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RESUMEN

Introduccién: La leucemia linfoblastica aguda de precursores B (LLA pre-B) es el cancer pediatrico
mas comun en México, al menos el 30% de los casos presentan recaidas no asociadas a las fusiones
génicas recurrentes (FGR) en esta enfermedad y el 37% de los pacientes con diagnéstico de LLA
pre-B atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria tampoco muestran dichas alteraciones por lo que
podrian pertenecer al subtipo molecular denominado similar a Filadelfia o Ph-like. Este subtipo
constituye del 10 al 15% de la LLA pre-B pediatrica y se caracteriza por la ausencia de FGR,;
alteraciones en genes involucrados en la sefalizacién de tipo tirosina cinasas como CRLF2, genes de
diferenciacion linfoide como IKZF1, etnicidad hispano latina, y mal pronéstico. El diagndstico de este
subtipo es importante debido a la posibilidad del uso de inhibidores de tirosina cinasas en estos
pacientes, no obstante, hasta ahora no existen estudios que describan al subtipo Ph-like y estimen su
frecuencia en pacientes mexicanos con LLA pre-B. Objetivo general: Detectar pacientes pediatricos
con LLA pre-B del subtipo Ph-like a través de la busqueda de las alteraciones genéticas mas
frecuentes del grupo. Metodologia: Se estudiaron 118 pacientes pediatricos con LLA pre-B; 98 de
ellos negativos para las FGR y 20 pacientes positivos a éstas. Se les realizdé un perfil de expresion
génica (PEG), por RT-PCR cuantitativa, que abarca seis genes recurrentes en firmas de expresion
Ph-like, incluyendo a CRLF2. Se buscaron los rearreglos mas frecuentes de CRLF2, la delecién
P2RY8-CRLF2, por FISH y/o RT-PCR, la translocacion IGH-CRLF2, por FISH, y detectaron
transcritos de isoformas dominantes negativas de IKZF1 (por RT-PCR anidada). Se consider6 a un
paciente como Ph-like cuando se observé: a) Sobreexpresién del 83 al 100% de genes del PEG; b)
Sobreexpresion del 50 al 66% de genes del PEG en conjunto con la translocacion IGH-CRLF2 y/o un
valor de sobreexpresion de CRLF2 superior al cuartil 3 (q3=681.1). Algunos pacientes identificados
como Ph-like fueron seleccionados para la busqueda de deleciones y/o duplicaciones asociadas al
subtipo mediante microarreglos de hibridacién gendémica comparativa (aCGH). Se compard la
frecuencia de caracteristicas clinicas asociadas de pronéstico adverso y favorable entre pacientes
Ph-like y no Ph-like utilizando la prueba exacta de Fisher. Resultados: La frecuencia del subtipo Ph-
like en la poblacién de estudio fue del 35% (41 de 118), la translocacion IGH-CRLF2 fue la unica
alteracion genética exclusiva de este subtipo; el analisis mediante aCGH revel6 deleciones en genes
de desarrollo linfoide (p ej. BTLA/CD200, EBF1, IKZF1,PAX5,ETV6 y BTG1) y regulacion del ciclo
celular (CDKN2A/B y CDKN1B) y la cuenta de leucocitos = 50x10%L fue significativamente mayor en
pacientes Ph-like en comparacion con los pacientes no Ph-like (p = 0.015). Discusioén: La frecuencia
del subtipo Ph-like encontrada en este trabajo es la mas alta descrita hasta el momento, estos
resultados sugieren que existe mayor susceptibilidad al subtipo Ph-like en la poblacién de estudio.
Conclusiones: El analisis del PEG y de las alteraciones de CRLF2 ylo IKZF1 permitieron la
deteccidn del subtipo Ph-like. En estos pacientes es necesario un diagndéstico oportuno debido a su

elevada frecuencia observada y a la presencia de caracteristicas clinicas de prondstico adverso.



ABSTRACT

Introduction: Precursor-B acute lymphoblastic leukemia (pre-B ALL) is the most common pediatric
cancer in Mexico, at least 30% of the cases present relapses not associated with recurrent gene
fusions in this disease and 37% of patients diagnosed with pre-B ALL attended at the National Institute
of Pediatrics do not show such alterations either. Based on this, these cases could belong to the
molecular subtype called Ph-like, which represents 10-15% of the childhood pre-B ALL and is
characterized by absence of the recurrent gene fusions. Besides, they present abnormalities in genes
involved in tyrosine-kinase signaling pathway as CRLF2, in lymphoid differentiation as IKZF1, and
frequently present Hispano-Latino ethnicity and poor prognosis. It is very important to diagnose this
subtype since it is possible to use target-specific treatment with tyrosine-kinase inhibitors. Until now,
there are no studies that describe the Ph-like subtype in Mexican patients and estimate their
frequency. Aim: To detect pediatric patients with pre-B ALL of the Ph-like subtype by screening the
most frequent subtype’s genetic abnormalities. Methods: We studied 118 children patients with pre-B
ALL, 98 negative and 20 positive to recurrent gene fusions. Their gene expression profile (GEP) was
analyzed by quantitative RT-PCR, which estimates the overexpression of six genes including CRLF2.
We screened the classic CRLF2 rearrangements, the deletion P2RY8-CRLF2 by FISH and/or RT-
PCR, and the IGH-CRLF2 translocation by FISH. Additionally, we detected the dominant negative
isoforms of IKZF1 (by nested RT-PCR). We considered the following criteria to define the patients of
the Ph-like subtype: a) Patients who overexpressed 83-100% of the GEP; b) Patients who
overexpressed 50-66% of the GEP with the IGH-CRLF2 translocation and/or with CRLF2
overexpression above the value of the quartile 3 (q3=681.1). Selected patients determined as Ph-like
were analyzed by comparative genomic hybridization microarray (aCGH) for detecting deletions or
duplications associated to the Ph-like subtype. The frequency of clinical characteristics associated to
adverse and favorable prognosis between Ph-like and non-Ph-like patients was compared using
Fisher's exact test. Results: The frequency of the Ph-like subtype in the analyzed population was 35%
(41/118); the IGH-CRLF2 rearrangement was the unique abnormality exclusive in the Ph-like patients.
The aCGH analysis revealed deletions involving lymphoid development genes (BTLA / CD200, EBF1,
IKZF1, PAX5, ETV6 and BTG1) and cell cycle regulation genes (CDKN2A/ B and CDKN1B).
Regarding to the clinical features, the white blood cell count 250x10%L was significantly higher in Ph-
like compared to non-Ph-like patients (p 0.015). Discussion: The frequency of the Ph-like subtype
observed in this study represents the highest reported to date. These results suggest that the studied
population are particularly susceptible to be diagnosed with the ALL Ph-like subtype. Conclusions:
The analysis of GEP, and the screening of CRLF2 and/or IKZF1 abnormalities, allowed the detection
of the Ph-like subtype. The diagnosis of Ph-like patients is mandatory since they high frequency

observed and due to they presents clinical characteristics of adverse prognosis.



1. INTRODUCCION

1.1 Cancer pediatrico en México

El cancer representa la principal causa de muerte por enfermedad en poblacion pediatrica, de 0 a 18
afios, de paises en vias de desarrollo. Hasta el afio 2015, aproximadamente el 50% de la poblacion
mexicana recibié atencion médica por el programa de seguridad social denominado Seguro Popular,
el cual registré en ese afno 3,433 casos nuevos de cancer pediatrico de los cuales el 59.4% (2038)

fueron diagnosticados como leucemia (Figura 1 y Anexo 1-Tabla 1) (V.

De acuerdo con informacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en México se registraron
5,169 casos de cancer en nifios y adolescentes, de 0 a 14 afios, durante el afio 2018 ??. La leucemia
es el tipo de cancer mas frecuente en nifios, las estadisticas del Seguro Popular en México
mencionan que hasta el afio 2015 la leucemia linfoblastica aguda (LLA) fue el tipo de cancer mas
frecuente en nifios, ya que representd el 83% del total de casos de leucemia (49.3% de 59.4%)

(Figura 1).

Otras LLA Leucemia
neoplasias 49.3% 59.4%
40.6%
Otras
leucemias
10.1%

Figura 1: Prevalencia de leucemia en 2038 pacientes pediatricos registrados en el Seguro Popular entre el 2007 y
2015. La leucemia representa el 59.4% de los casos de cancer infantil, la mas comun es la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) Modificado de Rivera-Luna et al., (2017) ".

En 2015 se refirid una incidencia de LLA de 79.8 nuevos casos por millén de habitantes, la cual es
alta en comparacion con lo descrito en otras poblaciones; por ejemplo, Quiroz et al., (2018) “)
reportaron una incidencia de 40 nuevos casos de LLA por millon por afio en poblacién pediatrica
hispana residente en Estados Unidos de América (EE.UU.), 35.6 en caucasicos no hispanos de

EE.UU., 52.2 en poblacién de Costa Rica y 34.16 en poblacién Argentina. Debido a lo anterior, la LLA
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se considera un grave problema de salud publica en diferentes regiones del continente americano

incluyendo nuestro pais .

1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda
1.2.1 Definicién

La LLA es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la proliferacion descontrolada de células
linfoides inmaduras en la médula ésea y la sangre. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad
estan relacionadas con la proliferacion de las células leucémicas y su infiltracion a los tejidos

normales, lo cual perturba la homeostasis del organismo ©.
1.2.2 Etiologia

La LLA es generada por la interaccion entre factores exdégenos como la exposicion a campos
magnéticos, radiacion ionizante, compuestos quimicos (p. ej: benceno, etopdsido) , algunos tipos de
agentes infecciosos (p. ej: virus linfotrépico de células T tipo 1) y factores enddégenos de origen
genético como la presencia de variantes alélicas en genes asociados con el desarrollo de la
enfermedad (p ej: polimorfismos de nucledtido uUnico en los genes ARID5B, IKZF1, CDKN2A vy
CEBPE), susceptibilidad asociada a sindromes genéticos como el sindrome de Down, Bloom, ataxia
telangiectasia, entre otros (Figura 2A) ®7). De acuerdo con la hipdtesis de Greaves se necesitan al
menos dos lesiones genéticas para promover el desarrollo de la LLA, primero ocurre la formacién de
rearreglos cromosomicos capaces de inducir el proceso de leucemogénesis (Figura 2B), y
posteriormente se adquieren alteraciones secundarias en genes que controlan los procesos normales
de diferenciacion, proliferacion y supresion del crecimiento (Figura 2C) ®7). Las alteraciones genéticas
provocan que las células adquieran un fenotipo leucémico caracterizado por la auto renovacion,

arresto de la diferenciacion y proliferacion aumentada © 819

1.3 Clasificacién de la LLA y estratificacion en grupos de riesgo

La LLA es la neoplasia maligna mas comun en etapa pediatrica y tiene una mayor incidencia entre los
2 y 5 afios de edad. El diagndstico de la LLA se integra por la observacion de un incremento anormal
de linfoblastos mediante analisis citomorfolégico, la determinacion de la expresion citoplasmatica o en
superficie celular de marcadores de linaje (inmunofenotipo), y la deteccién de alteraciones genéticas

cromosdmicas y sub microscopicas con valor prondstico © 7.



LLA

Variantes alélicas Rearreglos cromosémicos Alteraciones secundarias

Figura 2. Origen genético de la LLA. A. Variantes alélicas: polimorfismos de nucleétido Unico (SNP’s, por sus siglas en
ingles) en los genes especificos B. rearreglos cromosémicos que forman genes y proteinas de fusion, por ejemplo BCR-
ABL1. C. alteraciones secundarias que permiten la auto renovacion, proliferacion y arresto en la diferenciacion de las células

leucémicas. Modificado de Mullighan et al., (2013) "

Es esencial conocer el inmunofenotipo de las células leucémicas por citometria de flujo para definir el
tipo de LLA de acuerdo al linaje celular afectado. La LLA se clasifica con base en el inmunofenotipo
en LLA de precursores T (LLA pre-T) y de precursores B (LLA pre-B), siendo este ultimo el mas
frecuente (83% de los casos de LLA). Los marcadores mas importantes para el diagndstico diferencial

y clasificacion de la LLA pre-B son:

A. LLA pre pro -B: CD10%, CD19", CD34", CD38"
B. LLA pro-B: CD10%,CD19%, CD34", CD20*,CD24"*, CD38", CD22", TdT *
C. LLA pre- B: CD10%, CD19%, CD34", CD20", CD24*,CD38*,CD22%,CD79q, cadena p

citoplasmatica *

Los tres subtipos mencionados corresponden a etapas tempranas de la diferenciacién porque no
muestran un receptor BCR completo en la superficie celular, y son definidos en conjunto como LLA

pre-B ©.

Uno de los sucesos mas importantes en la oncologia clinica pediatrica es la mejoria de las tasas de
curacion de la LLA, de 10% en los afos 1960 a cerca del 90% en la actualidad. El principal factor
responsable de esta mejoria es la aplicacion de un tratamiento personalizado de acuerdo a la
estratificacion en grupos de riesgo estandar y alto, tomando en cuenta las caracteristicas clinicas que

estan presentes al momento del diagndstico y las caracteristicas bioldgicas de la enfermedad 7+ ™.



Los pacientes con LLA pre-B son estratificados en grupos de riesgo alto y estandar con base en las

siguientes caracteristicas clinicas:

A. Edad. Se consideran de alto riesgo los pacientes con edad menor o igual a 1 afio o mayor o igual a
10 anos al momento del diagnostico, y de riesgo estandar a los que tienen una edad entre 1 afio y

son menores a 10 afios 12,

B. Cuenta de leucocitos. Los pacientes con una cuenta inicial de leucocitos =50,000/mm?® son
considerados de alto riesgo, debido a que esto favorece las alteraciones vasculares oclusivas en la
circulacion del sistema nervioso central, pulmones, zona mesentérica y renal; ademas favorece la
infiltracion de las células leucémicas a “sitios santuario”, a diferencia de los pacientes con cuenta de

leucocitos <50,000/mm?®los cuales son clasificados como de riesgo estandar 2.

C. Género. Los varones tienen una desventaja en la supervivencia con respecto a las mujeres, debido
a que los testiculos representan un sitio de dificil acceso para la respuesta inmune y la quimioterapia,
en consecuencia es un sitio frecuente de recaida. En el protocolo rutinario del grupo de oncologia
pediatrica (COG por sus siglas en inglés) los varones son tratados por un afo completo adicional, a

diferencia de las mujeres, para compensar la desventaja de género en el prondstico 2.

D. Respuesta temprana al tratamiento. Este es un factor importante para determinar una terapia
subsecuente a la inicial, y es determinado por la morfologia de la médula ésea después de una o dos
semanas de iniciada la terapia de induccion, o por la medicién de los niveles de enfermedad minima
residual (EMR) por citometria de flujo o reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) "2,

E. Origen étnico-racial: Las diferencias étnico raciales tienen un impacto en el prondstico, no sélo por
factores socioecondmicos, sino porque entre grupos poblacionales existen diferencias en la
frecuencia de caracteristicas moleculares de alto riesgo. Por ejemplo, los individuos con ascendencia
hispano-latina tienen una menor frecuencia de la alteracién de buen pronéstico t(12;21), y una mayor
frecuencia de alteraciones de mal prondstico como los rearreglos somaticos de CRLF2 con respecto

a individuos caucasicos no hispanos *72).

1.4 Alteraciones genéticas de la LLA pre-B

La LLA pre-B es el tipo de LLA mas comun, y es caracterizada por la adquisicion secuencial de
alteraciones genéticas que dirigen la iniciacion y el mantenimiento de las clonas leucémicas; éstas

pueden ser lesiones genéticas somaticas macroscopicas como alteraciones cromosdémicas numericas
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y estructurales, o alteraciones genéticas submicroscopicas como microdeleciones, duplicaciones o

mutaciones puntuales "'V .

Las alteraciones cromosdmicas son la principal caracteristica en la
patogénesis de la LLA pre-B y son consideradas eventos primarios responsables de la iniciacion de la
clona pre-leucémica, la cual subsecuentemente adquiere cambios genéticos secundarios que la
convierten en una clona leucémica. De esta forma, las alteraciones primarias estan presentes en
todas las células leucémicas a diferencia de las alteraciones secundarias, las cuales solo estan
presentes en subclonas leucémicas y pueden ganarse o perderse durante la evolucion de la

enfermedad 717,

1.4.1 Subtipos moleculares de LLA pre-B

La identificacion de las alteraciones cromosdmicas numéricas o estructurales permite definir subtipos
moleculares de LLA pre-B, dichos subtipos estan asociados a una estratificacion de riesgo especifica.
Como subtipos con alteraciones cromosdmicas numéricas podemos encontrar a la hiperdiploidia y la
hipodiploidia. En la primera, el cariotipo de las células leucémicas presenta al menos 8 cromosomas
(X,4,6,10,14,17,18 y 21) que se ganan en el 75% de los casos, esta asociada con un prondstico
favorable y puede detectarse mediante cariotipo con bandas GTG, FISH (Hibridacion in situ con
fluorescencia, por su siglas en inglés) con sondas centroméricas para los cromosomas mas
frecuentemente ganados, o midiendo el contenido de ADN por citometria de flujo ™. En la
hipodiploidia, el cariotipo de las células leucémicas se caracteriza por un numero de cromosomas
menor a 46 y se clasifica en alta (40-43 cromosomas), baja (31-39 cromosomas) y cercana a la
haploidia (24-29 cromosomas), ésta puede detectarse por cariotipo o indice de ADN, se asocia a mal

prondstico que empeora de acuerdo a la mayor pérdida de cromosomas '",

Los subtipos con alteraciones cromosdmicas estructurales se caracterizan por la presencia de
translocaciones que pueden detectarse mediante cariotipo o FISH, estas translocaciones forman
fusiones génicas recurrentes (FGR) en la LLA pre-B que pueden detectarse por PCR con
retrotranscripcion (RT-PCR, por su siglas en inglés) (Tabla 1). Las translocaciones cromosémicas
forman genes de fusion que alteran la regulacion de la hematopoyesis normal y el desarrollo linfoide,
provocan la sobreexpresion de oncogenes, o activan de forma constitutiva la sefalizacion mediada

por proteinas tirosina cinasas ",



Tabla 1. Translocaciones cromosomicas recurrentes en LLA pre-B.

Translocacién Fusién génica Prondstico
t(12;21)(p13;922) ETV6-RUNX1 Favorable
t(1;19)(923;p13) TCF3-PBX1 Desfavorable
t(9;22)(q34;911) BCR-ABL1 Desfavorable

t(v;11)(v;923)* var-KMT2A* Desfavorable

* Los rearreglos del gen KMT2A involucran a 11923 con una amplia variedad de parejas posibles

1.4.2 LLA pre-B del subtipo Philadelphia positivo

El cariotipo de los blastos en este subtipo de LLA pre-B muestra al cromosoma Philadelphia, que
corresponde al der(22) de la translocacion t(9;22)(q34;911). Esta alteracion une al extremo 5’ del gen
BCR en 22q11.2 a la porcion 3’ del gen ABL1 en 9q34, formando la fusién oncogénica BCR-ABL1
que codifica a una proteina quimérica con una actividad exacerbada de tirosina cinasa. La cinasa
anormal provoca la desregulacion de las vias de sefalizacién Abl, PI3K/Akt/mTOR, Jak2-Stat5 y
MAPK cinasas, permitiendo la proliferacion y la resistencia a la muerte celular ¥. El 75-90% de los
casos de LLA pre-B Ph+ se acompanan de deleciones en el gen IKZF1, |la haploinsuficiencia de este

gen coopera con la expresion de BCR-ABL1 empeorando el pronéstico ),

La fusion BCR-ABL1 es poco frecuente en la LLA pre-B pediatrica (del 1 al 3% de los casos), cuando
estos pacientes son tratados con un esquema de quimioterapia estandar tienen un prondstico
desfavorable; en cambio, la combinaciéon de la quimioterapia con imatinib (un inhibidor de tirosina
cinasa) ha mejorado las tasas de supervivencia de los pacientes con LLA pre-B Ph+, el 95% de los

casos logran una remisién completa y la tasa de supervivencia a 3 afios es del 55% "%
1.4.3 LLA pre-B negativa a las alteraciones genéticas recurrentes.
Aproximadamente 75% de la LLA pre-B pediatrica porta alteraciones genéticas recurrentes asociadas

a un pronoéstico especifico, sin embargo, existe un subgrupo denominado “Otros B” que no presenta

ninguna de las alteraciones cromosdmicas recurrentes con valor pronéstico (Figura 3A) ().
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Figura 3. Subtipos moleculares de LLA pre-B. A. La mayoria de los casos presentan alteraciones cromosoémicas con
valor prondstico (azul), excepto el subtipo “Otros B” (amarillo) en el cual no se observan alteraciones genéticas que permitan
la estratificacion en grupos de riesgo. B. La caracterizacion gendmica del subgrupo “Otros B” ha permitido el descubrimiento

de nuevos subtipos con valor prondstico (morado, gris y blanco). Modificado de Inaba et al., (2013) ®),

En la dltima década, los avances en la genémica del cancer han permitido definir biomarcadores para
el subtipo “Otros B” (Figura 3B), en este subtipo los estudios genémicos ha revelado variaciones en el
numero de copias en genes de diferenciacion linfoide (p. ej. PAXS, IKZF1, RUNXT), regulacion del
ciclo celular (p. ej. TP53, EBF1) y proliferacién (p. ej. CRLF2, ABL1, JAK2) y existe evidencia que
permite asociar estas alteraciones a un prondstico desfavorable. Por otra parte, los estudios mediante
microarreglos de expresion en los subtipos moleculares de LLA pre-B han permitido la deteccion de
un subtipo cuya firma de expresién génica es similar a la del subtipo Philadelphia positivo, pero éste
no posee la fusién oncogénica BCR-ABL1; a este nuevo subtipo se le denominé similar a Philadelphia

positivo o Ph-like '?).

1.5 Subtipo Ph-like.

El subtipo Ph-like es reconocido como una entidad provisional por la OMS, desde el 2016. Las
publicaciones de distintos grupos identifican a este subtipo como de alto riesgo, y estiman que
representa aproximadamente del 10 al 15% en nifios y del 15 al 20% de los casos de adolescentes
con LLA pre-B; la frecuencia de este subtipo incrementa con la edad y también varia entre distintas
poblaciones "®. Entre las principales caracteristicas referidas para el subtipo Ph-like se encuentran:
1) un perfil de expresién génica similar al del subtipo Ph+; 2) ausencia de la fusion BCR-ABL1 y del
resto de los genes de fusidon generados por las translocaciones cromosémicas recurrentes en LLA
pre-B; 3) una amplia variedad de alteraciones genéticas que desrregulan la sefalizaciéon de
receptores de citocinas y proteinas tirosina cinasas, principalmente la senalizacion de Jak2-Stat5, Abl

y Ras; 4) rearreglos del gen CRLF2 en aproximadamente 50% de los casos; 5) alteraciones en genes
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que regulan el proceso de diferenciacién de linfocitos B, principalmente en el gen IKZF1 que se altera

en el 70 al 80% de los casos Ph-like; 5) prondstico adverso y alto riesgo de recaida & 69,

El subtipo Ph-like fue originalmente reportado por dos grupos de investigacién independientes en
2009. El Grupo Holandés/Aleman de Oncologia Pediatrica (DCOG, por sus siglas en ingles), utilizé un
microarreglo de Affymetrix con 110 sondas agrupadas en un cluster jerarquico para la identificacion
del perfil de expresion génica (PEG) de los principales subtipos de LLA. Ellos encontraron dentro de
los casos “Otros B” a un grupo de pacientes con un PEG similar al de los casos BCR-ABL1 positivos,
pero que no portaban la fusion BCR-ABL 1. Este grupo fue denominado BCR-ABL1 like y se encontré
en 19% de la cohorte del Grupo de Oncologia Pediatrica de la Leucemia Linfoblastica Aguda (COALL,
por sus siglas en inglés) y en el 15% de una cohorte de validacion del DCOG. Los casos BCR-ABL1
like definidos por el clasificador del grupo DCOG estan caracterizados por deleciones frecuentes en
genes de desarrollo linfoide, principalmente /KZF1, la presencia del dicéntrico dic(9;20) y la

amplificacién iAMP21 (Figura 4) 72021,

El grupo estadounidense conformado por el COG y el St. Jude Children’s Research Hospital, utilizé
un microarreglo de Affymetrix de 255 sondas para analizar el PEG de los subtipos moleculares de
LLA, en una cohorte de 207 pacientes pediatricos de alto riesgo. Utilizando tres diferentes algoritmos
bioinformaticos identificaron ocho diferentes perfiles, uno de los cuales se caracterizd por presentar
una similitud altamente significativa con el PEG Ph+, por lo cual fue denominado Ph-like y represent6
el 12% de la cohorte analizada. Este subtipo mostré sobreexpresion de CRLF2, deleciones del gen

IKZF1 y de otros genes de factores de transcripcion de desarrollo linfoide; fue altamente frecuente en

poblacién de origen hispano-latino y mostré mal pronéstico (Figura 4) ®729,
iAMP21
Fusiones activadoras de cinasas
Clasificador Delecion de genes de desarrollo linfoide. Clasificador
DCOG COG St. Jude

CRLF2
dic(9;20) i
Hispano-Latino
mutacion JAK2

Figura 4. Caracteristicas del subtipo Ph-like de acuerdo a dos tipos de clasificadores. Clasificador DCOG (naranja),
Clasificador COG-St Jude (azul) y ambos clasificadores (verde). Modificado de Roberts et al., (2017) 7.
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Existen diferencias entre los clasificadores DCOG y COG-St Jude, por ejemplo, CRLF2 no esta
incluido en la firma BCR-ABL1-like holandesa, pero si en la firma Ph-like estadounidense, sin
embargo, esto puede explicarse por los diferentes origenes étnicos de las cohortes para las que fue

disefiado cada clasificador (Figura 4) (1%,

1.5.1 Alteraciones genéticas del subtipo Ph-like

En contraste con el resto de los subtipos genéticos de LLA pre-B que poseen una sola alteracion
genética inicial, los pacientes Ph-like tienen un complejo panorama genético (Anexo 1-Tabla 2). Han
sido identificados aproximadamente 60 rearreglos en 15 genes que codifican para cinasas o
receptores de citocinas; éstas incluyen rearreglos de CRLF2, fusiones de genes de la clase ABL,
rearreglos de los genes JAK2, EPOR, mutaciones activadoras de la via Jak2-Stat5 o de la
sefializacion de Ras, entre otras fusiones menos comunes. Ademas, la frecuencia de estas

alteraciones varia entre distintas poblaciones y grupos de edad (Figura 5) "'®.

