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1   D ISSERTATION SUMMARY

MYELODYSPLASTIC SYNDROMES are clonal hematopoietic stem cell 
disorders highly heterogeneous. This disease is characterized by bone 
marrow failure that led to peripheral blood citopenias. The outcome of 
these patients is closely related to cytopenias and to an increased risk 
to acute myeloid leukemia (AML) progression. Nowadays, these patients 
are classified according to the revised version (2008) of the WHO Clas-
sification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, which 
includes 7 subcategories. However, due to the high heterogeneity inside 
each subcategory, risk scoring systems have been developed in order 
to better determine the overall survival (OS) of these patients and their 
risk to progress. This scoring system is known as IPSS-R (International 
Prognostic Scoring System) and includes 3 variables, cytopenias at pe-
ripheral blood, bone marrow blast percentage and karyotype. The last 
one has shown a high influence in the IPSS-R.  

We hypothesize that alterations detected by molecular techniques 
could help us to better define patients with MDS. In order to elucidate 
this hypothesis, we studied three groups of MDS patients with different 
karyotypic alterations, patients with MDS and monosomal karyotype, pa-
tients with alterations in chromosome 7 by FISH and patients with MDS 
or AML and del(5q). Monosomal karyotype and alterations of chromo-
some 7 are included in high risk MDS, whether patients with isolated 
del(5q) are included in low risk MDS, with better OS and less AML risk 
progression. However, when the alteration is detected in a complex kar-
yotype, the outcome is significantly worse. 

These three group of patients were studied separately. First we studied 
the effect of monosomal karyotype. We studied a total of 1,054 adult 
patients with MDS and altered karyotype. Our main objective was to 
describe the incidence, characteristics and prognosis of patients with 
monosomal karyotype and its relation with OS and the progression risk 
to AML. This study helped us to determine that the worse prognosis 
related to patients with monosomal karyotype (included in a complex 
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karyotype) is because of the high correlation between monosomal and 
complex karyotype. Being the karyotype complexity the one that have a 
negative impact on patient’s prognosis with lower OS and higher risk to 
AML progression. 

Second, we studied by FISH a total of 820 patients with MDS without 
monosomy 7 or 7q deletion by conventional cytogenetics. Our objective 
was to define the impact of FISH detection (7- or 7q-) in the outcome of 
MDS patients. A total of 5.2% of cases were positive by FISH. This is 
of note because -7 and 7q- are related with worse outcome and more 
aggressive treatments. This study allowed us to determine that patients 
with an intermediate morphologic risk (according to WHO 2008) would 
benefit from a FISH study in order to better classify their prognosis. Due 
to the high correlation between chromosome 7 alterations and worse 
prognosis, it would be highly recommended to apply FISH 7q in pa-
tients with chromosome 7 alterations by conventional cytogenetics who 
doesn’t fulfill clonally criteria. 

Last group of patients studied were del(5q) patients, this alteration is 
one of the most common in MDS. We collected 228 patients with del(5q) 
with myeloid neoplasms (MDS and AML) by applying next-generation 
sequencing techniques. We were able to determine the 6 genes most 
commonly mutated: TP53, DNMT3A, CSNK1A1, SF3B1, PRPF8 and 
ASXL1. Both TP53 and DNMT3A were related to worse prognosis. TP53 
and DNMT3A had a negative impact on the OS, but only DNMT3A re-
tained its prognostic impact on the multivariate analysis. Although we 
couldn’t define a mutational profile for patients with del(5q), it would be 
important to perform initial studies to define patients with a better out-
come. Especially when CSNK1A1 is mutated due to its correlation with 
a good lenalidomide’s treatment response. In contrast, patients with mu-
tations in TP53 should be closely followed for its well-known negative 
impact on OS and lenalidomide response. Moreover, due to the high 
negative impact of DNMT3A mutations in our series. It is worth noted 
that further studies are needed to clarify its impact on del(5q) patients.

Vera Ademà Llobet                                                                        Summary / Resumen
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RESUMEN DE LA TESIS 

Los SÍNDROMES MIELODISPLÁSICOS (SMD) son una enfermedad het-
erogénea clonal de células madre hematopoyéticas. Esta enfermedad 
se caracteriza por presentar una medula ósea ineficaz que produce cito-
penias en sangre periférica. La severidad de estas citopenias y el riesgo 
incrementado a progresar a una leucemia mieloide aguda determinarán 
la evolución de la enfermedad y al mismo tiempo la del paciente. Ac-
tualmente estos pacientes se clasifican de acuerdo con 7 subcatego-
rías que establece la revisión del 2008 de la clasificación de la WHO 
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. Aun 
así, cada subcategoría presenta una elevada heterogeneidad y hace 
necesarios sistemas de puntuación para evaluar la supervivencia global 
(SG) de los pacientes así como la probabilidad de progresión a leuce-
mia mieloide aguda. Este sistema para medir el riesgo se conoce como 
IPSS-R (International Prognostic Scoring System) e incluye 3 variables, 
las citopenias en sangre periférica, el porcentaje de blastos en médula 
ósea y el cariotipo. Este último presenta una gran importancia en el 
sistema pronóstico IPSS-R.

