se conservard por 5 aiios
para otros estudios con fines de investigacion y serd manejada, procesada v almacenada
bajo la supervision del Dr. Juan Manuel Mejia Aranguré.

Riesgos e inconvenientes relacionados con el estudio

En cuanto a la entrevista, ni usted ni su pareja ni su hijo corren algin riesgo; realizaremos la
entrevista en este Hospital y lo haremos en un lugar privado. Nadie mas que los investigadores,
conocerd la informacion que usted nos proporcione. En cuanto a la muestra de Médula Osea, ésta
s¢ obtendrd de la misma toma de muestra que se le realice a su hijo para conlirmar el diagnostico
de leucemia.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.

Usted(es) no obtendra(n) un beneficio directo al participar en este estudio. Los resultados del
presente estudio podrian contribuir a que se conozca mas acerca de esta enfermedad desde ¢l
punito de vista genélico. Ademas usted ni su hijo recibirdin un pago por participar en esla
investigacion.
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Confidencialidad

Toda la informacion recolectada de su nifo(a) para este estudio se considerara confidencial de
acuerdo con la Ley General de Salud en Materia de Investigacion en Seres Humanos. Para
proteger la privacidad de usted y de su nifio(a), los registros se manejardn usando un nimero de
folio y no se utilizara ni su nombre, direccion, ni teléfono, con la finalidad de no descubrir la
identidad de su hijo ni de ustedes. La informacion de usted y del (la) menor recabada en este
estudio solo serd utilizada para fines del mismo y no apareceran en reportes, conferencias ni en
informes publicados relacionados con esta investigacion.

Resultados

Usted no recibira los resultados de este estudio. Sin embargo, sus médicos tratantes tendran de
manera oportuna los resultados de su hijo (a). Si usted en cualquier momento de la investigacion,
requiriera de mayor informacion, podra(n) contactar en cualquier momento, a su médico tratante
y/ a los investigadores principales cuyos datos se encuentran al final de esta carta de
consentimiento informado. Cabe mencionar que no revelaremos por ningin motivo los resultados
de las pruebas genéticas ni de los datos de la entrevista a ninguno de sus parientes ni a ninguna
otra persona. Los resultados obtenidos de esta investigacion no seran comercializados con fines
de lucro.

Participacion o retiro

Queremos hacer de su conocimiento, el compromiso que tenemos de dar respuesta a cualquier
pregunta y aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos, riesgos, beneficios y otros
asuntos relacionados con la investigacion. Su participacion en este estudio ¢s completamente
voluntaria y sin costo. Si usted decide no participar, su hijo recibiri la atencién médica que
suele recibir todo nifio con esta enfermedad en esta Institucion Hospitalaria. Esto quiere
decir, que no afectara su relacion con este hospital ni el derecho que su hijo(a) tiene para
obtener una atencién adecuada.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede abandonar el
estudio en cualquier momento, es decir puede solicitar que se destruya y no se analice la muestra
de su hijo, y puede también solicitar que los datos de la entrevista no se utilicen en la
investigacion. El abandonar el estudio en el momento que quiera no modificard de ninguna
manera los beneficios que usted tiene como paciente de esta Institucion, solo tendria que ponerse
en contacto con los investigadores principales a los teléfonos o en la direccién que aparecen al
final de este documento.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones

Si usted(es) tiene(n) dudas, preguntas o quicren tener contacto con los investigadores principales
del presente estudio, ustedes podran comunicarse con el Dr. Juan Manuel Mejia Aranguré
Teléfono 56276900 extension 21216. Correo electronico: arangurejm@hotmail.com;
juan.mejiaa@imss.gob.mx.

Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha
leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia
de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.
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Nombre del Paciente

Nombre del papd o Tutor

Firma del papa o Tutor Fecha

Nombre de la mama o Tutora

Firma de la mama o Tutora Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante v he contestado todas sus preguntas.
Creo que cllella entiende la informacion descrita en este documento y libremente da su
consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obiener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el CI Fecha
Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que el/la participante firm¢ este formato de consentimiento
informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha
Nombre del Testigo 2 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha

Existe la posibilidad de que en un fituro se puedan wiilizar en oiros estudios las muestras de su
hijora) para el estudio de genes (Por favor marque con una X una de las opciones cajas que se
presentan abajo).

Autorizo que se conserve la muestra de mi hijo (a) para utilizarla en las pruebas genéticas
de Médula Osea y de otros estudios: Si|_ | No|_|

Con copia para los padres del participante.
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Carta de Asentimiento Informado

Nombre del Estudio: “ldentificacion de nuevos re-arreglos génicos que causan la mayor
incidencia y mayor mortalidad en la leucemia linfoblistica aguda de nifios mexicanos™.

Hola, mi nombre es (nombre de quien solicita el
asentimiento). Quiero invitarte a participar en un estudio en donde buscamos estudiar los genes
que se estan en tu médula dsea. Los genes son lo que heredamos de nuestros abuelos y de nuestros
padres y que nos hace diferentes a otras personas, estos genes estan en nuestra sangre, en nuestra
médula dsea y en todo nuestro cuerpo.

Si th quieres puedes estar en nuestro estudio, el cual se trata de tomarte un poco de médula dsea
al momento que tu médico tratante te realice un estudio que se llama aspirado de médula dsea.
Después de tomar un poco de tu médula dsea nosotros revisariamos en un laboratorio los genes
que hay en tu médula dsea. De esta forma t ayudaras a que se conozca mas acerca de la leucemia.
Debo decirte que ni ta ni tus papds ni nadie mas que las personas que hacen este estudio sabran
como estan tus genes, es decir no se te dard ni a ti ni a tus papds el resultado de este estudio.

Tu(s) papas (papa/mama) saben que te estamos invitando a que seas parte de este estudio y a ellos
también se les preguntard si nos dejarian tomarte un poco de la médula dsea que tu médico tratante
te tomara al momento de realizarte el estudio que te comenté y asi estudiar tus genes. Si ellos
dicen que S1, y ti también dices que S1, tomaremos un poco de tu médula dsea.

Si th no quieres estar en mi estudio nadie se enojard contigo o si primero dices que si quieres estar
en el estudio y después te arrepientes también te respetaremos v no te tomaremos ninguna muestra
de médula, o en caso de que va te la hubiéramos tomado no la usaremos para nuestro estudio,

Nombre del participante Fecha
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