A. Nifios B. Adolescentes
Desconocido Otras .
catar:ass 10% CRLF2r Ras cinasas Desconocido

2% 5% 3% CRLF2r
ABLr
1%

4%
Ras
8%
Otras
Jak-Stat _}
7%

EPORr . CRLF2r
Otras Jak- 1% JAKr JAK wt
Stat 6% 39%

ABLr
14%

14%

Figura 5. Alteraciones genéticas del subtipo Ph-like. Alteraciones que involucran a la via Jak2-Stat5 (morado), Abl (azul)

y Ras (naranja) mut: mutacion. Modificado de Roberts ef al., (2015) 19,

1.5.2 Alteraciones del gen CRLF2

El gen CRLF2 (Receptor de citocinas similar al factor 2, por sus siglas en inglés) esta ubicado en la
region pseudoautosémica 1 (PAR1, por sus siglas en ingles) en Xp22.3/Yp11.3. Codifica el receptor
de linfopoyetina estromal timica, el cual forma un heterodimero con el receptor alfa de la interleucina
7 para facilitar la unién del ligando, y permitir la sefalizacién rio abajo que dirige procesos de

linfopoyesis ",
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El gen CRLF2 se encuentra alterado en aproximadamente 50% de los casos Ph-like y en 30-50% de
los casos de LLA pre-B asociados al sindrome de Down. Los principales mecanismos de
desregulacion de CRLF2 son: 1) la translocacién IGH-CRLF2, que yuxtapone a la region codificante
de CRLF2 con los elementos potenciadores de la transcripcion del locus de genes de cadenas
pesadas de inmunoglobulinas IGH en 14q32.3 (Figura 6A y 6B); 2) la fusion P2RY8-CRLF2, que
ocurre debido a una microdelecion en PAR1 que yuxtapone al promotor del gen P2RY8 (muy activo
en linfocitos pre/pro-B) con el marco de lectura completo del gen CRLF2 (Figura 6A y C); 3) la
mutacion puntual Phe232Cys, que provoca la homodimerizacion de la proteina CRLF2 a nivel de
membrana mediante puentes disulfuro. Debido a estos tres mecanismos la leucemia Ph-like, con
alteraciones de CRLF2, muestra hiperactividad de las vias de sefializacion Jak2-Stat5, PI3K-Akt-
mTOR y Bcl2 aun en ausencia del ligando de CRLF2. En particular, la activacion de Jak2-Stat5 se
puede evaluar por la cuantificacién de los niveles de pSTATS5; en estos casos se ha observado una

disminucion de los niveles de pSTATS5 con el inhibidor ruxolitinib a nivel experimental & 1622,

(A) En
Translocacion 14g32.3
Pr
CRLF2 (PAR1)
S CRLF2 | P2RYS i N MU
Delecién
(B) IGH-CRLF2 En (C) P2RY8-CRLF2

Pr

Rl\-{-/ ‘ RNAmf(_

Figura 6. Rearreglos de CRLF2. (A) El gen CRLF2 ubicado en la region PAR1 se yuxtapone con el promotor (Pr) del gen
P2RY8 a causa de una delecion intersticial, y con el potenciador (En) del locus /GH a causa de una translocacion. (B) La
translocacién IGH-CRLF2: en el cromosoma derivativo 14, los elementos En del locus de /IGH se colocan adyacentes al gen
CRLF2 produciendo la sobreexpresién de la proteina completa. (C) La fusion P2RY8-CRLF2: la delecion de
aproximadamente 320Kb en PAR1 provoca la sobreexpresion de un transcrito de aproximadamente 1342pb compuesto de
la region 5’UTR de P2RY8 unida al exén 1 del gen CRLF2, el cual se traduce en una proteina CRLF2 completa. CEN.

centromero, TEL. teldémero, Modificado de Tasian y Loh (2011) @)

La frecuencia de alteraciones de CRLF2 es dependiente de la edad, P2RY8-CRLF2 es mas comun
en nifos con una edad media de 4 afos, mientras que la frecuencia de IGH-CRLF2 incrementa en
adolescentes con una edad media de 14 afios. El origen étnico también influye en la frecuencia de
alteraciones de CRLF2, especificamente /GH-CRLF2 es mas frecuente en pacientes de origen

(16, 22)

hispano En pacientes pediatricos, aproximadamente la mitad de los casos con rearreglos de
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CRLF2 tienen mutaciones activadoras en JAK1 y JAK2 (Figura 5A); la mas frecuente es la mutacion

no sinénima R683G en el dominio pseudocinasa de JAK2 @Y.

Los rearreglos del gen CRLF2 producen su sobreexpresion a nivel de transcrito y de proteina, lo cual
puede cuantificarse mediante RT-PCR en tiempo real y citometria de flujo, respectivamente; en todos
los casos positivos a la translocaciéon IGH-CRLF2 se detecta la sobreexpresion del ARN mensajero
(ARNm) de CRLF2, en cambio, algunos casos positivos a la delecion P2RY8-CRLF2 no sobre-
expresan CRLF2 debido a que esta alteracion puede estar presente en clonas minoritarias %%, La
translocacion /GH-CRLF2 es reconocida como una alteracion inicial en el proceso de
leucemogénesis, a diferencia de la fusion P2RY8-CRLF2, la cual generalmente es adquirida como un
evento secundario y se encuentra presente en subclonas leucémicas acompafnando a una alteracién
inicial como la intra-amplificacion del cromosoma 21 (iIAMP21). La amplificacion iAMP21 constituye
un subtipo definido de LLA pre-B de mal pronéstico que se presenta en aproximadamente 2% de los
casos de LLA pre-B en poblacién general. En particular, Rand et al., (2011) ®® reporta la presencia de
la delecion P2RY8-CRLF2 en el 24% de los pacientes de una cohorte seleccionada por poseer la
iAMP21, en contraste, Harrison (2015) ") refiere que 14% de los casos P2RY8-CRLF2 coexisten con
la iIAMP21#%. Cabe mencionar que esa alteracion se encontré6 en 14% de los pacientes Ph-like

caracterizados por el Grupo Holandés/Aleman DCOG .

1.5.3 Otras alteraciones Ph-like que afectan la seializacion Jak2-Stat5

Ademas de la alteracion de CRLF2, la activacion constitutiva de la via Jak2-Stat5 se asocia a otros
dos rearreglos recurrentes en Ph-like, translocaciones y deleciones intersticiales que involucran al
gen JAK2y al gen EPOR (Anexo 1-Tabla 2) ®Y. JAK2 es el gen mas promiscuo del subtipo Ph-like, ya
que forma fusiones génicas con al menos 20 genes diferentes. La mayoria de estas fusiones
interrumpen el marco de lectura de JAK2 dejando intacta la secuencia del dominio tirosina cinasa y
uniéndola a la secuencia de su pareja génica en 5, que usualmente provee un dominio de
dimerizacion para la autofosforilacion y activacion de la via Jak2-Stat5 en ausencia del ligando #¥.
Los rearreglos del gen EPOR involucran a cuatro parejas génicas IGH, IGK, LAIR1y THADA (Anexo
1-Tabla 2) ¥: el mas comun es la insercion del gen EPOR en el locus de /GH. Los cuatro posibles
rearreglos del gen EPOR producen la sobreexpresién del receptor de eritropoyetina con el extremo C
terminal trunco, esto provoca la pérdida del dominio de autoregulacion y la activacion constitutiva de

la sefializacion Jak2-Stat5 en las células leucémicas “®.

Otras alteraciones que activan a la via Jak2-Stat5 en Ph-like incluyen mutaciones en la secuencia de
los miembros de la familia JAK (JAK7-3), mutaciones homodimerizantes del receptor alfa de

interleucina (/L7Ra), y deleciones focales en el gen SH2B3 que codifica a Lnk, que es un regulador
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negativo de la via de Jak. En menor frecuencia se presentan los rearreglos en TYK2 e IL2RB, los

cuales pueden activar la sefializacion de Jak2 y Jak3 (Anexo 1-Tabla 2) %,

1.5.4 Alteraciones que desregulan la sefializaciéon de Abl y Ras

Aproximadamente 10% de los casos Ph-like poseen genes de fusion que involucran a cinasas
capaces de activar la via de sefalizaciéon de Abl. Los genes involucrados incluyen a ABL1, ABL2,
CSF1R, PDGFRA y PDGFRB; todas las fusiones dejan intacto el dominio carboxilo terminal de clase
Abl y lo yuxtaponen con el dominio amino terminal de la pareja génica (Anexo 1-Tabla 2) ®). Los
pacientes con fusiones génicas de este tipo se comportan como una fenocopia del subtipo BCR-ABL1
positivo, por lo tanto, son potencialmente tratables con el inhibidor de Abl imatinib o con el inhibidor
dual de Abl/Src dasatinib. La hiperactivacion de la via de Abl puede medirse por la cuantificacién de
los niveles de pCRKL Y.

Algunos pacientes Ph-like poseen mutaciones activadoras de la via de Ras, los genes involucrados
son KRAS, NRAS, NF1, PTPN11 y BRAF. La hiperactivacion de la via de Ras puede medirse por la

cuantificacion de los niveles de pERK %),

1.5.5 Alteraciones en IKZF1

Aproximadamente 85% de los casos Ph-like presentan alteraciones en genes que codifican para
factores de transcripcion de desarrollo linfoide, como son IKZF1, ETV6, EBF1, ERG, PAX5y TCF3;
de éstos, IKZF1 es el gen que se altera con mayor frecuencia ®. IKZF1 se ubica en 7p12.2 y abarca
6.2Kb, pertenece a la familia de factores de transcripcion con dominios dedos de zinc (IKZF1 al 5),
codifica una proteina llamada lkaros de 519 aminoacidos que esta implicada en la regulacion
transcripcional de procesos de diferenciacion del linaje linfoide. El gen IKZF1 contiene 8 exones, del 4
al 6 codifican cuatro dominios de dedos de zinc N-terminales que son requeridos para la unién a la
secuencia A/IGGGAA del ADN, mientras que el exén 8 codifica dos dominios de dedos de zinc C-
terminales que permiten la formacion de homo o heterodimeros entre diferentes proteinas de la
familia de IKZF1 al 5>,

Existen al menos nueve isoformas de /IKZF1 generadas por empalme alternativo de los exones 3 al 8,
las isoformas largas incluyen de lk1 a k3 y conservan al menos dos dominios de unién a ADN y son
encontradas desde etapas tempranas de la linfopoyesis; en cambio, las isoformas cortas incluyen a
k4 a k10 y carecen de los dominios amino terminales de unién al ADN, pero retienen sus dominios

de dimerizaciéon permitiendo su unién a isoformas largas o proteinas de la familia de IKZF1-5.
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Particularmente las isoformas cortas Ik6 e Ik8 tienen un efecto dominante negativo, provocando que
las proteinas normales de la familia IKZF1-5 queden secuestradas en el citoplasma de las células
leucémicas impidiendo su internalizacién en el nucleo y su funcién de factor de transcripcion. En raras
ocasiones las isoformas k6 e |k8 se generan por empalme alternativo de los exones 4 al 7 y 4 al 6 de

IKZF1 respectivamente, generalmente son el producto de deleciones a nivel del ADN (Figura 7) ¢*3".

Exon 2 3 4 5 6 7 8
FI F2 F3 F4 F5F6
— — Ik6
-

Figura 7. Isoformas dominante negativas de IKZF1. Las isoformas dominante negativas como |k6 e |Ik8 pierden sus
dominios de uniéon a ADN (F1-F4) pero conservan sus dominios de dimerizacion (F5 y F6). Modificado de Marke et al.,
(2018) @7

Las alteraciones de /IKZF1 incluyen mutaciones puntuales y deleciones, estas ultimas son las mas
frecuentes. Los subtipos Ph+ y Ph-like tienen la mayor frecuencia de alteraciones de IKZF1, 80% vy
32% al 68% respectivamente, el resto de los subtipos moleculares de LLA pre-B tienen una
frecuencia aproximada de alteraciones de IKZF1 del 16%. De hecho, se sugiere que la similitud entre
el transcriptoma Ph+ y Ph-like se debe a la alta frecuencia de alteraciones en IKZF1 y otros genes
que codifican factores de transcripcion. Con respecto a los subtipos de LLA pre-B Ph-like, las
alteraciones de IKZF1 son mas frecuentes en los casos que portan genes de fusion de cinasas, en

contraste con los casos con mutaciones puntuales (78% y 33% respectivamente) ¢4

1.6 Caracteristicas clinicas del subtipo Ph-like

El subtipo Ph-like ha sido asociado a caracteristicas clinicas de alto riesgo como cuentas elevadas de
leucocitos, valores altos de enfermedad minima residual (EMR) después de la terapia de induccion a
la remision (por lo cual estos pacientes reciben una terapia intensiva post-remision), y un riesgo
incrementado de falla al tratamiento y recaida ?". Debido al prondstico adverso, la OMS en el 2016
incorpord a este subtipo como provisional dentro de la clasificacion de la LLA pre-B, confirmando su

importancia clinica .
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La incidencia del subtipo Ph-like difiere con base en diversos aspectos como: 1) la edad, ya que se
presenta en el 10% al 15% de los pacientes pediatricos con LLA y hasta en el 25% de los adultos
jévenes; 2) el género, porque se presenta dos veces mas en varones; 3) el origen étnico, porque los
pacientes clasificados como hispano-latinos de EE. UU. tienen una alta prevalencia del subtipo Ph-
like debido a la alta frecuencia de alteraciones de CRLF2; 4) el grupo de riesgo, ya que representa
10% de los casos clasificados como de riesgo estandar y del 13 al 14% de los clasificados como de

alto riesgo, de acuerdo a los criterios del Instituto Nacional del Cancer @".

Con respecto a la respuesta al tratamiento, los casos Ph-like con lesiones activadoras de cinasas
responden pobremente a la quimioterapia de induccién, tienen tasas bajas de remision y mala
respuesta al tratamiento con el corticoesteroide prednisona; la supervivencia libre de evento a cinco
afios esta reportada entre 50% y 89% para los casos con fusiones de ABL7, y menos del 67% para
los casos con alteraciones en JAK2, EPOR y CRLF2. Aunque existen diferencias en el prondstico
entre las distintas alteraciones del subtipo, la supervivencia inferior de los pacientes Ph-like con
respecto a casos no Ph-like ocurre independientemente de la lesion gendmica. De acuerdo a datos
del COG, el 15% de los pacientes Ph-like reciben trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

debido a una elevada EMR después de la terapia de induccion ©'82".

Existe un gran interés en el uso de terapias dirigidas para el subtipo Ph-like, la mayoria de las
alteraciones en cinasas convergen en un numero limitado de vias de sefalizacién que pueden ser
efectivamente tratadas in vivo usando quimioterapia combinada con la inhibicion de las cinasas de
Jak, Abl y Ras ®. Para la LLA pre-B Ph-like con rearreglos de CRLF2 existe un estudio clinico de
fase 2 (COG ALL1521) que investiga la seguridad y eficacia de la molécula ruxolitinib en combinacién
con la quimioterapia post induccién en nifios, adolescentes y adultos jévenes. Tasian et al., (2017) @2
demostré que la activacion constitutiva de la via PI3K/Akt/mTOR en los pacientes Ph-like con
rearreglos de CRLF2 puede ser inhibida con la molécula gedatolisib 2. Por otra parte, el imatinib y
dasatinib inducen remisiones y valores bajos de EMR en pacientes Ph-like con fusiones de clase
ABL1, que responden pobremente a la quimioterapia; la experiencia clinica en los pacientes Ph+ ha
establecido que estas moléculas pueden ser afiadidas sin complicaciones, en combinaciéon con los
regimenes convencionales de quimioterapia. Con respecto a los pacientes con alteraciones en la
sefializaciéon de Ras, las moléculas rio abajo como MEK, son blancos potenciales de inhibidores
como trametinib, selumetinib o cobimetinib, los cuales se han probado para los casos de leucemia
mielomonocitica juvenil con alteraciones de la via ®®. Por ultimo, los estudios preclinicos han
demostrado el potencial terapéutico del acido retinoico y los inhibidores de la cinasa de adhesién

focal FAK en casos con alteraciones de IKZF1 (9.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En la literatura existen diferentes enfoques para diagnosticar a los pacientes Ph-like de manera
oportuna, el analisis del PEG Ph-like se considera el estandar de oro para la deteccién del subtipo.
Las dos principales plataformas de alta densidad de Affymetrix para el analisis de genoma completo
utilizadas por el COG y el DCOG permiten la identificacion de la firma Ph-like y BCR-ABL1 like,
respectivamente ¥, sin embargo, el grupo COG desarrollé un microarreglo de baja densidad que
muestra alta concordancia con las plataformas de Affymetrix y se basa en la cuantificaciéon de la
expresién de 8 a 15 genes sobreexpresados en pacientes Ph-like, un algoritmo estadistico convierte
una expresion génica sin procesar, en un solo valor numérico predictivo del subtipo denominado
Coeficiente Ph-like (""" |os protocolos clinicos del COG utilizan el microarreglo de baja densidad
para la identificacion de los pacientes Ph-like aunque es importante considerar que el clasificador mas
robusto es obtenido cuando es puesto a prueba sobre la poblacidon para la cual se disefid, ya que el
origen étnico impide que un clasificador se aplique eficazmente a cualquier poblacién. Ademas, otro

aspecto importante es que este tipo de analisis representa costos elevados (172",

Adicionalmente al analisis del PEG, la caracterizacion genética de los pacientes Ph-like es la que
cobra mayor relevancia clinica ya que brinda informacién con valor prondstico y terapéutico.
Considerando la heterogeneidad genética del subtipo, la implementacion de algoritmos de diagndstico
pragmaticos puede ser desafiante. En este contexto, algunos grupos de investigacion y centros de
atencion pediatrica han adoptado diferentes algoritmos para diagnosticar y caracterizar al subtipo Ph-
like basados en las caracteristicas geograficas de la poblacién, y en la disponibilidad de los estudios

genomicos ¥, dichos algoritmos son:

A. EIl analisis mediante secuenciacién de nueva generacion: esta herramienta se aplica a los
pacientes diagnosticados con LLA pre-B de alto riesgo, permite el analisis del genoma completo,
exoma Yy transcriptoma para la deteccién de alteraciones como sustitucion de bases, inserciones,
eliminaciones, variaciones en el numero de copias y reordenamientos reportados en el subtipo Ph-
like. Esta informacion esta disponible en los dias 28-42 de induccion a la remision, los informes son
procesados por bioinformaticos y cientificos, y aprobados por patélogos certificados. El clinico que los
recibe no requiere de analisis adicionales, no obstante, la metodologia no esta ampliamente
disponible como prueba diagnéstica y requiere de mucho trabajo respecto al uso de diversas

metodologias, almacenamiento de datos y el analisis bioinformatico **.

B. El uso de analisis escalonados: esta estrategia se basa en el analisis del PEG Ph-like y la
busqueda de los rearreglos genéticos frecuentes del subtipo. Todos los pacientes recién

diagnosticados con LLA pre-B de alto riesgo son analizados para el PEG Ph-like usando el
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microarreglo de baja densidad, para calcular un coeficiente Ph-like que va de 0 a 1 y se basa en la
sobreexpresion de 8 a 15 genes especificos, (se excluyen los casos Ph+ y ETV6-RUNXT que pueden
sobre-expresar algunos genes del PEG). Los pacientes con coeficiente mayor a 0.5 son
categorizados como Ph-like y posteriormente estratificados por el nivel de expresion de CRLF2; los
que tienen alta expresion de CRLF2 son probados para rearreglos del gen mediante FISH y para
mutaciones en JAK1, JAK2 e IL7R por secuenciacion Sanger, mientras que los pacientes con baja
expresion de CRLF2 son probados para otras alteraciones en cinasas por RT-PCR; en caso de ser
negativos son subsecuentemente analizados por secuenciacién de transcriptoma. Los resultados de
este algoritmo se entregan dentro de las primeras cuatro semanas de tratamiento de modo que
cualquier modificacion en el manejo puede iniciarse después de la terapia de induccion. Este
estrategia requiere la coordinacion de multiples laboratorios clinicos, es rentable y practica para

ensayos que acumulan una gran cantidad de pacientes de varias instituciones®*.

C. La busqueda de rearreglos genéticos frecuentes en el subtipo Ph-like: con esta estrategia se busca
detectar la sobreexpresion de CRLF2 en la superficie celular mediante citometria de flujo o a nivel de
ARNmM por RT-PCR en tiempo real, utilizando métodos de cuantificacién relativa con valores de corte

% Los rearreglos en CRLF2, al igual que el resto de los reordenamientos en

aritméticos o arbitrarios
cinasas, pueden detectarse por FISH utilizando sondas de segregacion; también se puede utilizar RT-
PCR para detectar fusiones génicas conocidas. Esta estrategia es util ya que es rapida y rentable,

pero no detecta todas las alteraciones consideradas dentro del subtipo Ph-like ©2.

Las alteraciones de CRLF2 han sido estudiadas en pacientes con LLA pre-B por distintos grupos de
investigacion, y se conoce que juegan un papel importante en la patogénesis del subtipo Ph-like. De

acuerdo con los estudios de Harvey et al., (2010) ©®

realizados en pacientes con LLA pre-B de alto
riesgo residentes en California EE.UU, las alteraciones de CRLF2 fueron encontradas en el 25% de
los pacientes identificados como hispano-latinos, mientras que en pacientes de otras razas este
hallazgo se presenté en el 7.1%. Estos hallazgos sefalan que el subtipo Ph-like es particularmente
frecuente en individuos con origen étnico hispano-latino a causa de la alta frecuencia de rearreglos de
CRLF2, cabe mencionar que en los pacientes hispano-latinos también se refiere una alta frecuencia
de alteraciones en otros genes asociados al subtipo Ph-like como IKZF1 o JAK2 ®®. Por otro lado,
Jain et al., (2017) ®”) reporta cuatro casos con ancestria hispano-latina en los cuales las alteraciones
de CRLF2 coexisten con la fusion génica BCR-ABL1, no obstante, el significado biolégico y clinico de
la coexistencia de las alteraciones de CRLF2 con las fusiones génicas recurrentes en LLA pre-B aun

es controvertido, por lo que debe ser estudiado.
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3. JUSTIFICACION

En México, al menos el 30% de los casos de LLA pre-B presentan recaidas que no se asocian con
alteraciones citogenéticas y moleculares recurrentes. De acuerdo con datos del Instituto Nacional de
Pediatria (INP), el 37% de los pacientes con LLA pre-B atendidos en esta institucién tampoco
muestran dichas alteraciones, por lo tanto son candidatos a presentar alteraciones en CRLF2 y/o
pertenecer al subtipo Ph-like. La alta frecuencia de estas alteraciones encontrada en los pacientes
con origen étnico hispano-latino confirma la importancia de estudiarlas en pacientes mexicanos,
especialmente si se considera la complejidad del origen étnico de este grupo residente en E.E. U.U,,
lo cual impide la extrapolacién de los datos a los pacientes mexicanos con LLA pre-B, quienes

podrian tener una frecuencia distinta de alteraciones en CRLF2 y/o del subtipo Ph-like.

En México el acceso a las metodologias de analisis gendmico es limitado, por lo que es necesario
implementar un algoritmo diagndstico pragmatico para la deteccion del subtipo Ph-like. En este
contexto el laboratorio de Genética y Cancer del INP, cuenta con una linea de investigacion cuyo
objetivo principal es la deteccion del subtipo Ph-like en pacientes mexicanos mediante el analisis de
una firma de expresion disefiada en el laboratorio. Hasta ahora, esta investigacién ha permitido
detectar pacientes candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like, sin embargo, aun es necesario llevar a
cabo una caracterizacidn genética que apoye su pertenencia a dicho subtipo. Este analisis permitiria
conocer la frecuencia del subtipo Ph-like en una cohorte de pacientes mexicanos con LLA pre-B,
proponer un algoritmo diagnéstico basado en la caracterizacién genética del subtipo, y reconocer

posibles blancos terapéuticos.

3.1 Preguntas de Investigacion

A. ¢ En la poblacion de estudio se encuentran pacientes que pertenecen al subtipo Ph-like?

B. ¢Los pacientes de la poblacion de estudio identificados como Ph-like son portadores de
alteraciones en los genes CRLF2 y/o IKZF1?

C. ¢La frecuencia del subtipo Ph-like y/o de alteraciones en el gen CRLF2 es mayor en la
poblaciéon de estudio en comparaciéon con la reportada en cohortes con un origen étnico
distinto al amerindio?

D. ¢,Los pacientes de la poblacion de estudio que son positivos a las fusiones génicas

recurrentes presentan alteraciones en los genes CRLF2 y/o IKZF17?
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Detectar pacientes pediatricos con LLA pre-B del subtipo Ph-like a través de la busqueda de

las alteraciones genéticas mas frecuentes de esta entidad.

4.2 Objetivo particular

Detectar alteraciones en CRLF2 y/o IKZF1 en pacientes pediatricos con LLA pre-B.

5. HIPOTESIS

Se encontrara una elevada frecuencia del subtipo Ph-like y/o de alteraciones en el gen CRLF2 debido
a que los pacientes de la poblacion de estudio tienen una mayor proporcién de origen étnico

amerindio en comparacién con otras cohortes de la literatura.

6. METODOLOGIA

6.1 Clasificacion del estudio.

Este es un estudio de tipo descriptivo observacional, en el que se busca conocer las caracteristicas
genéticas del subtipo Ph-like y su frecuencia en una cohorte de pacientes pediatricos mexicanos con
LLA pre-B. También es un estudio prospectivo ya que los datos obtenidos fueron analizados en
conjunto después de finalizar los respectivos analisis de cada paciente captado durante tres afios y
es de tipo transversal ya que para la mayoria de los pacientes Unicamente se captaron muestras al

momento del diagnéstico.

6.2 Seleccion de pacientes

Se capt6 un total de 188 pacientes con diagndstico de LLA, atendidos en el periodo del 2015-2018 en
los Servicios de Hematologia y Oncologia del INP (CDMX), el Hospital Infantil de México Federico
Gomez (CDMX) y el Hospital Infantil Teleton de Oncologia (Qro). El protocolo de investigacion del
cual se deriva este trabajo de tesis, fue aprobado por los Comités de Investigacion y de Etica de las

tres instituciones que participaron.
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6.2.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes de 0 a 18 afios de edad con diagnéstico confirmado de LLA de
inmunofenotipo pre/pro-B, captados al momento del diagndstico o en recaida, que aceptaron
participar en este estudio mediante la firma de una carta de asentimiento/consentimiento informado.
Los pacientes con resultado negativo para las fusiones génicas recurrentes fueron incluidos si
contaron con el analisis de expresion génica de los genes: TSPAN7, IGJ, SEMA6A, PON2, BMPR1B
y CRLF2. Los pacientes con resultado positivo para las fusiones génicas recurrentes se incluyeron si

contaron con el analisis de expresion relativa del gen CRLF2.

6.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron a aquellos pacientes sin resultado del diagnéstico de las fusiones génicas recurrentes
BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1y var-KMT2A.

6.3 Estrategia de analisis

Este trabajo de tesis profundizé en la caracterizacién genética de los pacientes negativos a fusiones
génicas recurrentes, que fueron previamente identificados como candidatos a pertenecer al subtipo
Ph-like con base en el analisis de un perfil de expresiéon génica (PEG) integrado por los genes
TSPAN7?, IGJ, SEMAG6A, PON2, BMPR1B y CRLF2, los cuales son frecuentes en las firmas de

expresion referidas para el subtipo Ph-like (Figura 8).

A partir de los resultados de expresion de CRLF2 se determiné el valor de corte de sobreexpresion de
este gen, y se realiz6 la estratificacion de los pacientes con o sin sobreexpresion del transcrito (Figura
8). Se buscaron los rearreglos mas frecuentes de los genes CRLF2 e IKZF1. Se detectaron la
delecién P2RY8-CRLF2 y los transcritos correspondientes a isoformas dominante negativas de
IKZF1, k6 e 1k8, en todos los pacientes. La translocacién IGH-CRLF2 se busco uUnicamente en
aquellos pacientes con sobreexpresion de CRLF2 y negativos a la delecién P2RY8-CRLF2. En
algunos casos con la delecién P2RY8-CRLF2 positiva, pero sin sobreexpresién de CRLF2, se busco
la presencia de subclonas minoritarias portadoras de la delecién. La busqueda de la amplificacion
iIAMP21 se realizé unicamente en los pacientes P2RY8-CRLF2 positivos (Figura 8). Posteriormente
se realizé un andlisis integrativo de las alteraciones genéticas identificadas para definir la presencia
del subtipo Ph-like. Una vez que se identificaron los pacientes pertenecientes a este grupo, se
seleccionaron algunos casos para complementar su caracterizacion genética mediante la busqueda
de variaciones en el numero de copias (CNV's, por sus siglas en ingles) de genes de desarrollo

linfoide, receptores de citocinas o proteinas tirosina cinasa reportadas en el subtipo Ph-like (Figura 8).
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En los pacientes positivos a fusiones génicas recurrentes que contaron con el analisis de expresion
de CRLF2, se determind la presencia de rearreglos de dicho gen y las alteraciones en IKZF1, con la
finalidad de detectar a un subgrupo de pacientes positivos a FGR que mostraran la coexistencia con
alteraciones de CRLF2 y/o IKZF1.

Estrategia de analisis

I I

Pacientes negativos a FGR Pacientes positivos a FGR
| [
Candidatos Ph-like por analisis del PEG. Pacientes con analisis de expresion de CRLF2.
RT-PCR cuantitativa RT-PCR cuantitativa

: * Busqueda de transcritos | |

i Busqueda de de isoformas dominante |

: rearreglos de CRLF2 negativas de IKZF1 |

i F--------> Deteccion de pacientes positivos a
: T RT-PCR anidada FGR con coexistencia de

L d alteraciones de CRLF2 yl6 IKZF1

|| *P2RY8-CRLF2 ICHCRLF2
! RT-PCR o

; FISH

E = AMP21

5 FISH

- SR —

e=e Andlisis integrativo para la deteccién del subtipo Ph-like |---

**** Deteccion de CNV's caracteristicas del subtipo Ph-like
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Figura 8. Estrategia de analisis. La poblacion de estudio fue analizada de acuerdo con esta estrategia de analisis. En este
trabajo de tesis se desarrollaron los procesos marcados en azul. Estos analisis se realizaron en: * todos los pacientes. **
pacientes P2RY8-CRLF?2 positivos. *** pacientes con sobreexpresion de CRLF2 y negativos a la delecién P2RY8-CRLF2.
**** algunos pacientes clasificados como Ph-like. Las metodologias utilizadas para cada analisis se distinguen con letras
rojas. PEG, perfil de expresion génica. aCGH, microarreglo de hibridacion genémica comparativa. FISH, hibridacion in situ

con fluorescencia. RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa con retrotranscripcion.
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6.4 Técnicas de laboratorio

6.4.1 Aislamiento de células mononucleares

Se obtuvieron de 2 a 5mL de muestras de aspirado de médula 6sea con EDTA y/o heparina como
anticoagulantes. A partir de cada muestra se aislaron células mononucleares utilizando un gradiente
de densidad para obtener una fraccion enriquecida en blastos leucémicos. Las células se
cuantificaron en un hemocitometro, se distribuyeron en alicuotas de solucién RLT, solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés) y medio de congelacion con Dimetilsulféxido
(DMSO); posteriormente fueron preservadas a -70°C en nitrogeno liquido hasta su uso (ver Anexo
2.1).

6.4.2 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se obtuvo ARN a partir de células mononucleares almacenadas en buffer RLT utilizando el estuche
de extracciéon RNeasy Mini (Qiagen), de acuerdo a las instrucciones del fabricante; posteriormente se
cuantific6 mediante espectrofotometria UV/Vis a 260 nm, la pureza se valor6 mediante el coeficiente
de absorbancia 260/280 nm, y la integridad se analizé mediante una electroforesis en gel de agarosa

(ver Anexo 2.2).

Se sintetizé ADN complementario (ADNc) partiendo de 1ug/pL de ARN mediante una reaccién de
retro-transcripcion. Para verificar la eficacia de la sintesis del ADNc se amplificd el gen constitutivo
GAPDH mediante RT-PCR (ver Anexo 2.3y 2.3.1).

6.4.3 Cuantificacion de la expresion relativa de CRLF2 por RT-PCR en tiempo real

Se determind el nivel de expresion relativa del ARNm de CRLF2 y del resto de los genes planteados
para la firma de expresién Ph-like (TSPAN7, SEMAG6A, IGJ, PON2 y BMPR1B) mediante PCR en

tiempo real utilizando el método 224 (

Figura 8). La reaccién se llevé a cabo en un termociclador
LightCycler 2.0 Instrument (Roche Applied Science). Para la amplificacion de cada gen se utilizaron
oligonucledtidos especificos y se eligio una sonda de ADN tipo TagMan obtenida a partir de la
Universal Probe Library System (Roche Applied Science). Cada reaccion se hizo por duplicado y en
cada ciclo de reacciones se incluy6 un control negativo (ver Anexo 2.4). Los valores normalizados de
expresion relativa del total de las muestras analizadas fueron divididos en cuartiles. Para CRLF2 los
cuartiles de los niveles de expresion (q) fueron: q1=23, q2=143.2 (mediana) y q3=681.1. Diferentes
grupos de investigacion han determinado la sobreexpresion de CRLF2 mediante RT-PCR en tiempo

real utilizando métodos de cuantificacion relativa con valores de corte aritméticos, la mayoria de estos
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considera como sobreexpresion a valores superiores a la mediana de la cohorte analizada ya que es
un parametro con mayor estabilidad en comparacion con la media, y es menos variable comparado
con los criterios basados en caracteristicas bioldgicas ®°. En este trabajo se consideraron con
sobreexpresion aquellas muestras cuyo valor de expresion relativa se encontré por arriba del valor de

la mediana.

6.4.4 Deteccion de la delecion P2RY8-CRLF2 por RT-PCR punto final

La delecién P2RY8-CRLF2 se identific6 mediante RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos
para el transcrito que produce el rearreglo (Figura 8). EI oligonucledtido sentido 5°-
GGACAGATGGAACTGGAAGG-3 de esta reaccion es complementario con el primer exén de P2RYS,
el cual estd conservado en el ftranscrito quimérico; el oligonucledtido antisentido (5°-
GTCCCATTCCTGATGGAGAA-3) es complementario con el tercer exon de CRLF2. El transcrito

@) el cual fue

quimérico genera un producto de amplificacion de ~511pb (Palmi et al., 2012)
verificado en una electroforesis en gel de agarosa; cuando la delecion no esta presente no se forma
el transcrito quimérico, por lo tanto no se observa un producto de amplificacion. Después de esta
reaccion, cada muestra fue sometida a un segundo ciclo de amplificacion bajo las mismas
condiciones, esto con la finalidad de detectar el rearreglo P2RY8-CRLF2 aun si se presentara en baja

proporcion. Las especificaciones de la reaccion se muestran en el Anexo 2.5.

6.4.5 Deteccion de la delecion P2RY8-CRLF2 por FISH

Con la finalidad de asociar la presencia del rearreglo P2RY8-CRLF2 con el nivel de expresién de
CRLF2, se determind el porcentaje de clonas portadoras de la delecién mediante FISH en interfase
en 6 pacientes seleccionados por presentar la delecion P2RY8-CRLF2 positiva por RT-PCR, y que

mostraron diferentes valores de nivel de expresién de CRLF2 (Figura 8).

Las células de médula 6sea criopreservadas en DMSO fueron procesadas para obtener nucleos vy
con este material se hicieron preparaciones. Se realizd FISH con una sonda de delecion de doble
color para la region PAR1 (Cytocell) utilizando las recomendaciones del fabricante (ver Anexo 2.5.1).
La sonda marca la region que se pierde por delecion en color rojo; el patrén clasico de delecién se
observa como 1 sefal integra (amarilla) y 1 o mas sefales con delecion (sefial verde con pérdida de
la roja) (ver Anexo 3.5.1). Se analizaron entre 200 y 500 nucleos por muestra, incluyendo el analisis
de células de medula ésea provenientes de un individuo sano. Se consideré como resultado positivo
el encontrar al menos una clona con el patrén clasico de delecidon, en mayor proporcion que la

encontrada en la médula 6sea normal.
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6.4.6 Deteccidn de transcritos de isoformas con efecto dominante negativo de IKZF1 por RT-

PCR anidada punto final.

Se realizo la deteccion de transcritos correspondientes a las isoformas dominante negativas de IKZF1
mediante RT-PCR anidada, utilizando ADNc de cada muestra y dos pares de oligonucleétidos en dos
reacciones por separado (Figura 8): En la reaccion 1, los oligonucleétidos sentido 5°-
CACATAACCTGAGGACCATG-'3 y antisentido  5-AGGGCTTTAGCTCATGTGGA-'3  son
complementarios a la secuencia del ARNm de IKZF1, hibridando en el exén 2 y 8 respectivamente;
los tamafos de amplicon esperados para las isoformas k1, k6 e k8 en esta reaccién fueron de
~1583 pb, 1028 pb y 892 pb respectivamente (Lin et al., 2016) ®® y se visualizaron en un gel de
agarosa al 1% tefido con Gel Red (Biotium) (ver Anexo 3.6). La reaccion 2 es una PCR anidada, los
oligonucledtidos  sentido  5-ATGGATGCTGATGAGGGTCAAGAC-'3 y  anti-sentido  5'-
GATGGCTGGGTCCATCACGTGG-"3 hibridan dentro de la region flanqueada por los oligonucleétidos
de la primer reaccion, por lo tanto los oligonucleotidos de la reaccion anidada hibridan con el
transcrito original de IKZF1 y con el amplicon producido en la primera reaccion. En la reaccion
anidada los tamafos de amplicon esperados para las isoformas lk1, k6 e Ik8 fueron de ~945 pb, 390

38)

pb y 255 pb respectivamente (Lin et al., 2016) ®®, y se visualizaron en un gel de agarosa al 3%

tefiido con Gel Red (Biotium) (ver Anexo 2.6).

6.4.7 Deteccion de la translocaciéon IGH-CRLF2 por FISH

La translocacion IGH-CRLF2 se detectd mediante FISH en interfase, y sélo en pacientes con
sobreexpresion de CRLF2 que fueron negativos a la delecion P2RY8-CRLF2 (Figura 8). Se llevo a
cabo en dos ensayos por separado utilizando sondas de segregacién con doble color para los genes
IGH y CRLF2 (Vysis y Cytocell, respectivamente) de acuerdo con las recomendaciones de cada
fabricante (ver Anexo 2.7). La estandarizacion de los dos ensayos se realizé con la linea celular
MHH-CALL4 positiva a la translocaciéon IGH-CRLF2, y sobre células de médula ésea provenientes de
un individuo sano. Cada ensayo se hizo por separado analizando un minimo de 200 nucleos por tipo
de sonda, el patrén clasico de ruptura esperado para IGH y CRLF2 fue una fusion, que equivale a una
sefal amarilla, y una ruptura, que equivale a una senal verde y una roja separadas. Se considerd un
resultado de fusidn positiva cuando se observd una clona (minoritaria o mayoritaria) con el patréon
clasico de ruptura del locus de IGH y el gen CRLF2 en proporciones similares, y en mayor proporcion
qgue en la médula 6sea normal. Se consider6 la presencia de hiperdiploidia cuando se encontraron
clonas celulares con ganancia de sefales integras observadas como sefiales amarillas o roja y verde
juntas, tanto para el locus de /IGH (cromosoma 14) como para CRLF2 (cromosoma X y Y), en

proporciones similares.
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6.4.8 Deteccion de la amplificacion iAMP21 por FISH

La amplificacion iAMP21 se detect6 mediante FISH en interfase en células de meédula 6ésea
criopreservadas, de pacientes positivos a la delecion P2RY8-CRLF2 (Figura 8). Se utilizé la sonda de
doble color, doble fusion LSI ETV6-RUNX1 (Vysis) siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Anexo 2.8). La sonda en color verde hibridé con el gen ETV6 ubicado en el cromosoma 12, y con
RUNXT1 en rojo ubicado en el cromosoma 21. El patron correspondiente a la amplificacién iAMP21 se
reconocid por el aumento en el numero de copias, tres 0 mas sefiales, producido por la duplicacién en
tandem de RUNX1.

6.4.9 Extraccion de ADN de células mononucleares

Se obtuvo ADN a partir de células mononucleares utilizando el estuche de extraccion DNeasy Mini
Blood & Tissue (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La cuantificacién del ADN se
realiz6 mediante espectrofotometria UV/Vis a 260nm, la pureza se valoré mediante el coeficiente de
absorbancia 260nm/280nm y 230nm/260nm. La integridad se analiz6 mediante una electroforesis en

gel de agarosa (ver Anexo 2.9).

6.4.10 Busqueda de CNV's asociadas al subtipo Ph-like por microarreglos tipo aCGH

Este analisis se llevo a cabo mediante microarreglos de hibridacién genémica comparativa (aCGH) en
cuatro pacientes seleccionados por tener alta probabilidad de pertenecer al subtipo Ph-like, con base

en el andlisis integrativo de las alteraciones genéticas buscadas en este trabajo (Figura 8).

Se obtuvieron de 5.1 ug a 20.7 ug totales de ADN gendmico de células leucémicas, y se realizaron
microarreglos tipo aCGH utilizando un ADN gendmico de referencia. EI ADN se marcé con
fluorescencia y se hibridé en un microarreglo genémico humano de un millén de sondas (Agilent 1M).
La intensidad de fluorescencia se considera proporcional al nimero de copias de una secuencia
determinada y es reportada como Log, R (Figura 9), el cual representa el logaritmo base dos del

cociente que se indica a continuacion %4

Log, R= R ADN de células leucémicas / R ADN de referencia

En donde R significa intensidad de fluorescencia.
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Figura 9. Interpretacion del microarreglo de aCGH. El grafico de LogzR representa las diferencias entre la intensidad de

fluorescencia del ADN de referencia y el ADN de interés, y se grafica sobre cada locus cromosémico representado en el

microarreglo. Esto permite observar los tipos de CNV's presentes en la muestra. Modificado de Kishawi (2008) ®9),

Los resultados de cada microarreglo fueron analizados mediante técnicas bioinformaticas utilizando la
version hg18 del genoma humano y mediante analisis estadistico especializado. A partir de las
alteraciones caracterizadas por el microarreglo se buscé informaciéon en la base de datos del
navegador del genoma de la Universidad de California en Santa Cruz (UCSC Genome Browser ,por
sus siglas en inglés) para obtener una lista de genes de desarrollo linfoide, receptores de citocinas o

proteinas tirosina cinasa que se hayan reportado alterados en el subtipo Ph-like.

6.5 Interpretacion de Resultados

Se consideré como sobreexpresion cuando se obtuvo un valor de expresién relativa (224

) superior
al valor de la mediana para cada gen que integré la firma de expresion, incluyendo CRLF2, de
acuerdo con este criterio, un perfil de expresion génica (PEG) con positividad del 50% al 66% mostro
sobreexpresion de 3 a 4 de los genes de la firma, en cambio, un PEG con positividad del 83% al

100% mostré sobreexpresion de 5 o 6 genes.

Como alteracion de CRLF2 se consideraron las siguientes posibilidades: presencia de la
translocacion IGH-CRLF2 “Y o de la delecién P2RY8-CRLF2 "), casos con ganancia del nimero de

copias de CRLF2 a causa de hiperdiploidia, denominados G-CRLF2 “", casos con sobreexpresion

41)

de CRLF2 en donde la alteracién genética asociada fue desconocida (ad-CRLF2) “"y casos con

sobreexpresion de CRLF2 en los que se obtuvo un resultado negativo para los rearreglos P2RYS-

CRLF2 e IGH-CRLF2. Los pacientes sin sobreexpresion de CRLF2 y negativos a la delecion P2RY8-

CRLF?2 fueron considerados como pacientes sin alteracion de CRLF2 “",

27



Los pacientes con alteracion del gen IKZF1 fueron aquellos que mostraron transcritos
correspondientes a las isoformas dominantes negativas de IKZF1, Ik6 y/o Ik8, o aquellos en los que
no se detectd ninguna isoforma, después de haber verificado la calidad del ADNc y realizado un
analisis por ftriplicado. Los pacientes que presentaron transcritos correspondientes a isoformas no
dominante negativas (lka1: 945pb, Ika2: 884pb, Ika3: 684pb, |ka3A: 684pb, |ka4: 458pb, lkadA:
423pb, Ik5: 516pb, Ik7: 516pb) fueron considerados como pacientes sin alteracion de IKZF1 @7,

Los criterios mencionados para definir a CRLF2 e IKZF1 fueron considerados para seleccionar a los

pacientes positivos a FGR con alteracion en dichos genes.

El analisis integrativo del perfil de expresion génica (PEG) y las alteraciones en CRLF2 e IKZF1
permitié dividir a los pacientes en las siguientes categorias: Ph-like, Ph-like no CRLF2, alteracion de
CRLF2 (Probable Ph-like) y no Ph-like. Los parametros utilizados para clasificar a cada paciente en

una de las cuatro categorias mencionadas fueron los siguientes:

A. Ph-like. Con sobreexpresion del 83-100% de los genes del PEG “*#'%") sobreexpresion del 50-
42, 43

66% de los genes del PEG en conjunto con la presencia de la translocacién IGH-CRLF2 ( ) ylo
sobreexpresion de CRLF2 superior al valor del cuartil 3 (q3=681.1), presencia de la amplificacion
iAMP21? o de la G-CRLF2 “ en conjunto con la sobreexpresiéon del 83-100% genes del PEG,

presencia o ausencia de alteracion en IKZF1.

B. Ph-like no CRLF2. Con sobreexpresién del 50-66% de los genes del PEG #°2'*") y ausencia de

alteraciones de CRLF2, con o sin alteracion en IKZF1.
C. Alteracion de CRLF2 (probable Ph-like). Se consideraron dos posibilidades:

1. Pacientes positivos a la sobreexpresién del 50-66% de los genes del PEG en conjunto con alguna

caracteristica 1, 2 0 3, y como opcional 4 :

1. Delecion P2RY8-CRLF2 con o sin sobreexpresion de CRLF2 , en presencia o ausencia de la
amplificacion iIAMP21.

2. Sobreexpresion de CRLF2 asociada a G-CRLF2.

3. Sobreexpresién de CRLF2 por debajo del valor del cuartil 3 (q3=681.1) en ausencia de la
delecién P2RY8-CRLF2 (pacientes candidatos a presentar la translocacion IGH-CRLF?2).

4. Con o sin alteracion en IKZF1.
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2. Pacientes negativos al PEG en conjunto con 1, 0 2, y como opcional 3:

1. Sobreexpresién de CRLF2 asociada a G-CRLF2 o a la delecion P2RY8-CRLF2 con o sin
presencia de la amplificacion iIAMP21.

2. Sobreexpresion de CRLF2 en ausencia de la delecion P2RY8-CRLF2 (pacientes candidatos a
presentar la translocacion IGH-CRLF2).

3. Con o sin alteracion en IKZF1.

D. No Ph-like. Pacientes negativos al PEG con ausencia de alteraciones de CRLF2, o la presencia de
la delecion P2RY8-CRLF2 sin sobreexpresion de CRLF2, con o sin la amplificacion iAMP21 y/o

alteracion en IKZF1.

6.5.1 Analisis estadistico

A partir de una base de datos se obtuvieron las caracteristicas clinicas (edad al diagnostico , género,
cuenta de leucocitos al diagnoéstico y estratificacion de riesgo) de los pacientes analizados en este
trabajo. Utilizando la prueba exacta de Fisher se analizaron las diferencias en las frecuencias de las
caracteristicas clinicas de riesgo adverso y favorable entre los pacientes clasificados como Ph-like,
Ph-like no CRLF2 y no Ph-like y los pacientes con y sin alteraciones en CRLF2 y/o IKZF1 .Se
construyeron tablas de contingencia con las frecuencias de las caracteristicas clinicas de cada uno de
los grupos evaluados utilizando el software OpenEpi version 3.01 (versién en linea
www.OpenEpi.com). Las diferencias encontradas se consideraron estadisticamente significativas
cuando presentaron un valor de p < 0.05, con un intervalo de confianza de 95%. Se consideré como
tendencia a la significancia a los valores de p dentro del rango 0.05 a 0.1 y como no significativo con

valores de p mayores a 0.1.

7. RESULTADOS

7.1 Poblacion de estudio.

Se estudiaron a 118 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, el 83% (98 de 118)
fueron negativos para las fusiones génicas recurrentes (FGR) BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1
y KMTZ2A-r mientras que el 17% (20 de 118) fueron positivos a dichas alteraciones. Las

caracteristicas clinicas y las alteraciones genéticas de los pacientes que conforman la poblacion de

estudio se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y alteraciones genéticas de los pacientes de la poblaciéon de

estudio.

Caracteristicas
Poblacion total
Negativos a FGR
Positivos a FGR
BCR-ABL1
ETV6-RUNX1
TCF3-PBX1

Género

Masculino

Femenino

DND

Edad al diagndstico
Mayor a 10 afios
Entre 1y 9 afios
DND

Cuenta de leucocitos al diagnéstico
Mayor a 50x10°%/L
Menor a 50x10%/L
DND

Expresion de CRLF2
Sobreexpresion

No sobrexpresién
Alteracion de CRLF2
Positivo

Negativo

% (n)
100% (118)
83% (98)
17% (20)
3% (3)
5% (6)

9% (11)

56% (66)
43% (51)

1% (1)

31% (37)
55% (65)

14% (16)

22% (26)
65% (77)

13% (15)

52% (61)

48% (57)

65% (75)

35% (43)

30



Tabla 2. Caracteristicas clinicas y alteraciones genéticas de los pacientes de la poblaciéon de
estudio (Continuacién).

Delecion P2RY8-CRLF2
Positivo 31% (36)
Negativo 70% (82)

Translocaciéon IGH-CRLF2 *

Positivo 8% (10)
Negativo (P2RY8 & IGH negativos ) 2% (3)
Sin material disponible (ad-CRLF2) 20% (4)
G-CRLF2 4% (5)

Alteracion de IKZF1

Positivo 69% (74)
Negativo 31% (34)
Sin material disponible 8% (10)

FGR, Fusiones génicas recurrentes. DND, Dato no disponible. G-CRLF2, ganancia de CRLF2. ad-CRLF2, alteracion
desconocida de CRLF2. * Determinado Unicamente en pacientes con sobreexpresion de CRLF2 y negativos a P2RY8-
CRLF2.

7.2 Alteraciones de CRLF2

7.2.1 Anilisis de la expresiéon de CRLF2

El 100% de los pacientes conté con el estudio de expresién relativa del transcrito de CRLF2, se
obtuvieron valores de expresion que van de 0 a 210276.4 (Figura 10 A). De la poblacion total, el 52%
(61 de 118) de los pacientes fueron positivos a la sobreexpresion de CRLF2 (Tabla 2); todos los
casos positivos a la translocacién IGH-CRLF2 y/o con G-CRLF2 se ubicaron por encima del valor de
la mediana (143.2), a diferencia de los casos positivos a la delecién P2RY8-CRLF2, los cuales

quedaron dispersos en toda la distribucion (Figura 10).
El 57% (56 de 98) de los pacientes negativos a FGR mostraron sobreexpresion de CRLF2, al igual
que el 25% (5 de 20) de los pacientes con FGR (Figura 10), de los cuales uno fue positivo para la

fusion BCR-ABL1, otro fue positivo a ETV6-RUNX1 y tres casos mostraron la fusion TCF3-PBX1.
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Figura 10. Expresion relativa de CRLF2 en la poblacién de estudio. Se muestra el valor de la mediana que es 143.2

“Linea roja”, los pacientes con sobreexpresion de CRLF2 estan ubicados por encima de la mediana. S-CRLF2,

sobreexpresion de CRLF2. G-CRLF2, Ganancia de CRLF2.
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7.2.2 Presencia de rearreglos en CRLF2

En la poblacién total, el 65% (75 de 118) de los pacientes fueron positivos a alguna alteracion de
CRLF2, rearreglo y/o sobreexpresion (Tabla 2 y Figura 11), en los pacientes negativos a FGR las
alteraciones de CRLF2 se encontraron en el 68% (67 de 98) de los casos (Figura 11), mientras que
en los pacientes positivos a FGR estas alteraciones se encontraron en el 40% (8 de 20) (Figura 11y
Tabla 3).

60
60

Frecuencia de alteraciones
de CRLF2 (%)

Poblacién total M Negativos aFGR [l Positivos a FGR
n:118 n:98 n:20

Figura 11. Frecuencia de las alteraciones de CRLF2 en la poblacion de estudio ad-CRLF2, alteracién desconocida de
CRLF2. G-CRLF2, Ganancia de CRLF2. S-CRLF2 , casos con sobreexpresiéon. nS-CRLF2, casos sin sobreexpresion.

Tabla 3. Alteraciones de CRLF2 en pacientes positivos a FGR.

Pacientes FGR Alteracion de CRLF2
Rearreglo Sobreexpresion

LLA 117 BCR-ABL1 ad-CRLF2 +
LLA 111 ETV6-RUNX1 ad-CRLF2 +
LLA 114 P2RY8-CRLF2 -
LLA 115 TCF3-PBX1 P2RY8-CRLF2 +
LLA 107 P2RY8-CRLF2 -
LLA 099 P2RY8-CRLF2 -
LLA 102 ad-CRLF2 +
LLA 118 ad-CRLF2 +

FGR, fusiones génicas recurrentes. ad-CRLF?2, alteracion desconocida de CRLF2.
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7.2.2.1 Pacientes con la delecion P2RY8-CRLF2

La delecion P2RY8-CRLF2 se encontro en el 31% (36 de 118) del total de pacientes (Tabla 2 y Figura
11 y 12 A), en el 33% (32 de 98) de los pacientes negativos a FGR, y en el 20% (4 de 20) de los
pacientes positivos a FGR (Figura 11 y 12 A); en estos ultimos se observd la coexistencia de la
delecién con las fusiones ETV6-RUNX1y TCF3-PBX1 (Tabla 3). En la poblacién total, el 61% (22 de
36) de los pacientes P2RY8-CRLF2 positivos presentaron ademas la sobreexpresion de CRLF2,
mientras que el 39% (14 de 36) restante fue positivo a la deleciéon sin mostrar sobreexpresion de
CRLF2 (Figuras 10y 11).

A.

M 121 122 077 055 099 011 123 099 017 C- C+

@& P2RY8-CRLF2
511 bp

Figura 12. Deteccion de la delecion P2RY8-CRLF2. A. se muestra el corrimiento electroforético de los productos de
amplificaciéon que resultan de la delecion de PAR1. Las muestras positivas estdn marcadas con amarillo y presentan una
banda de 511pb, las muestras negativas se indican en blanco. C-, control negativo. C+, control positivo). M, marcador de
peso molecular de 100pb). B. se muestran nucleos en interfase en los cuales las flechas blancas indican la delecién en la
region PAR1, equivalente al rearreglo P2RY8-CRLF2. 1. Célula normal, 2. Célula con delecion mono alélica, 3 y 4. Nucleo y

metafase con delecion bialélica .
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En seis pacientes positivos a la delecion por RT-PCR (Figura 12A) y con diferentes valores de
expresion de CRLF2, se cuantifico el porcentaje de clonas positivas mediante FISH (Figura 10B). Se
encontraron valores de 0.4% a 1.5% de clonas positivas en casos sin sobreexpresion de CRLF2,
mientras que en los positivos a la sobreexpresion se encontrd hasta un 60% de clonas portadoras de

la delecién (Figura 13).
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Figura 13. Frecuencia de clonas P2RY8-CRLF2 positivas (negro) con respecto al nivel de expresion de CRLF2 (gris)
en 6 pacientes. Los pacientes con nivel de expresion por debajo de la mediana (142.3 “linea roja”) no sobre-expresan

CRLF2 vy tienen 0.4% a 1.5% de clonas P2RY8-CRLF2 positivas. Los pacientes con nivel de expresidon superior a la

mediana sobre-expresan CRLF2 y tienen hasta un 60% de clonas P2RY8-CRLF?2 positivas.

7.2.2.2 Busqueda de la amplificacion iAMP21 en pacientes P2RY8-CRLF2 positivos.

Los pacientes positivos a la delecion P2RY8-CRLF2 fueron candidatos a presentar la amplificacion
iIAMP21. Esta alteracion se buscoé en el 42% (15 de 36) de los pacientes candidatos, el resto no contd

con material disponible para el ensayo de FISH.

Se detectd la amplificacion iIAMP21 en el 73% (11 de 15) de los pacientes P2RY8-CRLF2 positivos
analizados (Figura 14), el resto fue negativo para esta alteracion. En 5 de 11 pacientes positivos a la
amplificacién iIAMP21 y la delecion P2RY8-CRLF2 fue posible cuantificar el porcentaje de clonas
portadoras de estas alteraciones, y se encontré que en todos los casos las clonas iIAMP21 positivas

fueron mayoritarias con respecto a las clonas P2RY8-CRLF2 positivas (Figura 15), cabe mencionar
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que en el paciente LLA 043 fue positivo a la delecion por RT-PCR, en cambio, mediante FISH no fue

posible encontrar a la clona portadora de esta alteracion.

Figura 14. Deteccién de la iAMP21 en pacientes P2RY8-CRLF2 positivos. A la izquierda se observa la iAMP21 (flecha
blanca) en un nucleo en interfase y a la derecha sobre una metafase. Las sefales verdes equivalen al gen ETV6 y las rojas
al gen RUNX1.

122 019 92.5%
80
70
60

Porcentaje de clonas positivas
(%)
(€]
o

<0.4% 0.4%
LLA 063 LLA 066 LLA 053 LLA 043 LLA 095

Clonas iAMP21 / Clonas P2RY8-CRLF2

Figura 15. Porcentaje de clonas P2RY8-CRLF2 (grafica negra) e iAMP21 (grafica gris) positivas en 5 pacientes.Todos
los pacientes poseen ambas alteraciones, pero la amplificacién iAMP21 se presenta en clonas mayoritarias. La delecion se
presentd hasta en 2.5% de las células analizadas, en contraste, la amplificacion se detecté en el 27% al 92.5% de las
células. El paciente LLA 043 es positivo por RT-PCR pero no se encontré la clona positiva en el analisis de 500 nucleos por

FISH, se asume que el valor es menor al minimo encontrado en el resto de los pacientes.
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La amplificacion iAMP21 se buscd unicamente en uno de los pacientes positivos a FGR y a la

delecién P2RY8-CRLF2, sin embargo, el resultado fue negativo.

7.2.2.3 Pacientes P2RY8-CRLF2 positivos al diagnéstico, pero negativos a la delecién en

recaida

Para los pacientes LLA 119 y LLA 120 se analizaron muestras captadas al momento del diagndstico y
en recaida, ambos pacientes fueron positivos a la delecion P2RY8-CRLF2 en la muestra de
diagnéstico (Figura 12A), la busqueda de la amplificacién iAMP21 se pudo realizar iunicamente en el
paciente LLA 120 y el resultado fue negativo. El analisis de las muestras de recaida revel6 la pérdida
de la delecion P2RY8-CRLF2, la busqueda de la amplificacién iAMP21 se llevd a cabo en ambos
pacientes, en el paciente LLA 120 el resultado fue negativo, mientras que en el paciente LLA119 se

detecto la delecion (Figura 14).

7.2.2.4 Pacientes con la translocacion IGH-CRLF2

El 35% (42 de 118) del total de pacientes fueron candidatos a presentar la translocacion IGH-CRLF2
por tener sobreexpresion de CRLF2 y ser negativos a la delecion P2RY8-CRLF2, no obstante, la
busqueda de esta alteraciéon se realizé en 42% (18 de 42) de los pacientes candidatos ya que estos
contaron con material disponible para el analisis por FISH; el 58% (24 de 42) restante fueron
identificados como ad-CRLF2 (Tabla 2 y Figura 11).

En los pacientes en los que se determind la presencia de la translocacion se obtuvieron los siguientes
resultados: se encontrd la translocacién IGH-CRLF2 en el 55% (10 de 18) de los pacientes en los que
se busco esta alteracion (Figura 16 1-4), esto es equivalente al 8% (10 de 118) de la poblacién total
(Tabla 2 y Figura 11) y al 10% (10 de 98) de los pacientes negativos a FGR (Figura 11). En los

pacientes IGH-CRLF2 positivos se encontraron diversos resultados:

A. IGH-CRLF2: El 50% (5/10) de los pacientes tuvieron el resultado positivo esperado, es decir, se
detectd la presencia de clonas con la ruptura de IGH y CRLF2 en proporciones similares (Figura 16 3-
4 y Figura 17).

B. IGH-CRLF2 & IGH-r o CRLF2-r: En el 20% (2 de 10) de los pacientes se encontré la translocacién
IGH-CRLF2 en clonas minoritarias, con respecto a clonas mayoritarias con ruptura de los genes IGH
(IGH-r) o CRLF2 (CRLF2-r) en proporciones desbalanceadas (Figura 17 , pacientes LLA 011 y LLA
021).
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5'CRLF2

3'CRLF2

5°CRLF2

3'CRLF2,

fia

Figura 16. Deteccion de la translocaciéon IGH-CRLF2. Se muestran nucleos en interfase en los cuales las flechas blancas
indican los alelos del gen /IGH vy las flechas amarillas los alelos del gen CRLF2. 1 y 2 células normales 3 y 4 células IGH-
CRLF2 positivas que muestran el patrén de la ruptura mono alélica clasica de ambos genes. 5 y 6 células con ganancia del
numero de copias de IGHy CRLF2. 7 y 8 células con ganancia del numero de copias de ambos genes y ruptura de uno de

los alelos extra de cada gen.
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Figura 17. Proporcion de clonas con la ruptura de los genes IGH (en gris) y CRLF2 (en negro). Analisis en M.O.N,
médula 6sea normal. LLA 020, paciente IGH-CRLF2 positivo. LLA 011, paciente con una clona IGH-CRLF2 positiva y con
una clona con ruptura de IGH. LLA 021, paciente con una clona IGH-CRLF2 positiva y con una clona con ruptura de CRLF2.
LLA 022 y LLA 012, pacientes IGH-CRLF2 negativos con una clona con ruptura de /GH.

C. IGH-CRLF2 & hiperdiploidia: En el 30% (3 de 10) de los pacientes se detecto la translocacion IGH-
CRLF2 en clonas minoritarias con respecto a dos tipos de clonas mayoritarias, una con hiperdiploidia

y otra en donde la translocacién y la hiperdiploidia estan en la misma célula (Figura 16 5-8).

Se obtuvo un resultado negativo, en cuanto a la presencia de IGH-CRLF2, en 45% (8 de 18) de los

pacientes analizados; éstos fueron clasificados como se muestra a continuacién:

A. G-CRLF2: En 5 de 8 pacientes en donde se detectaron clonas con la ganancia de copias de IGH y
de CRLF2 en proporciones similares y no se detectaron clonas con la ruptura de ambos genes (Tabla
2, Figura 11 y Figura 12 5y 6).

B. ad-CRLF2 y P2RY8 & IGH negativos: En 3 de 8 pacientes no se encontraron células con la ruptura
de ambos genes, uno de estos pacientes presenté solo células normales (con ambos genes integros)
(Figura 16 1y 2) y se agrup6 con el resto de los pacientes candidatos a presentar IGH-CRLF2 en los
que no se pudo buscar la translocacion, es decir, fue identificado como ad-CRLF2 (Figura 11). Los
dos pacientes restantes mostraron clonas con la ruptura de IGH (células positivas a rearreglo de /IGH,
pero con una pareja distinta a CRLF2) (Figura 17 pacientes LLA 022 y 012). Estos tres pacientes
fueron clasificados como P2RY8 & IGH negativos (Figura 11).

Cabe mencionar que los hallazgos que fueron diferentes al resultado esperado fueron corroborados
por una persona capacitada en el analisis de FISH en médula 6sea.
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7.3  Presencia de transcritos de isoformas con efecto dominante negativo de IKZF1.

La presencia de transcritos correspondientes a isoformas con efecto dominante negativo (IDN) de
IKZF1, o la ausencia total de transcritos del gen, se consideraron como alteracion de IKZF1; las IDN
corresponden a k6 (255 pb) e 1k8 (390 pb) (Figura 18). La busqueda de alteraciones en este gen se
llevé a cabo en el 92% (108/118) del total de pacientes, el 90% (88/98) de los pacientes negativos a
FGR, y en el 100% (20/20) de los pacientes positivos a FGR.

M 124100 009 123 101 102 103104 C+ M C1 C2GC3

Ik6 255pb

Figura 18. Deteccion de transcritos de IDN de /IKZF1. Se muestra el corrimiento electroforético de los productos de
amplificaciéon que resultan de los transcritos de isoformas de IKZF1. Se distingue a las IDN |k6 de 255pb (linea amarilla) e
1k8 de 390 pb (linea roja). C-1, control negativo de la primera reaccion. C2, reaccion anidada de C-1. C3, control negativo de

la reaccion anidada. C+, control positivo. M, marcador de peso molecular de 100pb.

Se encontré una frecuencia de alteraciones de IKZF1 muy similar entre el total de pacientes, los
pacientes negativos a FGR y los pacientes positivos a las mismas, esta fue del 69% (74 de 108) ,
67% (59 de 88) y el 70% (14 de 20) respectivamente (Figura 19 y Anexo 3-Tabla 1).

La mayoria de los pacientes con alteraciones de CRLF2 también mostraron alteraciones en IKZF1,
principalmente el grupo con sobreexpresion de CRLF2 y P2RY8 & IGH negativos, los casos IGH-
CRLF2 positivos y P2RY8 & iAMP21 positivos, en cambio, los casos con G-CRLF2 y ad-CRLF2
presentaron frecuencias similares de pacientes con y sin alteracion de IKZF1 (Figura 19 y Anexo 3-
Tabla 1).
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Figura 19. Frecuencia de alteracion de IKZF1 en los subgrupos de pacientes de la poblacion de estudio. Frecuencias
reportadas en la poblacién total de 118 pacientes ' en 98 casos negativos a FGR 2 y en 20 casos positivos a FGR * FGR,
fusiones génicas recurrentes. S-CRLF2, casos con sobreexpresion. nS-CRLF2, casos sin sobreexpresion. G-CRLF2,
ganancia de CRLF2. ad-CRLF2, alteracion desconocida de CRLF2.
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Figura 20. Frecuencia de transcritos de IDN de IKZF1 en la poblacién analizada. * el conjunto de estas alteraciones
representa el total de pacientes con alteraciéon de IKZF1.
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Con respecto a la frecuencia de cada tipo de transcrito de IDN de IKZF1, los hallazgos mas
frecuentes fueron la coexistencia las isoformas 1k6 e k8 y los casos que solo mostraron transcritos de

la isoforma Ik6 (Figura 20). En un paciente positivo a FGR no se detectd ningun transcrito de IKZF1.

7.4 Identificacion de pacientes Ph-like.

La identificacion del subtipo Ph-like se llevé al cabo en los pacientes negativos a las FGR (n = 98). Se
consideraron, la combinacion de alteraciones genéticas previamente identificadas y la positividad
para el perfil de expresion génica (PEG) propuesto en el laboratorio. Se obtuvieron cuatro categorias
con base en los criterios definidos en la seccion de interpretacién de resultados (pagina 29) las cuales

se describen a continuacion:

A. Ph-like: Este grupo representé 34% (33 de 98) de los pacientes FGR negativos (Figura 21), el
56% (19 de 33) de estos pacientes fue positivo a un PEG = 83%, y el 44% (14/33) restante fue
positivo para el 50% o 66% del PEG. El 94% (31 de 33) de los casos sobre-expresa CRLF2, de éstos
el 65% (20 de 31) mostro valores de expresion superiores al cuartil 3, la delecion P2RY8-CRLF2 se
presentd en el 33% (11 de 33) de los casos, con y sin coexistencia con la amplificacion iAMP21, los
casos positivos a ambas alteraciones mostraron un PEG = 83%. La translocacion /IGH-CRLF2 se
presentd en el 30% (10 de 33) de los casos, y todos los pacientes positivos a esta alteracion se
concentraron en este grupo, al igual que los pacientes con sobreexpresion de CRLF2 y negativos a
los rearreglos con P2RY8 & IGH los cuales representaron el 6% (2 de 33) de los pacientes Ph-like; el
el 30% (10 de 33) de estos se clasific6 como ad-CRLF2. Por ultimo, el 67% (22 de 33) de los
pacientes Ph-like fue positivo a las alteraciones de IKZF1, sin embargo, esta caracteristica se

compartioé en el resto de los grupos.

B. Ph-like no CRLF2: Este grupo represento el 8% (8 de 98) de los pacientes FGR negativos (Figura
21). ElI 100% de estos pacientes fue positivo al PEG entre 50-66%, pero sin presentar alteraciones de

CRLF2. Las alteraciones de IKZF1 se presentaron en 86% (6 de 7) de los casos.

C. Alteracion de CRLF2 (Probable Ph-like): Este grupo se presentd en 28.5% (28 de 98) de los
pacientes FGR negativos (Figura 21). En este grupo, 100% de los pacientes tienen alguna alteracion
de CRLF2. El 46% (13 de 28) de estos casos fue positivo para el 50% o 66% del PEG con o sin
sobreexpresion de CRLF2, sin embargo, la sobreexpresion se observé en presencia de la delecion
P2RY8-CRLF2, con o sin la amplificacion iAMP21, y con G-CRLF2 (un caso mostrd un valor de
expresion superior al cuartil 3). Algunos de estos pacientes fueron candidatos a presentar la

translocacion IGH-CRLF2, sin embargo, no fue posible determinar la presencia de esta alteracion.
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Figura 21 Identificacion de pacientes Ph-like. Agrupacion de pacientes en cuatro categorias con base en la combinacion
de alteraciones genéticas presentes en el subtipo Ph-like. PEG, perfil de expresion génica. S-CRLF2, sobreexpresion de
CRLF2, * superior al cuartil 3. G-CRLF2, ganancia de CRLF2.

En 54% (15 de 28) de los casos no se obtuvo un resultado positivo al PEG, sin embargo, todos estos
pacientes mostraron sobreexpresion de CRLF2 (algunos con valores de expresion superiores al
cuartil 3), y en su mayoria asociada a la delecion P2RY8-CRLF2, o bien fueron pacientes candidatos

a presentar la translocacion IGH-CRLF2.

La mayoria de los casos P2RY8-CRLF2 & iAMP21 positivos se concentraron en este grupo; cabe
mencionar que en algunos casos la amplificacion estuvo presente en clonas mayoritarias, al igual que
los casos con G-CRLF2. Por ultimo, las alteraciones de IKZF1 se encontraron en 54% (13 de 24) de

los casos.
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D. No Ph-like: Este grupo representd 29.5% (29/98) de los pacientes FGR negativos (Figura 21).
Todos los pacientes de este grupo fueron negativos al PEG y a la sobreexpresion de CRLF2; se
presentaron algunos casos P2RY8-CRLF2 positivos; la mayoria mostraron la amplificacion iAMP21,
algunos casos en clonas mayoritarias. Las alteraciones de IKZF1 se encontraron en 72% (18/25) de

los casos.

En los pacientes positivos a FGR también se encontraron caracteristicas genéticas que se comparten
con las del subtipo Ph-like, sin embargo, estos pacientes ya tienen un subtipo molecular definido por
la presencia de las FGR por lo cual no fueron clasificados dentro del subtipo Ph-like y unicamente

fueron considerados como pacientes con alteraciones en CRLF2 e/o IKZF1.

7.41 Busqueda de CNV’s asociadas al subtipo Ph-like.

Con la finalidad de complementar la caracterizacion genética de los pacientes Ph-like se
seleccionaron cuatro pacientes de este subtipo para la busqueda de CNV’s en genes que se han
reportado alterados en pacientes Ph-like mediante aCGH. Se estudiaron tres pacientes Ph like (LLA

017, LLA 021 y LLA 022) y un paciente Ph-like no CRLF2 (LLA 035).

Se encontraron CNV’'s en los cromosomas 1,2,3,4,5,7,9,10,12,13,14,17,18 y 20; los cromosomas

alterados en al menos 2 de 4 pacientes se encuentran subrayados. Se detectaron deleciones que van
de 0.007 Mb hasta 22.09 Mb, se muestra un ejemplo representativo en la Grafica 10. Estas
alteraciones se encontraron en estado heterocigoto (Figura 22 A1-5), heterocigoto en mosaico (Figura
22 B) y homocigoto (Figura 22 C1-2). También se detectaron duplicaciones que van de 0.51 Mb hasta
18.92 Mb, se muestra un ejemplo representativo en la Grafica 9; Estas alteraciones se encontraron en

estado heterocigoto (Figura 23 A), heterocigoto en mosaico (Figura 23 B) y homocigoto (Figura 23 C).
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Figura 22. Resultado parcial del microarreglo de aCGH (Agilent 1M, hg18) en los pacientes LLA 035 y LLA 021 .Se
sefialan las deleciones encontradas en el brazo corto del cromosoma 9. A1-A5) Deleciones heterocigotas (LogzR:-1); se
muestra la férmula de la delecion A1 arr 9p21.3(22,537,465-24,300,535)x1. B) Delecion heterocigota en mosaico (-
1>Log2R<0), arr 9p21.3(20,130,048-20,875,427)x~1.3. C1-C2) Deleciones homocigotas (LogzR< -2); se presenta la férmula
de la delecion C1 arr 9p21.3(20,875,427-22,126,899)x0.
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Figura 23 Resultado parcial del microarreglo de aCGH (Agilent 1M, hg18) en el paciente LLA 021 .Se sefalan las
duplicaciones encontradas en el brazo largo del cromosoma 9. A) Duplicacion heterocigota (LogzR:1), arr
9921.13(73,118,082-75,544,128)x3 . B) Duplicacién heterocigota en mosaico (0>LogzR<1), arr 9921.11921.13 (71,603,886-
73,118,427)x~1.3 . C) Duplicaciones homocigotas (LogR>2), arr 9921.13922.32(78,392,817-97,322,234)x4.
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A partir de las CNV's encontradas en los microarreglos se obtuvo una lista de genes supresores de

tumor y oncogenes que se refieren alterados en el subtipo Ph-like (Figura 24).

Pacientes Ph-like
LLA LLA LLA LLA
Genes 035 022 017 021 LC

BTLA/CD200 3q13.2
EBF1 5q33.3
IKZF1 7p12.2 CNV
X4
MTAP X2
CDKN2A 9p21.3 X1
CDKN2B X0
CDKN2B-
AS1
PAX5 9p13.2
NTRK?2 9g21.13
ETV6 12p13.2
CDKN1B
BTG1 12921.33

Figura 24. Genes involucrados en las CNV’'s de pacientes Ph-like . CNV, variaciones en el numero de copias por su

siglas en ingles. LC, localizacién cromosémica. M, mosaico .

7.5 Frecuencia de los subtipos moleculares de LLA pre-B en la poblacion de estudio.

Con base en los resultados se obtuvieron las siguientes frecuencias de cada subtipo molecular de
LLA pre-B descrito en este trabajo, y se muestran las frecuencias reportadas en la literatura (Figura
25 Ay B). Para esta clasificacion se considero a los pacientes FGR positivos, con y sin alteraciones
de CRLF2 vy a los pacientes FGR negativos clasificados como Ph-like, Ph-like no CRLF2, alteracion
de CRLF2 (probable alteracién de CRLF2) y no Ph-like. Cabe mencionar que en esta clasificacion las
alteraciones del gen IKZF1 no se mencionan ya que no representan una alteracion primaria que
define a un subtipo molecular de LLA pre-B, a diferencia de las alteraciones en CRLF2 y el subtipo
Ph-like. Los pacientes con amplificacion iAMP21 o con hiperdiploidia (G-CRLF2) que se presentaron
en los grupos denominados alteracion de CRLF2 (Probable Ph-like) y no Ph-like fueron extraidos de
estos grupos y considerados como subtipos particulares ya que éstas son alteraciones primarias que
definen subtipos especificos de LLA pre-B, en cambio, los pacientes Ph-like con amplificacion
iIAMP21 o hiperdiploidia (G-CRLF2) si quedaron clasificados dentro de dicho subtipo (Figura 25 A).
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Ph-like: La frecuencia en la cohorte de pacientes mexicanos con LLA pre-B analizada fue de 35% (41

de 118), considerando a los casos Ph-like con y sin alteracion de CRLF2 (Figura 25 A).

Alteracion de CRLF2: |a frecuencia fue de 16% (19 de 118) , pero incrementa a un 58% (69 de 118)
si se considera a los pacientes Ph-like con alteracion de CRLF2, a los casos P2RY8-CRLF2& iAMP21

positivos y a los pacientes FGR positivos con alteraciones de CRLF2 (Figura 25 A).

Hiperdiploidia y amplificacién iAMP21: se obtuvo una frecuencia de 8% (9 de 118) y 3% (4 de 118)
respectivamente, aunque, se debe considerar que estas alteraciones no fueron determinadas en

todos los pacientes por lo cual su frecuencia puede ser diferente (Figura 25 A).

Otros B: este grupo representé el 21% (25 de 118) de la poblacion de estudio y esta compuesto de
los pacientes No Ph-like en los cuales no se detectaron alteraciones genéticas asociadas a un subtipo
especifico. Cabe mencionar que dentro de este grupo hay dos pacientes P2RY8-CRLF2 positivos que
no muestran sobreexpresion de CRLF2, y tampoco positividad al perfil de expresion génica Ph-like;
por lo que no se consideré que tengan una alteracion primaria que permita clasificarlos en otro

subtipo.

Positivos a FGR y con alteracion de CRLF2: la coexistencia de las FGR con las alteraciones de

CRLF2 se presentod con una frecuencia del 7% (8 de 118) en la poblacion total.
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Figura 25. Frecuencia de los subtipos moleculares de LLA pre-B en la poblacion de estudio. A. Frecuencias
observadas en la poblacion de estudio. Los pacientes positivos a FGR estan representados por las secciones en color gris y
naranja, el resto de las secciones representan a los pacientes FGR negativos. B. Frecuencias reportadas en la literatura en
pacientes pediatricos con LLA pre-B. Tomado y modificado de Bhojwani et al., (2015) "y Zhang et al., (2017) “*.
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7.6 Comparacion de las caracteristicas clinicas del subtipo Ph-like y No Ph-like y de pacientes

con y sin alteraciones de CRLF2 y/o IKZF1.

Se evaluaron las diferencias en las caracteristicas clinicas de prondstico adverso y favorable entre los

pacientes Ph-like y Ph-like no CRLF2 en comparacion con los pacientes No Ph-like:

Ph-like contra No Ph-like: La cuenta de leucocitos = 50x10%L fue significativamente mayor en
pacientes Ph-like (p = 0.015) y el genero masculino fue significativamente mayor en pacientes No Ph-

like (p < 7.4x10™), el resto de las caracteristicas no mostraron diferencias significativas (Figura 26 A).

Ph-like no CRLF2 contra No Ph-like: En los pacientes Ph-like no CRLF2 la edad =10 afios y la
cuenta de leucocitos = 50x10%L fueron significativamente mayores (p = 1x107 para ambas
caracteristicas) y nuevamente el genero masculino fue significativamente mayor en pacientes No Ph-

like (p = 0.0005), el resto de las caracteristicas no mostraron diferencias significativas (Figura 26 B).

Se evaluaron las diferencias en la frecuencia de las caracteristicas clinicas de prondstico adverso y
favorable entre los pacientes con y sin alteraciones de CRLF2. Para este analisis, se excluyeron los
pacientes positivos a FGR y a pacientes que fueron posteriormente clasificados como Ph-like no
CRLF2, debido a que poseen caracteristicas clinicas de prondstico adverso asociadas a la presencia

de las FGR o a alteraciones en genes implicados en el subtipo Ph-like no CRLF2.

Pacientes con sobreexpresion contra pacientes sin sobreexpresion de CRLF2: La cuenta de
leucocitos 250x10%/L fue mas frecuente en pacientes con sobreexpresién de CRLF2 (con tendencia a
la significancia p = 0.05) y se observd mayor frecuencia del genero masculino en pacientes sin
sobreexpresion de CRLF2 (con tendencia a la significancia p = 0.08), el resto de las caracteristicas no

mostraron diferencias significativas (Figura 27 A) .

Pacientes P2RY8-CRLF2 con sobreexpresion contra P2RY8-CRLF2 sin sobreexpresion: Se
encontré una frecuencia significativamente mayor de la edad 210 afios (p < 2.5x107°), el género
masculino (p = 0.03) y la estratificacion de riesgo alto (p < 1x107) en el grupo de pacientes P2RY8-
CRLF2 positivos sin sobreexpresion de CRLF2 (Figura 27 B). La cuenta de leucocitos =50x10%/L fue

significativamente mayor en pacientes P2RY8-CRLF2 positivos con sobreexpresion de CRLF2.

Pacientes IGH-CRLF2 positivos contra pacientes P2RY8-CRLF2 positivos: Los pacientes
positivos a la translocacion /GH-CRLF2 mostraron una frecuencia significativamente mayor de
cuentas de leucocitos 250x10%/L (p < 6.3x10”°) y una mayor frecuencia de estratificacion de alto riesgo

(con tendencia a la significancia p = 0.1) en comparacién con los pacientes positivos a la delecion
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P2RY8-CRLF2, en estos ultimos el genero masculino fue mas frecuente (con tendencia a la

significancia p = 0.08) (Figura 27 C).

A.
Ph-like No Ph-like
. Estandar
Riesgo 28 |2 -
p >0.
Alto
<50x109/L
Cuenta de (e &7 p 0.015*
leucocitos = 50x109/L _m
Femenino 56 3g|
Género p <7.4x10**
Masculino 44 [ 62
1-8 afios [52 52 p 509
Edad 210 afios _-E
|
100 50 : 50 100
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Ph-like no CRLF2 No Ph-like
Estandar
Riesgo E E
<50x109/L
Cuenta de E 7] p < 1x10-7*
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Femenino |62.5 38|
Género p < 0.0005*
Masculino 37.5 _E
1-9 afios fz2.s| 52| p <tx107"
Edad >10 afios G143 48
L
100 50 o 50 100

% Pacientes

Figura 26. Caracteristicas clinicas de los pacientes del subtipo Ph-like y no Ph-like. A. Comparacion entre pacientes
Ph-like y no Ph-like. B. Comparacion entre pacientes Ph-like no CRLF2 y no Ph-like. En negro se muestra la frecuencia de

las caracteristicas de prondstico adverso y en blanco las de prondstico favorable. * valores estadisticamente significativos.
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Figura 27. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin alteracion de CRLF2. A. comparacion entre pacientes con
y sin sobreexpresion de CRLF2. B. comparacion entre pacientes P2RY8-CRLF2 positivos con y sin sobreexpresion de
CRLF2. C. comparacion entre pacientes positivos a la delecion P2RY8-CRLF2 y pacientes con la translocacion IGH-CRLF2.
En negro se muestra la frecuencia de las caracteristicas de pronéstico adverso y en blanco las de prondstico favorable. *

valores estadisticamente significativos. ** valores con tendencia a la significancia. S-CRLF2, con sobreexpresion de CRLF2.

nS-CRLF2, sin sobreexpresion de CRLF2.
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Figura 27. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin alteracion de CRLF2 (Continuacion).

Pacientes con y sin amplificacion iAMP21: Esta comparacion no fue posible debido al bajo nimero
de casos. La mayoria de los pacientes positivos a la amplificaciéon iAMP21 tuvieron una edad entre 1
y 9 afios, género masculino, cuentas de leucocitos <50x10%/L y estratificacion de alto riesgo (Anexo 3-
Tabla 2).

Pacientes con Hiperdiploidia con y sin coexistencia de la translocacién IGH-CRLF2: Esta
comparacion no fue posible debido al bajo niumero de casos, aunque todos los pacientes con
coexistencia de la hiperdiploidia y la translocacion IGH-CRLF2 tuvieron cuentas de leucocitos, >

50x10%/L y estratificacién de riesgo alto (Anexo 3- Tabla 3).

Pacientes positivos a FGR con alteracion de CRLF2 contra pacientes positivos a FGR sin
alteracion de CRLF2: éste analisis no reveld diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05)
(Anexo 3- Tabla 4).

Por ultimo, se evaluaron las diferencias en las frecuencias de las caracteristicas clinicas de
pronostico adverso y favorable entre los pacientes con y sin alteracion de IKZF1. Para este analisis,
se excluyeron los pacientes FGR positivos debido a que poseen caracteristicas clinicas de prondstico

adverso asociadas a la presencia de las fusiones.
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Pacientes con alteraciones de IKZF1 contra pacientes con IKZF1 normal: La estratificacion de
riesgo alto fue la Unica caracteristica significativamente mayor en pacientes con alteraciones de
IKZF1 (p = 0.0003) (Figura 28 A).

Pacientes con alteracion de CRLF2 e IKZF1 contra pacientes con alteracidon en sélo uno de los
dos genes: La estratificacion de alto riesgo fue significativamente mayor en pacientes con alteracion
de ambos genes respecto a los que sélo mostraron alteracién de CRLF2 (p < 2.1x107) y fue mas
frecuente que en los pacientes que s6lo mostraron alteracion de IKZF1 (con tendencia a la
significancia) (Figura 28 B y C). La cuenta de leucocitos 250x10%L fue menos frecuente en pacientes
con alteracién de ambos genes, que en aquellos que soélo tuvieron alteracién de un gen (con
diferencia significativa entre CRLF2 e IKZF1 alterado vs CRLF2 normal, p = 0.03) (Figura28 By C), el

resto de las caracteristicas no mostraron diferencias significativas.
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Figura 28. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin alteracion de IKZF1 ylo CRLF2. A. pacientes con y sin
alteracion de IKZF1. B. y C. comparacién entre pacientes con alteracion de ambos genes y con alteracion solo de CRLF2 o
s6lo de IKZF1. En negro se muestra la frecuencia de las caracteristicas de prondstico adverso y en blanco las de pronéstico

favorable. * valores estadisticamente significativos. ** valores con tendencia a la significancia.
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Figura 28. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin alteracion de IKZF1 y/lo CRLF2 (Continuacién).
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8. DISCUSION

8.1 Alteraciones de CRLF2

Las alteraciones en el gen CRLF2 son las mas frecuentes en el subtipo Ph-like y se presentan hasta

en el 50% de los casos, éstas incluyen la sobreexpresién del gen y/o la presencia de rearreglos “°).

En este trabajo se encontré una frecuencia de sobreexpresion de CRLF2 del 52% y 57% en el total
de pacientes de la poblacion y los pacientes negativos a FGR respectivamente (Figura 10 Ay B). Se
estima que la frecuencia de sobreexpresion de CRLF2 en LLA pre-B pediatrica es del 9 al 16% “*. Es
dificil conocer con certeza cual es la frecuencia de esta alteracioén, ya que se ha buscado por diversas
metodologias (RT-PCR en tiempo real y microarreglos de expresion), y el valor de corte se ha
estimado de diferentes formas, ya sea utilizando métodos aritméticos, media y mediana como se hizo
en este estudio, o mediante una asociacion biolégica como la recaida, o por criterios arbitrarios ©°.
Una alternativa para definir un valor de corte menos arbitrario para la sobreexpresion seria determinar

la sobreexpresion de CRLF2 utilizando un método de cuantificacién absoluta.

Los rearreglos de CRLF2 son la causa mas comun de la sobreexpresién de este gen; en particular, el
valor de corte utilizado en este trabajo (mediana: 143.2) ha permitido distinguir a los pacientes con
sobreexpresion entre aquéllos que portan los rearreglos IGH-CRLF2 y P2RY8-CRLF2 en clonas
mayoritarias. En contraste, los pacientes con rearreglos en clonas minoritarias han quedado ubicados
en los valores menores o limitrofes de la sobreexpresion, lo cual tiene sentido en el contexto de la

presencia de alteraciones y en el tamano de las clonas alteradas (Figura 10 A).

La frecuencia de rearreglos de CRLF2 es variable ya que depende de las caracteristicas del grupo
estudiado, por ejemplo la edad, la estratificacién de riesgo, el origen étnico de los pacientes y la
presencia de sindrome de Down ®). Se refiere que se presentan en aproximadamente el 6% de los
nifios con LLA pre-B y en mas del 25% de los adultos jovenes ®?. En la Tabla 4 se puede apreciar la
variabilidad en la frecuencia de rearreglos de CRLF2 en estudios de distintas cohortes que incluyen
pacientes negativos a FGR y estratificados clinicamente como de riesgo estandar y alto. En este
trabajo se obtuvo un 65% de alteraciones de CRLF2 en la poblacion total de pacientes con LLA pre-B
considerando la sobreexpresion y/o los rearreglos del gen y un 68% en pacientes negativos a FGR
(Figura 11). Aun si se consideran solo los rearreglos P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2 la frecuencia es
de 39% y de 43% al tomar en cuenta la poblacién total y a los pacientes negativos a FGR
respectivamente (Figura 11). Estas frecuencias son las mas altas descritas hasta el momento, incluso
si se comparan con los estudios referidos en poblacién de nifios hispano latinos residentes en EE.UU.
con estratificacion de riego alto, o con los estudios en los que analizan a pacientes con LLA pre-B y
sindrome de Down (Tabla 4) ?>4),
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Tabla 4. Frecuencia de rearreglos de CRLF2 en diferentes cohortes de LLA pre-B.

Pais Numero de Etnicidad Rearreglos en Autor
pacientes CRLF2
EE.UU. 51 H-L 35%** Harvey et al; (2010) “©

(Pacientes con estratificacion

de riesgo alto)

Alemania 70 C 4.5% * Cario et a., (2010) "
Inglaterra 865 C 6% ** Ensor et al.,(2011) “®
ltalia/ 464 C 5.1% * Palmi et al .,(2012) ?¥
Alemania
Alemania 694 C 3.8%* Dérge et al., (2013)*
Austria 268 C 25%* Morak et al., (2017) ?%

(Incluidos pacientes con

Sindrome de Down)
México 98 M 43%** Este trabajo
(Negativos a FGR)

*P2RY8-CRLF2. ** rearreglo de CRLF2. C, caucasico. H-L, hispano-latino. M, mexicano. FGR, fusiones génicas recurrentes.

La alta frecuencia de rearreglos de CRLF2 encontrada en este trabajo podria estar asociada con el
componente étnico de la poblacion mexicana, ya que se ha descrito la asociacion entre las
alteraciones en CRLF2y el origen amerindio. Como se refiere en el estudio de Harvey et al; (2010) ©°
realizado en pacientes con LLA pre-B de alto riesgo residentes de California, EE.UU., en el que
encontr6 que 35% de los pacientes identificados como hispano-latinos fueron portadores de
rearreglos de CRLF2, en contraste con pacientes de otras etnias en las que este hallazgo se presento

en solo el 7.1%.

Aunque en la cohorte de pacientes analizada en este trabajo se tamizaron las principales alteraciones
del gen, del 20 al 22% de los casos fueron clasificados como ad-CRLF2 (Figura 11), es decir, aun

queda por definir la causa genética de la sobreexpresion de CRLF2.
Existen otras alteraciones genéticas que pueden provocar la sobreexpresion de CRLF2, éstas son:

A. La delecion CSF2RA-CRLF2, abarca aproximadamente 32Kb en la region pseudoautosdémica 1y
yuxtapone al promotor del gen CSF2RA con la region codificante de CRLF2, provocando su
sobreexpresion 2.

B. La mutacién puntual ¢.695T>G (Phe232Cys) en la secuencia de CRLF2, resulta en la
homodimerizacion de la proteina en la membrana y en consecuencia la hiperactivacion de la

sefializacion Jak2-Stat5 y la sobreexpresion de CRLF2 ©).
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C. La mutacién concomitante R683G en la secuencia de JAK7 y JAK2 se ha reportado en la mitad de

los pacientes con rearreglo de CRLF2 y contribuye a la sobreexpresion del gen ©)

D. La presencia del alelo de riesgo A del SNP rs3824662 en el gen GATA3 produce un incremento en
la expresion de este factor de transcripcion; esto hiperactiva la transcripcion de genes involucrados en
la via de sefalizacién Jak-Stat incluyendo a CRLF2; de hecho, se ha descrito que la regién 5'de

CRLF2 presenta cinco motivos de unién para GATA3 ©V.

E. La presencia de isoformas dominante negativas de IKZF1 provocan el aumento en la expresién de
(52)

CRLF2 debido a que IKZF1 es incapaz de unirse al promotor de CRLF2 para regular su expresiéon
A pesar de todas las posibilidades que permiten explicar la sobreexpresion de CRLF2, se han
descrito casos en los que no se detectan alteraciones genéticas asociadas, por lo que este fendmeno

puede ser resultado de eventos de regulacion transcripcional ©.

Recientemente se ha descrito que las alteraciones en CRLF2 pueden coexistir con los rearreglos
genéticos recurrentes en LLA pre-B, en este trabajo se encontraron alteraciones en CRLF2
(sobreexpresion y/o rearreglo) en el 40% de los pacientes positivos a las FGR, la mitad de estos
casos fue positiva a la delecion P2RY8-CRLF2 y en el resto de los pacientes aun queda por definir la

causa de la sobreexpresién del gen (Figura 11 y Tabla 3).

En la tabla 5 se muestran reportes de casos en los que las alteraciones de CRLF2 coexisten con las
FGR, las fusiones involucradas con mayor frecuencia son BCR-ABL1, ETV6-RUNX1 y var-KMT2A.
(41.50.53-%7) " Cabe mencionar que la frecuencia de coexistencia de estas alteraciones encontrada en
este trabajo representa la mas alta descrita hasta el momento, y el hallazgo mas frecuente fue la

coexistencia de las alteraciones de CRLF2 y la fusion TCF3-PBX1.

Con respecto a los aspectos biolégicos y clinicos de la coexistencia de las FGR y alteraciones de
CRLF2, recientemente se han descrito cuatro casos BCR-ABL1 positivos de origen hispano, uno con
ruptura de CRLF2 detectada por FISH, dos con el rearreglo IGH-CRLF2 y uno con delecion P2RY8-

% En dos de estos pacientes, se determind que la alteracion

CRLF2 en los que ocurrié recaida
primaria era la del gen CRLF2 y la secundaria era la fusion BCR-ABL1; los cuatro pacientes fueron
sensibles a los inhibidores de la senalizacion Abl, aunque recayeron con la clona residual CRLF2

positiva por lo que fueron tratados con ruxolitinib para inhibir a la sefializacion Jak2-Stat5 ©7.

Pastorczak et al., (2018) ©®® describe a dos pacientes ETV6-RUNX1 y con sobreexpresién de CRLF2
a nivel de transcrito, uno de estos pacientes con subclonas que mostraron la sobreexpresién de la
proteina CRLF2 en superficie; esto podria sugerir la activaciéon de la sefalizacion de Jak2-Stat5 y por

lo tanto un blanco terapéutico potencial.
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Tabla 5 .Coexistencia de las fusiones génicas recurrentes con alteraciones de CRLF2.

Pacientes positivos a FGR y con alteraciones de CRLF2
Pais FGR (n) Alteracién de Coexistencia de ambas Autor
CRLF2 (n) alteraciones en
poblacién  total de
pacientes positivos a

FGR %(n)
Alemania BCR-ABL1 (1) P2RY8 (5) 9%(5/56) Schwab et al.,
ETV6-RUNX1 (3) (2013) 3
TCF3-PBX1 (1)
S-CRLF2 (1) 0.4%(1/217) Van der veer et al.,
var-KMT2A (1)
Holanda (2013) ®¥
Holanda P2RYS (3) 4.9%(3/61) Yano et al.,
var-KMT2A (3)
(2014) 9
Alemania ETV6-RUNXT (1) S-CRLF2 (1) 1% (1/91) Schmah et al.,
(2017) “"
EE.UU. BCR-ABL1 (1) S-CRLF2 (1) 3%(1/35) Konoplev et al;
(2017) ©°)
EE.UU. BCR-ABL1 (4) P2RYS8 (1), IGH Reporte de 4 casos Jain et al.,
(2) y CRLF2 roto (2017) ©0)
(1)
Polonia ETV6-RUNX1 (2) S-CRLF2 (3) 9%(3/29) Pastorczak et al.,
var-KMT2A (1) (2018) 0
California, BCR-ABL1 (1) P2RY8 (1) Reporte de 1 caso Aldoss et al.,
EUA (2019) 67
México BCR-ABL1 (1) S-CRLF2 (4) 40%(8/20) Este trabajo
ETV6-RUNX1 (2) P2RYS (4)

TCF3-PBX1 (5)

FGR, fusiones génicas recurrentes. P2RY8, Delecién. IGH, translocacion. S, Sobreexpresion.

Hasta ahora no se tienen reportes que describan el significado bioldgico y clinico de la coexistencia
de alteraciones de CRLF2 y la fusion TCF3-PBX1 en pacientes con LLA pre-B, no obstante, como
parte de este proyecto se ha demostrado la activaciéon de la sefalizacion de Jak2-Stat5 en los
pacientes con estas alteraciones mediante la medicion de los niveles de pSTAT5 por citometria de
flujo (Anexo 4). En el modelo murino de LLA pre-B con la fusion TCF3-PBX1, se determin6 que las

mutaciones en genes ortélogos de la via Jak-Stat participan en el proceso de inicio de la leucemia,
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considerando estos hallazgos, existe la posibilidad de que esto también ocurra en los pacientes de
este trabajo que tienen alteraciones de CRLF2 y fusién TCF3-PBX1. En estos pacientes los miembros
de la via Jak2-Stat5 podria ser un blanco terapéutico 2.

El significado clinico de la coexistencia de las alteraciones de CRLF2 y FGR aun no es claro, por lo
cual es importante seguir la evolucion de estos pacientes. La alta frecuencia de alteraciones de
CRLF2 encontrada en los pacientes con y sin FGR de este trabajo sugiere la necesidad de realizar el

tamizaje de dichas alteraciones en todos los pacientes con LLA pre-B.

8.1.1 Presencia de la deleciéon P2RY8-CRLF2 y la amplificacion iAMP21

La deleciéon P2RY8-CRLF2 se encontré en 31% del total de pacientes de la poblacién de estudio, en
33% y el 20% de los pacientes negativos y positivos a las FGR respectivamente (Figura 11y 12 A).
Como se menciond, la frecuencia de este rearreglo puede ser variable entre grupos de estudio ya que
depende de las caracteristicas de la poblacién analizada. En un estudio de una cohorte no
seleccionada del MRC (consejo de investigacion médica, por sus siglas en ingles) predominé la
delecién PR2Y8-CRLF2 (5%) comparativamente con el rearreglo IGH-CRLF2 (1%); en contraste, el
grupo COG observé que IGH-CRLF2 es dos veces mas prevalente que PR2Y8-CRLF2 “®. En la
poblacion total de pacientes analizados en este trabajo, la delecién PR2Y8-CRLF2 fue mas frecuente
que la translocacién IGH-CRLF2 (31% y 8%, respectivamente), aunque la frecuencia de la
translocacion podria ser mayor ya que su busqueda no fue posible en 58% de los pacientes

candidatos a presentarla.

En este trabajo, el estudio de la delecion P2RY8-CRLF2 por medio de FISH revelo6 la presencia de
subclonas minoritarias, que van del 0.4 al 1.5% de las células analizadas de pacientes sin
sobreexpresion de CRLF2, y fue posible observar una mayor proporcion de clonas positivas en los
pacientes con sobreexpresion de CRLF2, en comparacion con los pacientes que no sobreexpresaron
el gen (Figura 12 B y Figura 13). Desafortunadamente, no se pudo cuantificar el porcentaje de clonas
P2RY8-CRLF2 positivas en todos los pacientes, aunque por los resultados obtenidos, se espera que
la mayoria de los pacientes con altos niveles de sobreexpresién porten el rearreglo en clonas

mayoritarias, y aquéllos con bajos niveles de expresién tengan la alteracién en clonas minoritarias.

Schmiéh et al., (2017) “Y reportan que la mayoria de sus pacientes con sobreexpresion de CRLF2
fueron portadores de la delecién en clonas mayoritarias. En otro estudio de Morak et al., (2012) *®®
refieren pacientes P2RY8-CRLF2 positivos por RT-PCR en los que cuantifica el porcentaje de clonas
portadoras de la delecién utilizando la técnica de MLPA (amplificacion de sondas dependiente de

ligandos multiples); encontraron que 27% de los casos mostré clonas mayoritarias con la delecion y
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73% clonas minoritarias, al comparar esto con el valor de corte de la sobreexpresion se observo que
un valor de expresién relativa de 50 delimita los casos con clonas mayores de los casos negativos a
la delecién, pero del 20% al 30% de los casos con clonas minoritarias tienen valores de expresion por
encima de 50, indicando que en estos casos la sobreexpresion de CRLF2 no se debe por completo a

la delecion.

Es importante considerar que en los pacientes con la delecion P2RY8-CRLF2 pueden existir factores
adicionales que produzcan la sobreexpresion de CRLF2 (p ej. mutaciones en JAK2, IL7RA,

) (21,22,51

polimorfismos en el gen GATA3 entre otros ). En los pacientes de este trabajo, el analisis de

FISH permitié observar clonas P2RY8-CRLF2 positivas con mas de un alelo afectado (Figura 12B 3 y

4), el cual podria ser un factor adicional que contribuye a la sobreexpresion de CRLF2 ).

La delecion P2RY8-CRLF2 fue analizada en dos pacientes en muestras de diagnéstico y recaida,
ambos pacientes fueron positivos en la muestra de diagnéstico, en contraste, en la muestra de
recaida no se encontré esta alteracion. La evolucion de las clonas P2RY8-CRLF2 positivas es
impredecible, al parecer depende de cada caso especifico. En la mayoria de los pacientes las
subclonas P2RY8-CRLF2 no progresan a clonas con mayor numero de células en la recaida, aunque
algunas desaparecen, otras persisten y algunas se reemplazan por clonas con nuevos puntos de
ruptura ®); esto conlleva a la necesidad de cuantificar el nimero de células con la alteracién para

conocer el tamafo de las clonas y analizar su participacion en diferentes etapas de la enfermedad.

La delecién P2RY8-CRLF2 se ha considerado una alteracién secundaria que se encuentra en
subclonas acompafiando a una alteracién primaria, esta alteracion contribuye al establecimiento de la
leucemia sin ser critica para este proceso, aunque en ocasiones si puede sustituir a una alteracion
conductora ©?. Harrison et al., (2015) ®” refiere que un 14% de los casos P2RY8-CRLF2 coexisten
con la amplificacion iAMP21, la cual es reconocida como una alteracién primaria y tiene una
frecuencia del 2% en LLA pre-B. En este trabajo se buscé la presencia de la amplificacién iAMP21 en
los pacientes P2RY8-CRLF2 positivos y se encontré en el 73% de éstos (Figura 14). En cinco
pacientes positivos a la delecion y a la amplificacion se cuantificd el porcentaje de clonas de cada
alteracion y en todos los casos se encontré a la amplificacién en una clona mayor (Figura 15); en la
literatura se refiere que la amplificacion iIAMP21 es un evento primario que puede presentar a la

delecion P2RY8-CRLF2 como alteracion secundaria.

En el paciente LLA 119 se encontré la amplificaciéon en la muestra de recaida, sin embargo, se
desconoce si la amplificacion iIAMP21 estaba presente desde el diagndstico; con respecto a la
deleciéon P2RY8-CRLF2 se detect6 en la muestra de diagnéstico pero no en la muestra de recaida.

Rand et al., (2016) ®® y Morak et al., (2012) ® reportan estudios donde se analiza la arquitectura
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clonal de las células leucémicas con la delecion P2RY8-CRLF2 y la amplificacion iAMP21, en
muestras pareadas de diagnoéstico y recaida, observaron que cuando la amplificacion iAMP21 esta
presente desde el diagndstico se conserva en la recaida, a diferencia de la delecion la cual se
comporta como una alteracidbn secundaria que puede permanecer, disminuir o perderse, en

comparacion con la amplificacion que puede mantenerse desde el diagndstico hasta la recaida.

8.1.2 Presencia de la translocacion IGH-CRLF2

A diferencia de la delecion P2RY8-CRLF2, la translocacién IGH-CRLF2 Unicamente se presentd en
pacientes con sobrexpresion de CRLF2 (Figura 10 A); como se menciond, la frecuencia de los
rearreglos de CRLF2 es variable y depende de varios factores. En este trabajo, la translocacién IGH-
CRLF2 se encontré en el 8% de la poblacion total y en el 10% de los pacientes FGR negativos
(Figura 11 y 16).

Aunque la mayoria de los pacientes IGH-CRLF2 positivos tuvieron un resultado clasico, con una
proporcion de clonas con ruptura de los genes IGH y CRLF2 similar (Figura 16 3 y 4 y Figura 17
paciente LLA 020), algunos casos mostraron resultados atipicos, con clonas con ruptura de los genes
IGH y CRLF2 en proporciones desbalanceadas (Figura 17 pacientes LLA 011 y LLA 021), o pacientes
en los que solo se detectd una clona con ruptura de /GH (Figura 16 3 y Figura 17 pacientes LLA 012 y
LLA 022). En estos casos se sospecha que existe una clona celular con un rearreglo de IGH que

involucra una pareja distinta de CRLF2 y viceversa.

Se ha identificado un gran nimero de oncogenes con los cuales IGH puede tener rearreglos, en todos
estos ocurre sobreexpresion del oncogén por la proximidad con sus elementos potenciadores de la
transcripcién ubicados en el cromosoma derivativo 14. De acuerdo con datos de un estudio de
Russell et al. (2014) ©®® en el cual caracteriza a 103 pacientes con rearreglo de /GH, la pareja génica
involucrada en el rearreglo con IGH puede variar de acuerdo a la edad. En pacientes pediatricos la
pareja mas frecuente es CRLF2 (22% de los casos) seguida de los factores de transcripciéon CEBP
(11% de los casos) e ID4 (7% de los casos), aunque en la mayoria de los pacientes se desconoce la
pareja génica de /IGH (60%); a pesar de esto existen diversas posibilidades descritas en LLA pre-B
(Tabla 6).

Se ha descrito poco con respecto a la posibilidad de un rearreglo que involucre la ruptura de CRLF2y
unidn con una pareja distinta a /GH, sin embargo, se han identificado cuatro fusiones para CRLF2
detectadas mediante secuenciacion del transcriptoma, aunque se desconoce su significado biolégico
(Tabla 6). Schméh et al., (2017) “" reporta dos casos con sobreexpresion de CRLF2 en donde se

desconoce la alteracién genética asociada, no obstante, ambos presentaron ruptura de CRLF2,
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aunque no involucran a los genes que codifican para las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulinas IGH IGK o IGL.

Tabla 6. Posibles parejas génicas de IGHy CRLF2.

Gen Pareja génica Localizacion cromosémica Referencia
CRLF2 Xp22.33/Yp11.2
CEPBP ABD.LEy G A (19q13.11) B (20q13.3)
D (8q11.21) E (14911.2) G Russell et al., (2014)

IGH (19913.11)

ID4 6p22.3
EPOR 19p13.2
IGF2BP1 17921.32
IGK 2p11.2
MIR125B1 11q24.1
IGH 14932.33

CRLF2  CHRFAMT7A 15q13.2 Kim Py Zhou (2018) ©"
U2AF1 21g22.3
GOLGASA 15q14
WDR27 6q27

En los casos descritos, se requiere identificar al gen que se encuentra rearreglado con /GH o con
CRLF2, ya que estas alteraciones en coexistencia o en ausencia de una poblacion de células IGH-
CRLF2 positivas, podrian influir en el prondstico del paciente. Para esto, metodologias como la
secuenciacion de préxima generacion dirigida o la PCR “panhandle”, que permite identificar la pareja
génica desconocida cuando se cuenta con una secuencia conocida, podrian ayudar a conocer la

pareja génica involucrada.

Ademas de estos casos, se encontraron tres pacientes en los que se detectd la coexistencia de la
hiperdiploidia y la translocacion IGH-CRLF2, con tres tipos de clonas , una con la translocacién IGH-
CRLF2 minoritaria con respecto a dos clonas mayoritarias, una con hiperdiploidia y otra en donde la
translocacion y la hiperdiploidia coexisten en la misma célula (Figura 16 5-8). Schmah et al., (2017)
“" refieren que el 6% de los casos IGH-CRLF2 positivos mostraron ademas ganancia de copias de
CRLF2 a causa de la hiperdiploidia. Jeffries et al., (2014) ©? estudia a 28 pacientes con coexistencia

de rearreglo de /GH y alteraciones citogenéticas recurrentes en LLA pre-B y encuentra hiperdiploidia
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con mas de 50 cromosomas en el 32% de estos casos, incluso reporta un caso en el cual el rearreglo
de IGH vy la hiperdiploidia estan en la misma célula y sugiere que el rearreglo de /IGH es un evento

secundario a la hiperdiploidia al encontrar a ésta en menor proporcion.

Con base en la literatura, la hiperdiploidia esta asociada a caracteristicas clinicas de prondstico
favorable, en cambio, en los pacientes de este trabajo en los que se encontrdé esta alteracion en
conjunto con la translocacion IGH-CRLF2 se observaron caracteristicas clinicas de prondstico
adverso, tales como cuentas de leucocitos altas y estratificacion de riesgo alto. Es importante realizar
un seguimiento clinico de los pacientes con hiperdiploidia y translocacion IGH-CRLF2 porque podrian
presentar eventos adversos como falla al tratamiento o recaida, asociados a la presencia de la
translocacion IGH-CRLF2, ademas; la hiperactivaciéon de la via de Jak2-Stat5 como resultado de la

translocacion podria ser un blanco terapéutico para el tratamiento de estos pacientes.

8.2 Presencia de alteraciones de IKZF1

Generalmente las alteraciones del gen IKZF1 son deleciones, raramente son mutaciones puntuales, y
las mas frecuentes son las que generan isoformas dominante negativas, como la delecién de los
exones 4 al 7 del gen y la delecion de los exones 4 al 6, las cuales producen a las isoformas 1k6 e Ik8
respectivamente (Figura 18) ©%. En este trabajo, las alteraciones del gen IKZF1 se encontraron en el
69% (74 de 108) de la poblacién total analizada (Figura 19). En LLA pre-B la frecuencia de alteracion
de IKZF1 es del 15%, sin embargo, la estratificacion de riesgo y el subtipo molecular de LLA pre-B de

la poblacién analizada pueden influir en la frecuencia.

Existe una gran variabilidad con respecto a la frecuencia de las alteraciones de IKZF1 en las cohortes
reportadas en la literatura (Tabla 7). Dupuis et al., (2013) ©® reportan una frecuencia alteraciones de
IKZF1 de 27% en pacientes pediatricos Ph+ y Ph-, sin embargo, la frecuencia descrita en este trabajo
para la poblacion total es mayor (Tabla 7). Si consideramos solo la frecuencia de deleciones de IKZF1
en nuestra poblacion negativa a FGR sigue siendo mayor, incluso si se compara con la frecuencia de
las cohortes de pacientes pediatricos Ph- de alto riesgo reportada por Harvey et al., (2010) ©® y
Mullighan et al., (2009) ¥ que son del 30% y 28.6% respectivamente (Tabla 7).

Una poblacion similar a la analizada en este trabajo es la cohorte de pacientes pediatricos mexicanos
con LLA pre-B de riesgo estandar y alto, descrita por Reyes Leén et al., (2015) ©® en la cual la
frecuencia de transcritos correspondientes a isoformas dominante negativas de IKZF1 fue de 23%,
sin embargo, la frecuencia encontrada en este trabajo fue mayor (tabla 7), y la diferencia podria
atribuirse a la frecuencia mayor de pacientes con edad 210 afios y cuentas de leucocitos = 50x10%/L,

(31% y 22% respectivamente) respecto a la referida en el estudio de Reyes Leon et al., (2015) €.
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Tabla 7. Frecuencia de deleciones de IKZF1 en diferentes cohortes de LLA pre-B

Pais Numero Caracteristicas de la Delecion de Referencia
de poblacién IKZF1
pacientes
EE.UU. 43 Ny A Ph+ 84% Mullighan et al., (2008) ©
EE.UU. 221 Ny A Ph- de alto riesgo 28.6% Mullighan et al., (2009)®*
EE.UU. 207 Ny A Ph- de alto riesgo 30% Harvey et al., (2010)®®
Francia 93 NyA Ph+y Ph- 27% Dupuis et al., (2012) ©®
Francia 60 Ny A Ph+ 75% Caye et al., (2013)®®
512 Ny A Ph- 16%
India 101 Ny Ay Adultos Ph+ y Ph- 28.7% Gupta et al.,(2014) ©?
México 99 Ny A de riesgo alto y 23% Reyes Leén et al., (2015)
estandar (68)
k6 16%
k8 5%
k6 e k8 1%
Otras 1%
77 FGR negativos 23%
22 FGR positivos
China 42 Adultos Ph+ 48% Lin et al., (2016)®
México Ny A de riesgo alto y 69% Este trabajo
estandar k6 27%
k8 10%
k6 e 1k8 31%
Otras 1%
88 Negativos a FGR 67%
20 Positivos a FGR 70%

NyA, Nifios y adolescentes. FGR, Fusiones génicas recurrentes.

La presencia del transcrito de k6 fue el hallazgo mas frecuente (69.6%) en el estudio de Reyes Ledn
et al., (2015) ©®® mientras que la coexistencia de los transcritos de 1k6 e 1k8 fue poco frecuente (1%);
en este trabajo la coexistencia de los transcritos de k6 e Ik8 fue el hallazgo mas frecuente (Figura

20), en este contexto, Boer et al., (2017) “" mencionan que la diferencia entre la patogenicidad de las
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IDN de IZKF1 es desconocida, pero todos los tipos de delecion en este gen se asocian con un mal

prondstico.

Las isoformas dominante negativas (IDN) de IKZF1 pueden derivarse de dos tipos de eventos,
deleciones a nivel del gen o empalme alternativo del ARNm de IKZF1 sobre los exones involucrados
en la generacion de las isoformas 1k6 e 1k8. De acuerdo con datos de Mullighan et al., (2009) ©®*, en
LLA pre-B Ph+ y Ph-, la presencia de niveles altos de IDN de IKZF1 a nivel de proteina tiene una
asociacion significativa Unicamente con la presencia de deleciones a nivel del ADN, lo que sugiere
que la expresion de las IDN de IKZF1 se debe a eventos de delecion gendmica mas que a eventos de
corte y empalme alternativo del ARNm. Cabe mencionar que en algunos pacientes de este trabajo
que tuvieron un resultado positivo a la isoforma Ik6 por RT-PCR anidada también mostraron la
delecién de los exones correspondientes a la isoforma Ik6 a nivel de ADN en el analisis por
microarreglos de aCGH (Figura 24 pacientes LLA 035 y 022).

Ademas de las deleciones que generan IDN, también pueden ocurrir deleciones heterocigotas,
generalmente asociadas a la monosomia 7, delecion 7p o deleciones del locus 7p12.2 que involucran
al gen completo, o incluso deleciones homocigotas del gen, aunque son menos frecuentes (13.5% y
4% de los casos Ph+ y Ph- con delecion de IKZF1 respectivamente). Este tipo de delecidon pudo
haber ocurrido en uno de los pacientes de este trabajo en el cual no se detecté ninguna isoforma de
IKZF1 (Figura 20); esta posibilidad debe confirmarse con una técnica que permita detectar la delecién

a nivel de ADN “399)

Las alteraciones de IKZF1 se encontraron en conjunto con las alteraciones de CRLF2, Schmah et al.,
(2017) “" estudi6 a pacientes pediatricos de LLA pre-B y encontré delecion de IKZF1 en el 25% de
los casos positivos a P2RY8-CRLF2 y en el 75% de los casos positivos a IGH-CRLF2, en este trabajo
las frecuencias de los transcritos generados por deleciones de IKZF1 fue de 67% y 90% para los
pacientes con los rearreglos P2RY8-CRLF2 e IGH-CRLF2 respectivamente (Figura 19). Con respecto
a la coexistencia de las alteraciones de IKZF1 y las FGR, estas se encontraron en el 67%, 64% y
100% de los pacientes ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1 y BCR-ABL1 respectivamente (Figura 19). De
acuerdo con la literatura, las deleciones de IKZF1 son poco frecuentes en los subtipos distintos a Ph+
y Ph-like (16%), sin embargo, la frecuencia encontrada en este trabajo es mayor a la referida en la
literatura "). Las IDN de IKZF1 producen un fenotipo caracterizado por el arresto en la diferenciacion,
auto-renovacion y adhesion anormal al estroma de la médula 6sea; mientras que las alteraciones de
CRLF2 provocan un fenotipo caracterizado por el aumento en la proliferacion celular. El conjunto de
estas alteraciones podria tener consecuencias bioldgicas y clinicas que favorezcan la apariciéon de

eventos adversos 3 %9,
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La alta frecuencia de deleciones de IKZF1 encontrada en este trabajo y su significado clinico
controvertido, lleva a la necesidad de considerar incluir a todos los pacientes con LLA pre-B en el

tamizaje de dichas alteraciones y evaluar su impacto en el prondstico.

8.3 Identificacion de pacientes Ph-like.

Las alteraciones de los genes CRLF2 e IKZF1 son el tipo de lesion mas frecuente en el subtipo Ph-
like, sin embargo, no todos los pacientes Ph-like presentan alteraciones en estos genes, por lo tanto,
es necesario integrar el analisis del perfil de expresién génica para la deteccion del subtipo 3%
(Figura 21). El perfil de expresién génica (PEG) propuesto en el laboratorio estd compuesto por la
sobreexpresion de los genes: CRLF2, IGJ, PON2, TSPAN7, SEMA6A y BMPR1B, los cuales
aparecen frecuentemente en distintas firmas de expresion génica utilizadas por distintos grupos para

la identificacion del subtipo Ph-like &7,

En este trabajo, el 56% de los pacientes clasificados como Ph-like mostré del 83% al 100% del PEG,
mientras que el 44% restante mostrd del 50% al 66% del PEG. En el subtipo Ph-like no CRLF2, el
100% de los pacientes mostré del 50 al 66% del PEG (Figura 21). El estudio del PEG Ph-like es una
herramienta Gtil para detectar al subtipo, incluso los protocolos clinicos del Grupo de Oncologia
Pediatrica (COG, por sus siglas en inglés) utilizan un microarreglo de baja densidad basado en la
sobreexpresion de ocho genes los cuales se mencionan a continuacién: IGJ , SPATS2L, CA6,
NRXN3, MUC4, CRLF2, ADGFR1y BMPR1B "%, El PEG propuesto en el laboratorio comparte el
37.5% de los genes incluidos en el microarreglo de baja densidad utilizado por el grupo COG, no
obstante, al utilizar el PEG para la deteccion del subtipo Ph-like es necesario considerar los

siguientes aspectos:

A. Los diferentes PEG utilizados por diversos grupos de investigacion no son totalmente aplicables a
cualquier poblacion, Boer et al., (2015) " reportan un estudio en el que comparan la capacidad de
los PEG de los grupos COG y DCOG para identificar a los pacientes Ph-like en una cohorte distinta
para la que fueron disefiados. El estudio mostré que no todos los pacientes Ph-like se identifican por
ambos clasificadores, debido a las diferencias genéticas inherentes de cada cohorte, lo cual impide

qgue un clasificador se aplique eficazmente a cualquier poblacion.

B. Existen reportes que describen la coexistencia de clonas con un PEG Ph-like en conjunto con
células que portan alteraciones genéticas de otro subtipo molecular de LLA pre-B (p ej. BCR-ABL1)
(7 esto significa que si la proporcion de clonas con PEG Ph-like es baja, existe la posibilidad de no

obtener un 100% de positividad.
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C. Aunque el PEG es Uutil en la deteccion del subtipo, no sefala un posible blanco terapéutico, por lo
cual la caracterizacion de las alteraciones genéticas activadoras de cinasas es necesaria en estos

pacientes.

De acuerdo con la literatura, la frecuencia de alteraciones en CRLF2 dentro del subtipo Ph-like es de
47% en nifios y 55% en adolescentes ?'???!) en este trabajo, el 80% (33 de 41) de los pacientes
clasificados como Ph-like mostré alteraciones de CRLF2, sobreexpresién y/6 rearreglo (Figura 21). La
translocacion IGH-CRLF2 se detectd en el 30% de los pacientes Ph-like y es el Unico rearreglo 100%
especifico del subtipo Ph-like en la poblacién de estudio. Herold et al., (2017) “? reporta un resultado
similar, al estudiar a una cohorte de pacientes de 15 a 65 afos de riesgo alto y estandar, determina
que todos los pacientes IGH-CRLF2 positivos deben ser incluidos dentro del subtipo Ph-like a
diferencia de otras alteraciones de CRLF2. Ademas de esta alteracion, la mutacion R638 ubicada en
la secuencia del dominio de pseudocinasa del gen JAK2 mostré el mismo comportamiento que la
translocacion; en estos pacientes, la deteccion de la translocacion /IGH-CRLF2 por FISH y la
secuenciacion de JAK2 son suficientes para detectar al subtipo Ph-like con una sensibilidad del 63%

y una especificidad del 100%.

A diferencia de la translocacion IGH-CRLF2, la delecion P2RY8-CRLF2 no fue especifica del subtipo
Ph-like, ésta fue encontrada en 33% (11 de 33) de los pacientes de dicho subtipo (Figura 21);
comparativamente Harvey et al. (2010) ®® encontraron esta delecién en 29% de los pacientes de alto
riesgo clasificados como Ph-like, En este trabajo , los pacientes Ph-like P2RY8-CRLF2 positivos
mostraron la sobreexpresion del 50% al 66% o del 83% al 100% del PEG, por lo cual es altamente
probable que esta alteracion se encuentre en un contexto Ph-like; incluso en los casos en que esta
delecién coexiste con la amplificacién iAMP21. En el Anexo 4 se muestra un caso representativo del
subtipo Ph-like positivo a la delecion P2RY8-CRLF2 y a la activacion de la sefializacion de Jak2-
Stat5.

Las alteraciones de IZKF1 fueron encontradas en 67% (22 de 33) de los pacientes Ph-like y en 86%
(6 de 7) de los casos Ph-like no CRLF2 (Figura 21), pero éstas no fueron exclusivas del subtipo ya
que también fueron encontradas en 72% (18 de 25) de los pacientes no Ph-like y en 70% (14 de 20)
de los pacientes con FGR. Aunque las alteraciones de IKZF1 no determinan que los pacientes
pertenezcan o no al subtipo Ph-like, es importante detectarlas ya que se han asociado con un

pronostico adverso 7).

Cabe mencionar que como parte del proyecto de investigacion del cual se deriva este trabajo, se llevo
a cabo el analisis de activacién de dichas vias de sefalizacion mediante la cuantificacion de las

moléculas en las que se induce fosforilacion ( pStat5, pCrkl y pErk ). Este analisis revelé niveles
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elevados de pStats en algunos pacientes clasificados como Ph-like, lo que demuestra la
hiperactivacion de la sefalizacion de Jak2-Stat5. También se encontraron niveles elevados de pCrkl
en pacientes clasificados como Ph-like no CRLF2, lo cual demuestra la hiperactivacién de la
sefalizacion de la via Abl y confirma su pertenencia al subtipo; en estos pacientes existe la
posibilidad de encontrar alteraciones en ABL1 u otros genes involucrados en la sefializacion de Abl
(Anexo 1-Tabla 2 y Anexo 4). De acuerdo con la literatura, el analisis de la activacién de las vias de
sefalizacion es una herramienta util para la deteccion del subtipo Ph-like, en conjunto con la
caracterizacion genética. Con base en lo anterior, se propone un algoritmo diagnostico pragmatico
para la deteccion del subtipo Ph-like, que considera la sobreexpresion de CRLF2 y la translocacién

IGH-CRLF2 y la deteccion de alteraciones bioquimicas (Figura 29).

Identificacion de pacientes Ph-like
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Figura 29. Algoritmo diagnodstico para la identificacion de pacientes Ph-like. Los pacientes Ph-like seran identificados
por la sobreexpresion de CRLF2, la presencia de la translocacion IGH-CRLF2 ylo la activacion de la sefializacion Jak2-
Stat5. Los pacientes Ph-like no CRLF2 seran identificados por la activacion de la sefalizacion Abl y/o Ras. Las
metodologias utilizadas para cada analisis se distinguen con letras rojas. CF, citometria de flujo, FISH, hibridacion in situ con
fluorescencia. S-CRLF2, sobreexpresion de CRLF2, nS-CRLF2, no sobreexpresion de CRLF2.
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8.3.1 Busqueda de CNV’s en pacientes Ph-like.

Para complementar la caracterizacion genética de los pacientes Ph-like se seleccionaron tres casos
de este subtipo (LLA 017, LLA 021 y LLA 022) y un paciente Ph-like no CRLF2 (LLA 035) para la
busqueda de variaciones en el numero de copias (CNV's, por sus siglas en inglés) en genes que se
refieren alterados en el subtipo Ph-like utilizando aCGH. Los estudios de Den Boer et al., (2009) ®y
Harvey et al., (2010) ®® en donde analizé el perfil de CNV's de pacientes Ph-like), encontraron que
los cromosomas con mayor frecuencia de CNV's fueron: 7,9,11,13,19,22, X y amplificaciones en el
cromosoma 21, en comparacion, los pacientes de este trabajo mostraron CNV’s con mayor
frecuencia en los cromosomas 3,4,5,7,9,10 y 12. También se determind que algunos pacientes

poseen amplificaciones en el cromosoma 21 por los resultados obtenidos con FISH.

Similar a lo referido por Den Boer et al. (2009) ®® y Harvey et al. (2010) ©®, en este trabajo se
encontraron deleciones que involucran a genes supresores de tumor implicados en la regulacion del
desarrollo linfoide (BTLA/CD200, EBF1, IKZF1 ,PAX5, ETV6 y BTG1), regulaciéon del ciclo celular
(MTAP, CDKN2A, CDKN2B, CDKN2B-AS1 y CDKN1B), también se detectdé una duplicacién que
involucra al oncogén NTRK2 implicado en la senalizacion mediada por cinasas de tirosina (Figura 24
y Tabla 8).

Los loci 9p21.3 y 9p13.2 se afectaron en los pacientes Ph-like LLA 017, LLA 021 y el paciente Ph-like
no CRLF2 LLA 035, estos pacientes mostraron delecion bialélica del grupo de genes de CDKN2A/B
(Figura 22 C1 y C2, Figura 24 y Tabla 8). Den Boer et al., (2009) ®® y Harvey et al., (2010) ©®
encontraron deleciones de este gen en 34% y 62% de los pacientes Ph-like. Las deleciones de este

gen estan asociadas a un pronéstico desfavorable ©%.

En el paciente LLA 021 se encontré una duplicacion homocigota de la region 9921.13-q22.32 la cual
contiene al oncogén NTRKZ2 que pertenece a la familia de genes de receptores neutrofilicos de
tirosina cinasa (Figura 23-C y Figura 24). Las alteraciones (mutaciones y genes de fusion) en genes
de esta familia han sido reportados en LLA pre-B, LLA pre-T y otras neoplasias no hematolégicas. La
sobreexpresion de estos genes puede activar la sefalizacion de Jak2-Stat3, PI3K-Akt-mTOR y Ras,
particularmente, en LLA pre-B Ph-like. En particular, el gen NTRK3 ha sido reportado en una fusion
con el gen ETV6, estos hallazgos podrian sugerir que la duplicacion de NTRK2 en el paciente LLA
021 forma parte del genotipo Ph-like e incluso del fenotipo de activacion de la sefializacion mediada

por cinasas de tirosina %™ .

69



Tabla 8 .Genes involucrados en las CNV's de pacientes Ph-like de este trabajo y comparacion

con la literatura

Localizacion Den Boer et al., (2009)  Este trabajo
Genes Harvey et al., (2010) (20)

cromosomica (36)

3q13.2 P¢ BTLA/CD200 - - +
5q33.3 P EBF1 + + +
7p12.2 P® IKZF1 + + +
9p21.3 P MTAP
CDKN2A + + +
CDKN2B
CDKN2B-AS1
9p13.2 P PAX5 + + +
9g21.13 PP NTRK2 - - +
12p13.2 B¢ ETV6 + . +
CDKN1B - . +
12q21.33 P¢ BTG1 + . +

CNV's, variaciones del numero de copias. Del, delecién. Dup, duplicacién. +, presente. -, ausente.

8.3.2 Pacientes candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like (Probable Ph-like).

El 100% de los pacientes clasificados como probable Ph-like tuvieron alteracion en CRLF2, por lo
cual se clasificaron principalmente como pacientes con alteracion de este gen ya que no cumplian
con todos los criterios del subtipo (ver seccion de interpretacién de resultados, pag 29) (Figura 21).
Este grupo se compuso por pacientes candidatos a presentar la translocacién IGH-CRLF2, pacientes
con hiperdiploidia, detectada en este trabajo por la ganancia de copias de los genes CRLF2 (G-
CRLF2) e IGH, y la amplificacion iAMP21 en casos con baja positividad al PEG, por lo cual puede que

estas alteraciones no estén ocurriendo en un contexto Ph-like, sino en subtipos moleculares distintos.

En estos pacientes es necesario sumar evidencia que permita reconsiderar o confirmar su
clasificacion El analisis de la sobreexpresion de mas genes de las firmas Ph-like y/o la deteccién de la
translocacion IGH-CRLF2, o bien, el analisis de caracteristicas bioquimicas podria definir el subtipo

molecular de LLA pre-B que presentan estos pacientes (Figura 29).
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8.3.3 Pacientes No Ph-like.

Estos pacientes no mostraron positividad al PEG y la Unica alteracion de CRLF2 fue la delecion
P2RY8-CRLF2 (en la mayoria de los casos acompanada de la amplificacion iAMP21). En estos
pacientes se requiere profundizar en la busqueda de alteraciones genéticas mas alla de los estudios
genéticos convencionales, ya que existe la posibilidad de encontrar subtipos moleculares de LLA pre-
B que han sido descritos recientemente, tales como: rearreglo de los genes DUX4, ZN384, MEF2D o
ETV6-RUNXT like ).

8.4 Frecuencia de los subtipos moleculares de LLA pre-B en la poblacién de estudio.

En la poblacién de estudio, la frecuencia de los subtipos genéticos asociados a un prondstico
desfavorable (Ph-like, alteracion de CRLF2, amplificacién iAMP21, BCR-ABL1 y TCF3-PBX1) es
mayor comparada con la frecuencia en poblacion de pacientes pediatricos con LLA pre-B reportada
en la literatura (Figura 25). El objetivo principal de este trabajo fue la deteccién del subtipo Ph-like y la
estimacion de su frecuencia en una cohorte de pacientes mexicanos con LLA pre-B. En la poblacion
de estudio se obtuvo una frecuencia del subtipo Ph-like 35% (41 de 118) tomando en cuenta a los

pacientes Ph-like con y sin alteracion de CRLF2 (Figura 25 A).

De acuerdo con la literatura la frecuencia del subtipo Ph-like difiere con la edad, la etnicidad y el
grupo de riesgo, por lo cual es variable entre distintas cohortes como se puede observar en la tabla 9.
En comparacion con otras cohortes, la frecuencia del subtipo Ph-like encontrada representa la mas
alta descrita hasta el momento, incluso es mayor a la reportada en cohortes de pacientes pediatricos
de alto riesgo y en pacientes adultos de riesgo alto y estandar, en los cuales se describe que esta
incrementada (Tabla 9). El mismo comportamiento se observa para la frecuencia de alteraciones en
CRLF2 ya que si se considera a los grupos Ph-like con alteracién de CRLF2, P2RY8-CRLF2 &
iIAMP21 positivos y FGR positivos con alteraciones de CRLF2 la frecuencia de alteraciones en este
gen es del 58% (69 de 118), mucho mayor que la frecuencia reportada en poblacién general (Figura

25 A) y en las diferentes cohortes mostradas en la tabla 4.

Se sabe que el subtipo Ph-like y las alteraciones de CRLF2 ocurren con frecuencia en los pacientes
con ascendencia amerindia e hispanos de EE.UU, debido a la alta frecuencia del alelo de riesgo A del
polimorfismo rs3824662 del gen GATA3, la cual es de 50% y 40% en individuos con ascendencia
amerindia e hispanos de EE.UU, en comparacién con individuos con ascendencia europea la cual es
del 14%. La presencia del alelo de riesgo A del polimorfismo rs3824662 produce un incremento en la
expresion de GATA3, esto hiperactiva la transcripcion de genes involucrados en la via de

sefalizacion Jak-Stat incluyendo a CRLF2. Este polimorfismo ha sido identificado como un locus de
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susceptibilidad para la LLA Ph-like con alteracién de CRLF2, con una significancia de 1.05x10 ®y un

valor de razén de momios de 3.25 en comparacién con individuos No Ph-like. ©V .

Tabla 9. Frecuencia del subtipo Ph-like en diferentes cohortes.

Cohorte Edad de los Grupo de Prevalencia del Referencia
pacientes riesgo subtipo
(afos) Ph-like (%)
COALL 92/97 0-18 AyE 19 Den Boer et al.,(2009) “?
DCOG-ALL-8/9 0-18 AyE 15
P9906 1-18 A 29 Harvey et al.,(2010) ©®
AALL0232 1-18 A 14 Loh et al.,(2013) "
DCOG-ALL- 1-18 AyE 16
van der Ver et al.,(2013)
8//9/10 )
Multiples 1-15 E 10 Roberts et al.,(2014) ®
cohortes 1-15 A 12.7
16-20 AyE 20.6
21-39 AyE 27.4
HOVON 16-71 AyE 17
Boer et al.,(2015) "®
GMALL 15-65 AyE 13 Herold et al.,(2017) “?
Universidad de 18-39 AyE 25.9 Tasian et al.,(2017) "
Pensilvania 40-88 AyE 18.3
MD Anderson 15-84 AyE 33.1 Jain et al.,(2017) '®
St Jude Total XV 1-18 AyE 11.6 Roberts et al.,(2017)
Pacientes 118 AyE 35 Este trabajo

mexicanos con
LLA pre-B

A: Alto E: Estandar, HOVON, Fundaciéon de Hemato-Oncologia para adultos de Reino Unido, por sus siglas en ingles.

GMALL, Grupo de estudio Multicéntrico Aleman para adultos con Leucemia Linfoblastica Aguda, por sus siglas en ingles.

Es posible que la alta frecuencia del subtipo Ph-like encontrada en este trabajo esté asociada a una
elevada frecuencia del alelo de riesgo A del polimorfismo rs4824662 del gen GATAS3 en los pacientes
de la poblacion de estudio, ya que también se ha descrito que este polimorfismo esta asociado con
alta frecuencia de alteraciones del subtipo Ph-like como los rearreglos de CRLF2 y las alteraciones de

IKZF1; sin embargo, para probar esta hipotesis es necesario conocer la frecuencia alélica y
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genotipica del alelo de riesgo A del polimorfismo rs4824662 del gen GATA3 en los pacientes Ph-like

de este estudio y compararla con los pacientes no Ph-like ©".

De acuerdo con la literatura, en poblacién general las alteraciones genéticas clasicas en LLA pre-B,
como las FGR y la hiperdiploidia representan mas de la mitad de los casos, en cambio, en los
pacientes de la poblaciéon de estudio la frecuencia de estas alteraciones es menor; aunque la
frecuencia de la hiperdiploidia podria ser mayor si se busca intencionadamente, Quiroz et al ., (2019)
“ menciona una menor proporcién de alteraciones genéticas de buen prondstico como la
hiperdiploidia y la fusion ETV6-RUNX1 (15% y 13%, respectivamente) en pacientes pediatricos

pertenecientes a la poblacion latina de California EE.UU.

Como se menciond, la amplificacion iIAMP21 se determind sélo en los pacientes P2RY8-CRLF2
positivos de este trabajo y la frecuencia obtenida equivale al 8% de la poblacién total, la cual es
mucho mayor que la reportada en LLA pre-B en general (2%) (Figura 25), estos hallazgos sugieren
que la amplificacion iIAMP21 podria estar presente con una frecuencia mayor a la referida en la
literatura internacional. El estudio de Pérez Vera et al., (2005) ®” apoya esta hipétesis, ya que
refieren una frecuencia de amplificacion iIAMP21 de 9.8% en 71 pacientes mexicanos con LLA pre-B
atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria; la poblacion referida en este estudio es similar a la

poblacion total de 118 pacientes de este trabajo.

Con respecto a los estudios que asocian una alta frecuencia de alteraciones de mal pronéstico y
ascendencia hispano latina, la complejidad de esta etnia hace que la extrapolacion de los datos para
aplicarlos a las poblaciones mestizas de origen amerindio sea inexacta @ En este contexto, los
resultados de este trabajo sugieren que los subtipos moleculares de alto riesgo podrian tener una alta
frecuencia en los pacientes mexicanos con LLA pre-B, y en particular , la LLA pre-B del subtipo Ph-

like y las alteraciones de CRLF2.

8.5 Comparacion de las caracteristicas clinicas del subtipo Ph-like y no Ph-like y de pacientes

con y sin alteraciones de CRLF2 ylo IKZF1

La frecuencia del subtipo Ph-like incrementa con la edad, esta presente en 10% al 15% de los
pacientes pediatricos, 21% de los pacientes entre 16 y 20 afios y en el 27% de los adultos jovenes
(% En este trabajo no se detectaron diferencias significativas en cuanto a la edad 210 afios entre
pacientes Ph-like y no Ph-like, sin embargo, la frecuencia si fue significativamente mayor en

pacientes Ph-like no CRLF2 comparados con los pacientes no Ph-like (Figura 26 A y B).
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Con respecto al género, Pui et al. (2017) ®® reportaron que una alta proporcién de pacientes Ph-like
son del género masculino comparado con los pacientes no Ph-like en nifios y adultos con una
proporcion femenino: masculino de 2:0 y 1:0, respectivamente. En este trabajo, no se detectaron
diferencias significativas en el género masculino entre pacientes Ph-like y no Ph-like, no obstante, los
pacientes Ph-like no CRLF2 si mostraron una frecuencia significativamente mayor en comparacion

con los pacientes no Ph-like (Figura 26 Ay B).

Los pacientes Ph-like y Ph-like no CRLF2 mostraron una frecuencia significativamente mayor de
cuentas de leucocitos 250x10%/L a diferencia de los pacientes no Ph-like (Figura 26 A y B). Estos
resultados coinciden con Pui et al., (2017) ©®®, quienes reportaron que los pacientes Ph-like tienen una

frecuencia mayor de altas cuentas de leucocitos con una media de 56.6 x10°%L.

Los pacientes del subtipo Ph-like generalmente son estratificados como de riesgo alto por presentar
caracteristicas clinicas de mal prondstico, de hecho, representa el subtipo de alto riesgo mas
frecuente. De acuerdo a los criterios del Instituto Nacional del Cancer de E.E. U.U., la frecuencia del
subtipo Ph-like es mayor en pacientes clasificados como de alto riesgo (del 13% al 14%) en
comparacion con los pacientes clasificados como de riesgo estandar (aproximadamente 10%) bajo
los mismos criterios. En los pacientes Ph-like y Ph-like no CRLF2 de este trabajo, no se observo
diferencia estadisticamente significativa en la estratificacién de alto riesgo al compararla con la
frecuencia encontrada en pacientes no Ph-like (Figura 26 A y B), esto podria deberse a la presencia
de alteraciones genéticas de alto riesgo aun no identificadas en los pacientes no Ph-like, o bien, a la

presencia de otras caracteristicas clinicas de prondstico adverso.

Se compararon las caracteristicas clinicas de los pacientes con alteraciones del gen CRLF2. En
algunos estudios se ha descrito que los pacientes con alta expresion de CRLF2 tienen caracteristicas
clinicas de prondstico adverso y una tasa de supervivencia inferior a la observada en otros subtipos
(1® En los pacientes de este trabajo que mostraron la sobreexpresién de CRLF2 se observd una
frecuencia mayor con tendencia a la significancia de cuenta de leucocitos 250x10%/L, en comparacién
con los pacientes que no mostraron sobreexpresion del gen (Figura 27 A). La cuenta de leucocitos
elevada es una caracteristica de mal pronéstico, ya que puede favorecer la infiltracion de las células
leucémicas a sitios de dificil acceso para la respuesta inmune y para el tratamiento farmacolégico,

promoviendo la falla al tratamiento y el proceso de recaida % '®).

Con respecto a los rearreglos de CRLF2 y la sobreexpresién del gen, en este trabajo se detectaron
pacientes P2RY8-CRLF2 positivos con y sin sobreexpresion de CRLF2; este ultimo grupo presento
una frecuencia significativamente mayor de caracteristicas de prondéstico adverso, en comparacion

con los pacientes positivos a la delecion y a la sobreexpresiéon, excepto la cuenta de leucocitos
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>50x10%L la cual fue mayor en estos ultimos (Figura 27 B). Aunque la cuenta de leucocitos =50x10%/L
no fue tan frecuente en los pacientes con delecion y sin sobreexpresion, la estratificacion de alto
riesgo si lo fue, lo cual indica que estos pacientes podrian presentar otras caracteristicas que los
hagan ser estratificados como de alto riesgo (p ej. otra alteraciéon genética de mal prondstico, falla a la
terapia de induccién a la remision, altos niveles de enfermedad minima residual etc.). Estos hallazgos
muestran la necesidad de evaluar la presencia de la delecién de forma independiente al nivel de
expresion de CRLF2, especialmente considerando que su relevancia bioldgica y clinica de P2RY8-
CRLF2 aun es controvertida, y que esta alteracién frecuentemente se acompafa de otras mas

agresivas como la amplificacion iAMP21 o las alteraciones de IKZF1 ©9).

De los dos rearreglos mas comunes de CRLF2, la translocacion IGH-CRLF2 ha sido asociada a
caracteristicas de clinicas de mal prondstico de forma mas clara que la delecion P2RY8-CRLF2.
Generalmente, la presencia de la translocacion tiene mayor incidencia en adolescentes y adultos
jévenes, en cambio, la delecién tiene mayor incidencia en pacientes pediatricos. Las cuentas de
leucocitos mayores a 250x10°%/L y la estratificacion de riesgo alto se presentan con mayor frecuencia
en los casos con la translocacion ?®. En este trabajo, la comparacion de las caracteristicas clinicas
de los pacientes positivos a la delecién P2RY8-CRLF2 y a la translocacion IGH-CRLF2 reveld una
frecuencia de cuenta de leucocitos 250x10%L significativamente mayor a la de los pacientes con la
translocacion, sin embargo, no se observaron diferencias en la edad entre ambos grupos, aunque la

estratificacion de riesgo alto fue mas frecuente en pacientes IGH-CRLF2 positivos (Figura 27 C).

En este trabajo, se buscé la presencia de la amplificacion iIAMP21 en los pacientes P2RY8-CRLF2
positivos de la poblacidn de estudio. La mayoria de los pacientes iAMP21 positivos fueron del género
masculino, aunque en la literatura no se describe una asociacidon entre la frecuencia de esta
alteracion y un género determinado (Anexo 3-tabla 2). La edad entre 1 y 9 afos fue la mas comun
entre los pacientes iIAMP21 positivos, esto coincide con la literatura ya que la delecion P2RY8-CRLF2
es la mas frecuente en pacientes con este intervalo de edad (Anexo 3-tabla 2). La cuenta de
leucocitos fue <50x10%/L en la mayoria de los pacientes (Anexo 3-tabla 2), esto es una caracteristica
comun en los pacientes con amplificacion iAMP21, de hecho, debido a esto usualmente se les asigna
una estratificacién de riesgo estandar, no obstante, éstos pacientes muestran un prondstico
desfavorable con baja supervivencia global cuando son tratados con quimioterapia de riesgo
estandar, aunque mejora cuando son tratados con quimioterapia de alto riesgo, lo que enfatiza la

importancia de los hallazgos encontrados en la poblacion de estudio ?%").

Por ultimo, se evaluaron las diferencias en las frecuencias de las caracteristicas clinicas de
pronéstico adverso y favorable entre los pacientes con y sin alteracion de IKZF1. La estratificacion de
alto riesgo fue la unica caracteristica significativamente mayor en pacientes con alteraciones de
IKZF1, a pesar de no haber obtenido mayor frecuencia del resto de las caracteristicas clinicas de mal
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pronéstico evaluadas (Figura 28 A). En estos pacientes, la estratificacion de riesgo alto podria estar
dada por otras caracteristicas clinicas como la mala respuesta a la terapia con glucocorticoides, falla
al tratamiento u otros eventos adversos. De acuerdo con datos de Roberts et al.,(2017) ' la
presencia de alteraciones de IKZF1 disminuye la eficacia de los inhibidores de tirosina cinasa, por lo

cual, estos pacientes son candidatos a terapias mas agresivas "),

Al comparar las diferencias en las frecuencias de las caracteristicas clinicas de pronéstico adverso y
favorable de pacientes con y sin alteraciones de IKZF1 y/o CRLF2, se observd que la estratificacion
de alto riesgo fue significativamente mayor en pacientes con alteracién de ambos genes respecto a la
los que presentaron alteracion de CRLF2, y fue mas frecuente que en los pacientes que soélo
mostraron alteracion de IKZF1 (con tendencia a la significancia) (Figura 28 B y C). La cuenta de
leucocitos menor de 50x10°/L fue mas frecuente en pacientes con alteracién de ambos genes que en
aqueéllos que solo tuvieron alteracion de un gen, con diferencia significativa entre CRLF2 e IKZF1
alterado contra CRLF2 normal. Churchman et al., (2015) ©® demuestra un fenotipo adherente
anormal en linfocitos pre-B en modelos murinos el cual se debe a que la perdida de la actividad
transcripcional normal de IKZF1 provoca la desregulacién de la expresion de moléculas de adhesion
©9 ellos observan que los blastos leucémicos quedan adheridos al estroma de la médula 6sea y no
se encuentran en el torrente sanguineo; este fendmeno podria ser una posible explicacion de las
cuentas de leucocitos mas bajas en pacientes con alteracion de CRLF2 e IKZF1 en comparacion con

los pacientes que s6lo muestran alteracion de un gen.

9. PERSPECTIVAS

En este trabajo, se identificaron pacientes Ph-like a través de la busqueda de las alteraciones
genéticas mas frecuentes del subtipo y se propuso un algoritmo para su diagndstico, sin embargo,

aun es necesario complementar la caracterizacién genética con la finalidad de:

A. Determinar la alteracion genética asociada a la sobreexpresiéon de CRLF2 en los pacientes en los
qgue aun se desconoce la causa de este comportamiento.

B. Conocer la pareja génica involucrada en los rearreglos con los genes IGH 'y CRLF2.

C. Reconsiderar o confirmar la clasificacién de los pacientes Probable Ph-like.

D. Conocer si la alta frecuencia del subtipo Ph-like encontrada en nuestra poblacién esta asociada a
los polimorfismos del gen GATAS.

E. Detectar alteraciones genéticas que apoyen a la estratificacion de riesgo en los pacientes en lo que

no se detectaron marcadores con valor prondstico (Figura 26).
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10. CONCLUSIONES

La estrategia de analisis utilizada en este trabajo, permitié la deteccién de pacientes con LLA pre-B
del subtipo Ph-like, estos pacientes mostraron una alta frecuencia de alteraciones en los genes
CRLF2 e IKZF1. Las frecuencia del subtipo Ph-like y de alteraciones de CRLF2 e IKZF1 encontrada

en la poblacion de estudio fue mayor en comparacion con otras cohortes de la literatura.

Se detectd la presencia de alteraciones en CRLF2 e IKZF1 en los pacientes positivos a fusiones
génicas recurrentes, TCF3-PBX1 fue la fusion involucrada con mayor frecuencia. La coexistencia de
estas alteraciones fue mayor a la reportada en distintas cohortes y no habia sido descrita previamente

en pacientes mexicanos con LLA pre-B.

La frecuencia del subtipo Ph-like y las alteraciones de CRLF2 encontrada en la poblacion de estudio
fue mayor a la reportada en cohortes de pacientes con un origen étnico distinto al amerindio, esto
sugiere que el componente amerindio podria influir en la elevada frecuencia del subtipo Ph-like y las

alteraciones de CRLF2; es necesario llevar acabo mas estudios para poder afirmar dicha asociacion.

Las frecuencias estimadas en la poblacién de estudio permiten sospechar que el subtipo Ph-like y las
alteraciones de CRLF2 e IKZF1 representan un alto porcentaje de los casos de LLA pre-B en la
poblacién. Adicionalmente, la presencia de caracteristicas clinicas de mal prondstico en estos

pacientes enfatiza la necesidad de llevar acabo el diagndéstico oportuno de estas alteraciones
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12. ANEXOS

Anexo 1. Informacién complementaria de introducciéon

Tabla 1 . Incidencia de cancer pediatrico en 2015 dentro del programa del Seguro

Popular
Diagndstico Casos n (%) Incidencia/millén
Leucemia 2038 (59.4) 89.5
Linfomas 242 (7.0) 10.6
Neoplasias intracraneales 235 (6.8) 10.3
Tumor de células germinales 177 (5.2) 7.7
Osteosarcoma 140 (4.1) 4.2
Sarcoma de tejidos blandos 96 (2.8) 6.1
Retinoblastoma 121 (3.5) 5.3
Tumores renales 77 (2.2) 3.3
Neoplasias reticulares 100 (2.9) 4.3
Neuroblastomas 41 (1.2) 2.8
Tumores hepaticos 65 (1.9) 1.8
Tumor de Erwing y sarcomas de hueso 33 (1.0) 1.4
Otros tumores solidos 68 (2.0) 29
Total de casos 3,433 150.1
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Tabla 2. Alteraciones genéticas y vias de senalizacion involucradas en el subtipo Ph-like

Gen Numero Tipo de alteracion Via de sefializacion  Potencial inhibidor de
de tirosina cinasa
parejas
génicas
CRLF2 3 Yuxtaposicién
/sobreexpresién
JAK?2 20 Gen quimérico
EPOR 4 Yuxtaposicién-
sobreexpresion de proteina
trunca. Jak-Stat ruxolitinib
TYK2 3 Gen quimérico
ILR2B 1
JAKT 0 Mutacion puntual
JAK3 0
IL7TR 0 Mutacioén Indel
SH2B3 |0 Delecion focal
ABL1 12
ABL2 3
CSFIR |3 imatinib
Gen quimérico Abl
LYN 2 a | dasatinib
PDGFR | 1
A
PDGFR |7
B
KRAS 0
NRAS 0
PTPN11 | 0 Mutacion puntual Inhibidores de MEK
Ras
BRAF 0
NF1 0
NTRK3 |1 Inhibidores de TRK
FLT3 1 Gen quimérico Otras Inhibidores de FLT3
FGFR1 1 Inhibidores de FGFR1
BLNK 1 Inhibidores de BLNK

Tomado y Modificado de Tasian et al., (2017) ©°.
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Anexo 2. Informacién complementaria de las metodologias

2.1. Aislamiento de células mononucleares.

Para cada muestra se realizé el siguiente proceso en condiciones de esterilidad:

1) Se trasfirié el aspirado de médula ésea (A.M.O) a un tubo estéril de 15mL.

2) Se agregd un volumen 1:1 de PBS estéril (Gibco, Grand Island, New York) al AM.O y se
homogenizo.

3) Para separar las células mononucleares (C.M.N) por gradiente de densidad a la muestra diluida se
le afiadié un volumen de Lymphoprep (Axis-Shield Poc AS, Oslo, Norway) a temperatura ambiente,
evitando mezclar o generar burbujas.

4) Posteriormente se centrifugd a 1 500 rpm por 30 min.

5) Con una pipeta Pasteur se tom¢ el halo de C.M.N y se colocd en un nuevo tubo estéril de 15 mL,
para lavar las células se agreg6 PBS estéril hasta obtener un volumen final de 10 mL.

6) Se centrifugd a 1 500 rpm por 10 min y se retir6 el sobrenadante.

7) Se hicieron 2 lavados adicionales con PBS estéril.

8) Para cuantificar las células, previo al ultimo lavado se tomaron 10 pL de la suspensién celular y se
mezclaron con 10 pyL de azul tripano (Gibco, Grand Island, New York) Si la muestra tenia eritrocitos
se utilizdé azul de metileno (Gibco, Grand Island, New York) (en caso de que el botén de C.M.N fuera
de color rojo).

9) Se colocaron 10 pL de la mezcla a cada lado de un hemocitdmetro y se cuantificaron las C.M.N
usando la siguiente formula:

Numero de C.M.N: (numero de células / 4 cuadrantes) x 10 x 2 x 10,000.

10) Posteriormente se distribuyeron las células en alicuotas de buffer RLT (Quiagen,Hilden,Germany)
PBS (Gibco, Grand Island, New York) y DMSO (Gibco, Grand Island, New York) para la obtencién de

RNA, DNA vy células viables respectivamente.

2.2 Protocolo de extraccion de RNA

Se utilizé el Kit de extraccion RNAeasy Mini (Qiagen, Hilden, Germany). Para cada muestra se

procedié como se indica a continuacion:

1) Se homogeneizaron con vortex, las células resuspendidas en buffer RLT

2) Se agregd6 un volumen de etanol al 70% en proporcion 1:1 y se mezcld por pipeteo.

3) Se transfirié un volumen de hasta 700 pL del lisado dentro de una columna RNeasy spin column, la
cual contiene una membrana para retener RNA total; la columna se colocé dentro de una camisa.

Este punto se repitié hasta agotar el volumen del lisado homogeneizado.
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4) Se agregaron 700 pL de buffer RW1 dentro de la columna y se centrifugé a 12 000 rpm, por 15
seg. Se desecho el liquido colectado en la camisa.

5) Se agregaron 500 pL de buffer RPE y se centrifugd a 12 000 rpm ., por 15 segundos. Se desecho
el liquido colectado. Se repitié este paso.

6) Para eluir el RNA, la columna se transfirié a un tubo de colecta nuevo de 1.5 mL. Se agregaron 40
pL agua libre de RNasas al centro de la membrana de la columna y se centrifugé a 12 000 rpm
durante 1 min.

7) La elucion de RNA se conservo en congelacién (-70°C) hasta su uso.

8) Se ocuparon 2L de RNA total para la cuantificacion mediante espectrofotometria UV/Vis a 260nm
en el equipo EPOCH (Biotek, Winooski, EE.UU.).

9) La pureza se determiné midiendo el coeficiente de absorbancia 260/280 nm y se consideré
adecuado cuando se obtuvieron valores entre 1.8 y 2.

10) La integridad del RNA se analizé6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
Gel red (Biotium,California, EE.UU.) a 80 volts por 30 min en donde se observaron bandas integras
correspondientes al RNA ribosomal de 28S,18S y 5.8S (Anexo 2-Figura 1).

Anexo 2-Figura 1: Electroforesis para comprobar la Integridad del RNA

2.3 Sintesis de cDNA
Para cada muestra se procedié como se indica a continuacion:

En la mayoria de las muestras se realiz6 la sintesis de cDNA por duplicado o triplicado. Se llevé a
cabo en dos reacciones por separado; Los componentes de la primer fase de la reaccién fueron
1ug/uL de RNA, 0.5uL de random primers 100 mM y agua libre de RNAsas para obtener un volumen
final de 20uL de mezcla de reaccion. Los componentes de la segunda fase de la reaccién fueron 1uL
de enzima retro-transcriptasa MMLV-RT (Invitrogen, Carlsbad,USA), 6uL del buffer 5X (Tris HCI 250
mM (pH 8.3), KCI 375 mM, MgCl, 15 mM), 2 uL de ditiotreitiol DTT 0.1M y 1uL de desoxinucléotidos
trifosfato (ANTP’s) 10 mM para un volumen final de 10 pL.
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Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Master Cycler (Eppendorf Nexus Gradient).
La primera fase de la reaccion consistié en una desnaturalizacién a 72°C por 3 min, inmediatamente
se coloco el tubo de reaccién a 4°C, posteriormente se inicié un ciclo de retro transcripcion a 37°C por

60 min y una desnaturalizacion final a 94°C por 6 min.

2.3.1 Amplificacion de GAPDH por RT-PCR

Se verifico la eficacia de cada reaccidon de sintesis de cDNA, se verifico la eficacia mediante la
amplificacién del gen de expresion constitutiva GAPDH. Esta reaccion se llevo al cabo de la siguiente

manera:

Para cada reaccion se utilizaron 0.1uL de Taqg DNA Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad,USA), 2.5 uL de
Buffer 10X (HCI Tris 200 mM (pH 8.4), KCI 500 mM), 0.75 pyL de MgCl, 50 mM, 0.5 pL de
oligonucledtido sentido (5-ATCCCATCACCATCTTCCAG-3") y 0.5 uL de oligonucleétido anti sentido
(5°-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3"), 18.15 pl de agua grado PCR y 2 pl de cDNA para un volumen

final de 25 pl. En todas las reacciones se incluyé un control negativo.

Esta reaccién se llevé cabo en un termociclador Master Cycler (Eppendorf Nexus Gradient). Las
condiciones de amplificacion fueron: una desnaturalizaciéon inicial a 94°C por 5 min, después
siguieron 28 ciclos de amplificacion, cada uno incluyd una desnaturalizacién a 94°C por 30 seg un
alineamiento a 62°C por 30 seg y una elongacion a 72°C por 1 min, por ultimo se llevé al cabo una

etapa final de elongacion a 72°C por 5 min.

El amplicén de ~ 317pb se verific6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% tefido con
Gel red (Biotium,California, EE.UU.) a 100 volts por 60 min (Anexo 2-Figura 2).

Anexo 2-Figura 2: Amplificacién del transcrito de GAPDH.
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2.4 Método de cuantificacion relativa AACt
Los valores de expresion relativa se obtuvieron de la siguiente manera:

Gen blanco (TSPAN?7, IGJ, SEMAG6A, PON2, BMPR1B 'y CRLF2).
Gen enddégeno (GUSPB).
Muestra calibradora (cDNA de médula ésea normal).

Ct (ciclo de amplificacién en el que se rebasa el umbral de deteccion).

1) Se obtienen los valores de ACt con las siguientes formulas:

ACt (muestra): Ct gen blanco- Ct gen enddégeno

ACt (calibrador): Ct gen blanco- Ct gen enddgeno

2) Se obtienen valores de AACH:
AACt: ACt (muestra)- ACt (calibrador)

3) Se calcula el valor de expresién normalizada: 2 24

2.5 Deteccion de la delecion P2RY8-CRLF2 por RT-PCR
Para cada muestra se procedié como se indica a continuacion:

En cada reaccion se utilizaron 0.1yL de Taqg platinum DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, USA),
2.5 L de buffer 10X, 0.75 yL de MgCl, 50mM, 0.5 pL de dNTP’s 10mM, 0.5 pL de oligonucledétido
sentido y 0.5 yL de oligonucledtido anti sentido en una concentracién de 10mM cada uno, 18.15 L
de agua grado PCR y 2 yL de cDNA para obtener un volumen final de 25 pyL. En cada reaccion se
incluy6 un control negativo y un control positivo que consistié en cDNA de una muestra positiva para

el rearreglo.

Para el segundo ciclo de amplificacion se siguieron las mismas condiciones, excepto que en este
caso se tomaron 2 pL del producto de la primera reaccién. Estas reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador Master Cycler (Eppendorf Nexus Gradient); Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: Un ciclo de desnaturalizacién inicial a 94°C por 2 min, 40 ciclos de amplificacién, cada uno
incluyé una desnaturalizacién a 94°C por 30 seg, un alineamiento a 63°C por 30 seg y una
amplificacién a 72°C por 1 min. Por ultimo se llevé acabo un ciclo de elongacion final a 72°C por 10

min.
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El producto de amplificacion de ~511pb (Palmi et al., 2012) **) se verificé mediante una electroforesis

en gel de agarosa al 2% tefiido con Gel red (Biotium,California, EE.UU.) a 72 volts durante 90min.

2.5.1 Deteccién de la delecion P2RY8-CRLF2 por FISH

Para cada muestra se procedié como se indica a continuacion:
Obtencion de nucleos para FISH en interfase

1. Se descongelé una alicuota de células de médula 6sea criopreservadas en DMSO. Las
células se incubaron a 37°C en solucién hipoténica de KCI 0.075 M durante 15 min.

2. Después se realizé una prefijacion afadiendo lentamente 1 mL de solucion de Carnoy
(Metanol y Acido acético en proporcién 3:1) fria. Se centrifugé 15 min a 15 000 rpm y se
decanto.

Se realizaron fijaciones con solucién de Carnoy hasta obtener un paquete celular limpio.

4. Se prepararon laminillas por goteo.

FISH con sonda de delecion para la region PAR1 (Cytocell, Cambridge, Inglaterra) (Anexo 2-Figura

3).
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Anexo 2-Figura 3. Diagrama de la sonda de delecién para la regién PAR1. En rojo se muestra la
region involucrada en la deleciéon que forma el rearreglo P2RY8-CRLF2 y en verde la regién de

hibridacion de la sonda control.

Se incubd la laminilla en una solucion de 2XSSC 37°C por 30 min.

2. Posteriormente se deshidraté en etanol al 70% 85% y 100% por 2 minutos en cada solucion.

3. Se dejo secar y se tomaron 10 puL de sonda (que ya contiene la solucién de hibridacion) y se
coloco sobre la region de la laminilla que contiene el material genético de interés.

4. Se realiz6 co-desnaturalizaciéon a 72°C por 2 min en el equipo ThermoBryte (Abbott Molecular,
lllinois, EE.UU.).

5. Posteriormente se incub6 a 37°C por 72 h.
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6. Después se realizdé un lavado en una solucion de 0.4XSSC a 73°C por 2 min y un segundo
lavado en solucion 2xSSC/0.05% Tween 20 a temperatura ambiente por 30 seg. Se dejé
secar.

7. Se tind con 8 pyL de DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, C.A EE.UU.) (Solucién 1:1 DAPI-

Medio de montaje) y se observé en el microscopio de fluorescencia.

2.6 Deteccion de isoformas dominantes negativas de IKZF1

Para cada muestra se procedié como se indica a continuacion:

Reaccion 1: Se utilizaron 0.2uL de enzima Taq platinum DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, USA),
2.5 pL de Buffer 10X, 0.75 pL de MgCl, 1.5mM, 0.5 yL de dNTP’s 200 pM, 0.5 uL de oligonucledétido
sentido y 0.5 pL de oligonucleoétido antisentido a una concentracion de 400pM cada uno, 17.05 yL de

agua grado PCR y 2 pL de cDNA para obtener un volumen final de 25 pL.

Reaccion 2 (PCR anidada): Se utilizaron 0.2uL de enzima Taq platinum DNA polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, USA), 2.5 pL de Buffer 10X, 0.75 pL de MgCl, 1.5mM, 0.5 yL de dNTP’s 200 uM, 0.5 yL de
oligonucledtido sentido y 0.5 uL de oligonucledtido anti sentido en una concentracién de 400uM cada
uno, 18.05 L de agua grado PCR y 1 uL del producto de la primer reaccidn para obtener un volumen
final de 25 pL. En cada reaccidn se incluyé un control negativo y un control positivo que consistié en
cDNA de una muestra positiva para la isoforma dominante negativa k6 que es la mas frecuente en

pacientes Ph-like.

Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Master Cycler (Eppendorf Nexus Gradient);
Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes, Reaccién 1: Un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos de amplificacion, cada uno incluyé una desnaturalizaciéon a 95°C por
30 seg, un alineamiento a 57°C por 30 seg y una amplificacién a 72°C por 90 seg. Por ultimo se llevo
al cabo un ciclo de elongacion final a 72°C por 7 min. Reaccion 2: Un ciclo de desnaturalizacion inicial
a 95°C por 5 min, 35 ciclos de amplificacién, cada uno incluyé una desnaturalizacion a 95°C por 30
seg, un alineamiento a 62°C por 30 seg y una amplificacién a 72°C por 30 seg. Por ultimo se llevo

acabo un ciclo de elongacion final a 72°C por 7 min.
Los productos de amplificacion se verificaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% a

100V durante 60 min para la reaccion 1; y para la reaccion 2 se utilizé un gel de agarosa al 3% tefido
con Gel red (Biotium,California, EE.UU.) a 74 volts durante 180-210 min.
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2.7 Deteccion de la translocacion IGH-CRLF2

Se realiz6 en dos ensayos por separado como se describe a continuacion:

1) FISH con sonda de segregacion para el locus de IGH (Vysis Abbott Illinois, EE.UU.) (Anexo 2-
Figura 4).
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Anexo 2-Figura 4. Diagrama de la sonda LS| IGH break apart. La sonda naranja hibrida con la region

centromérica del locus de IGH y la sonda verde hibrida con la region telomérica.

1. Se incubd la laminilla en una solucién de 2XSSC 37°C por 30 min.

2. Posteriormente se deshidraté en etanol al 70% 85% y 100% durante 2 min por en cada
solucion.

3. Se dejé secar y se prepard una mezcla de 0.5 yL de sonda , 7.5 pL de solucion de hibridacién
y 2.5 pyL de agua inyectable. Esta mezcla se coloco sobre la region de la laminilla que contiene
el material genético de interés.

4. Se realiz6 co-desnaturalizacion a 75°C por 5 min en ThermoBryte (Abbott Molecular, lllinois,
EE.UU.).

Posteriormente se incub6 a 37°C por 72 h.
Después se realiz6é un lavado en una soluciéon de 0.4XSSC/0.3% NP-40 a 73°C por 40 seg y
un segundo lavado en solucién 2xSSC/0.1% NP-40 a temperatura ambiente por 1 min.

7. Se dej6 secar y se realiz6 una tincién con 8 puL de DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, C.A
EE.UU.) (Solucion 1:1 DAPI-Medio de montaje). Se observé en el microscopio de

fluorescencia.

2) FISH con sonda de segregacion para el gen CRLF2 (Cytocell, Cambridge, Inglaterra) (Anexo 2-
Figura 5).

Este FISH se llevé Al cabo siguiendo los mismos pasos usados para la deteccion por FISH de la

delecidon P2RY8-CRLF2, pero utilizando la sonda correspondiente.
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Anexo 2-Figura 5. Diagrama de la sonda CRLF2 break apart. La sonda verde hibrida con la region

telomérica del CRLF2 y la sonda roja hibrida con la region centromérica.

2.8 Deteccion de la amplificaciéon iAMP21

Para cada muestra se procedié como se indica a continuacion:

Para este FISH Se utiliz6 la sonda de doble color, doble fusién LSI ETV6-RUNXT (Vysis Abbott
lllinois, EE.UU.) (Anexo 2-Figura 6).
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Anexo 2-Figura 6. Diagrama de la sonda LS| ETV6-RUNX1 o TEL/AML1. (A) Sonda en color verde
que hibrida en la region 12p13 donde se ubica gen ETV6 (también conocido como TEL) (B) Sonda

en color rojo que hibrida en la region 21922 gen RUNX1 (también conocido como AML1).

Este FISH se llevé al cabo siguiendo los mismos pasos enlistados previamente en el FISH para la

deteccion de la ruptura de IGH, pero utilizando la sonda correspondiente.

2.9 Extraccion de DNA de células mononucleares

Se utilizé el kit de extraccidon DNAeasy Mini Blood&Tissue (Quiagen, Hilden, Germany). Para cada

muestra se procedié como se enlista a continuacion:
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Se obtuvieron C.M.N resuspendidas en PBS estéril (Gibco, Grand Island, New York). Se utilizd
un méaximo de 5x10° células/mL.

Se centrifugaron las células a 190 rpm 5 min y se decanté el sobrenadante.

Se resuspendieron las células en 200 yL de PBS y se afiadieron 20 pL de proteinasa K.

Se anadieron 200 pL de soluciéon AL . Se mezcl6 en vortex y se incubd a 56°C 10 min.

Se anadieron 200 ul de etanol al 100% y se mezclé en vortex.

Se transfirié a la columna DNeasy mini spin column, la cual contiene una membrana para
retener RNA total; La columna se coloc6 en un tubo colector de 2mL y se centrifug6é a 8 000
rom por 1 min. Se descart6 el sobrenadante (este punto se repitié hasta agotar el volumen del
lisado homogeneizado).

Se coloco la columna en un nuevo tubo colector y se afadieron 500 pyL de solucion AW1; Se
centrifugd a 8000 rpm por 1 min y se descart6 el sobrenadante

Se afiadi6 solucion AW2 y se centrifugd a 8000 rpm por 1 min. Se descart6 el sobrenadante
Para eluir el DNA se transfirié la columna a un nuevo tubo colector y afadieron 200 pL de
solucion AE en el centro de la columna. Se incub6 a temperatura ambiente por 1 min y se

centrifugd a 8 000 rpm por 1 min.

10) La elucion de DNA se conservo a 4°C hasta su uso.

11) Se ocuparon 2uL de DNA para la cuantificacién mediante espectrofotometria UV/Vis a 260nm

en el equipo EPOCH (Biotek, Winooski, EE.UU.).

12) La pureza se determiné midiendo el coeficiente de absorbancia 260/280 nm y 230/260nm se

consideraron adecuados cuando se obtuvieron valores entre 1.7 y 1.9.

13) La integridad del RNA se analiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido

con Gel red (Biotium,California, EE.UU.) a 80 volts por 30 min en donde se observaron bandas

integras como se muestra en el Anexo 2-Figura 7.

Anexo 2-Figura 7: Electroforesis para comprobar Integridad del DNA
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Anexo 3. Tablas complementarias de los resultados.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin alteraciones en

IKZF1y/6 CRLF2.

Pacientes

Poblacion total
(n: 118)

Sobreexpresion de CRLF2

(n:61/118)

No sobreexpresion de
CRLF2
(n:57/118)
Alteraciéon de CRLF2
(n:75/118)
P2RY8-CRLF2
(n:36/118)
P2RY8-CRLF2 & iAMP21
(n:11/36)
IGH-CRLF2
(n: 10/118)
G-CRLF2
(n: 5/118)
ad-CRLF2
(n: 24/118)
P2RY8 & IGH negativos
(n: 3/118)

Sin alteraciéon de CRLF2
(n: 43/118)
FGR negativos
(n:98/118)
FGR positivos
(n:20/118)

Analizados
%(n)

92% (108/118)

90% (55/61)

93% (53/57)

91% (68/75)

92% (33/36)

91% (10/11)

90% (9/10)

80% (4/5)

92% (22/24)

100% (3/3)

91% (39/43)

90%(88/98)

100% (20/20)

IKZF1 alterado

%(n)
69% (74/108)

60% (33/55)

77%(41/53)

65% (45/69)

67% (22/33)

80% (8/10)

90% (8/9)

50% (2/4)

45% (10/22)

100% (3/3)

72%(28/39)

67% (59/88)

70% (14/20)

IKZF1 normal

%(n)

31% (34/108)

40% (22/55)

23% (12/53)

35% (23/69)

33% (11/33)

20% (2/0)

10% (1/9)

50% (2/4)

55% (13/22)

28% (11/39)

33% (29/88)

30% (6/20)

G-CRLF2, ganancia de CRLF2. ad-CRLF2, alteracién desconocida de CRLF2. FGR, Fusiones génicas

recurrentes.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con amplificacion iAMP21

Caracteristicas clinicas Pacientes% (n)
Edad

<1210 afios 45% (5 de11)
1-9 afos 55% (6 de 11)
DND -
Género

Masculino 64% (7 de 11)
Femenino 36% (4 de11)
DND -

Cuenta de leucocitos

> 50x10°/L 9% (1 de 11)
<50x10%/L 91% (10 de 11)
DND -
Riesgo

Alto 82% (9 de 11)
Estandar 18% (2 de 11)
DND -

DND, Dato no disponible.



Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con hiperdiploidia y
translocacion IGH-CRLF2

Caracteristicas clinicas Pacientes % (n)
Edad

<1 210 afios 0% (0 de 3)
1-9 afos 100% (3 de 3)
DND -
Género

Masculino 33% (1 de 3)
Femenino 66% (2 de 3)
DND -
Cuenta de leucocitos

> 50x10%/L 66% (1 de 3)
<50x10%/L 33% (2 de 3)
DND -
Riesgo

Alto 100% (3 de 3)
Estandar 0% (0 de 0)
DND -

DND, Dato no disponible.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes FGR positivos con y sin alteracién de

CRLF2.
Caracteristi CRLF2 alterado CRLF2 normal Valor p
cas clinicas % (n) % (n)
Edad
<1 210 afios 14% (1 de 7) 25% (3 de 12) 0.7
1-9 afios 86% (6 de 7) 75% (9 de 12)
DND 1de8
Género
Masculino 63% (5 de 8) 75% (9 de 12)
Femenino 37% (5 de 8) 25% (3 de 12) 0.09
DND -
Cuenta de leucocitos
> 50x10%/L 29% (2 de 7) 33% (4 de 12)
<50x10°%L 71% (5 de 7) 67% (8 de 12) 0.6
DND 1de8 -
Riesgo
Alto 86% (6 de 7) 92% (11 de
12) 0.25
Estandar 14% (1 de 7) 8% (1 de 12)
DND 1de8 -

Valor de p < 0.05 por prueba exacta de Fisher: * valores estadisticamente significativos, Intervalo de confianza: 95%,

DND (Dato no disponible)
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Anexo 4. Informaciéon complementaria de discusion.

A continuacion se muestran ejemplos representativos de la activacion de la sefializacion de Jak2-
Statb mediante la cuantificacion de los niveles de pStat5 (Anexo 4-Figura 1) y la activacion de la
sefializaciéon de Abl mediante la cuantificacion de los niveles de pCrkl (Anexo 4-Figura 2).Esto se
obtuvo mediante Citometria de Flujo Phosphlow.

Cabe mencionar que esta informacion fue obtenida por el equipo de trabajo del laboratorio y
Unicamente se muestra como informaciéon complementaria para la interpretacion de los resultados de
esta tesis y su discusion.
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Anexo 4-Figura 1: Activacion de la seializaciéon de Jak2-Stat5 . . Este paciente es positivo a pStat5 lo que demuestra la
activacion de Jak2-Stat5, pero es negativo a pCrkl, la via de Abl no esta activa.
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Anexo 4-Figura 2: Activacion de la senalizacion de Abl . Este paciente es positivo a pCrkl lo que demuestra la activacion
de la via de Abl, incluso revierte la fosforilacion de Crkl con el inhibidor Dasatinib, pero no con imatinib. También se observa
que este paciente es negativo a pStat5 y la via de Jak2-Stat5 no esta activa.
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