La hipótesis global del trabajo que se presenta es que las altera-
ciones detectadas mediante técnicas moleculares permiten mejorar la 
definición del pronóstico de los pacientes con SMD. Para dilucidar la 
hipótesis general, se han estudiado tres grupos de pacientes con dis-
tintas características citogenéticas: pacientes con SMD y cariotipo mon-
osómico y/o complejo, pacientes con el cromosoma 7 mediante FISH y 
pacientes con deleción 5q [del(5q)]. Los pacientes con cariotipo mon-
osómico y los pacientes con alteraciones en el cromosoma 7 se incluyen 
en el grupo de SMD de alto riesgo. En cambio, pacientes con del(5q), 
cuando esta se detecta de manera aislada, se incluyen en el grupo de 
SMD de bajo riesgo, que incluye los pacientes con mejores SG. Cuando 
la del(5q) se determina en un cariotipo complejo su pronóstico pasa a 
ser desfavorable.

Estos tres grupos de pacientes fueron estudiados por separado. Prim-
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ero analizamos el efecto del cariotipo monosómico, para ello estudia-
mos un total de 1.054 pacientes adultos con SMD y cariotipo alterado 
con el objetivo de describir la incidencia, características y pronóstico del 
cariotipo monosómico, y sobretodo su relación con la SG y el riesgo de 
progresión a LMA. Este estudio nos ha permitido determinar que el mal 
pronóstico asociado a los pacientes con cariotipo monosómico, en el 
contexto de un cariotipo complejo, se debe a la estrecha relación que 
éstos presentan con el cariotipo complejo, sugiriendo que es la comple-
jidad en el cariotipo lo que les confiere un peor pronóstico, es decir peor 
SG y mayor riesgo de progresión a LMA.

Segundo, estudiamos mediante la técnica de FISH un total de 820 pa-
cientes con SMD que por citogenética convencional no mostraron la 
monosomía 7 o la deleción 7q. El objetivo del estudio era determinar si 
la detección mediante FISH de estas alteraciones afectaba a su clasi-
ficación. El 5,2% de los casos fueron positivos mediante la técnica de 
FISH. Esto presenta una importante relevancia ya que la monosomía 
7 o la del(7q) se relacionan con un impacto pronóstico negativo que 
requiere tratamientos más agresivos. Este estudio nos permitió deter-
minar que pacientes con riesgo morfológico intermedio (de acuerdo con 
la WHO 2008) se beneficiarían de la aplicación de la técnica de FISH 
7q, ya que se detectan diferencias estadísticamente significativas en la 
SG. Debido a la relación de estas alteraciones con un peor pronóstico, 
sería altamente recomendable analizar mediante FISH todas aquellas 
alteraciones del cromosoma 7 que no cumplan criterios para ser deter-
minadas como clonales. 

El último grupo de pacientes que estudiamos presentaban la del(5q), 
esta es una de las alteraciones más comunes en los SMD. Estudia-
mos un total de 228 pacientes con neoplasias mieloides (SMD y LMA) y 
del(5q). Mediante el estudio por secuenciación masiva del exoma pudi-
mos determinar los 6 genes más mutados en nuestra serie: TP53, DN-
MT3A, CSNK1A1, SF3B1, PRPF8 y ASXL1. TP53 y DNMT3A presen-
taron un efecto negativo en la SG de los pacientes, pero sólo DNMT3A, 
retuvo la influencia independiente en la SG, en el análisis multivariado. 

Vera Ademà Llobet                                                                        Summary / Resumen



29

Aunque todavía no hemos podido determinar un perfil mutacional para 
los pacientes con del(5q), sería importante hacer estudios iniciales en 
pacientes con CSNK1A1 mutado, por su relación con una buena respu-
esta a la lenalidomida. Por otra parte, los pacientes con TP53 debe-
rían ser controlados de manera frecuente, por el impacto negativo en la 
SG de mutaciones en este gen. Y, por último, mutaciones en DNMT3A 
deberían estudiarse en más pacientes con del(5q) para esclarecer su 
relación con esta alteración. 

Así pues, actualmente la citogenética convencional sigue siendo la téc-
nica “gold estándar” para estudiar los pacientes con SMD, ya que el cari-
otipo es una de las variables con más peso en el estudio del pronóstico. 
Aun así, la aplicación de técnicas moleculares complementarias nos pu-
eden ayudar a definir mejor los SMD y, como a lo largo de este trabajo, 
nos permitirá profundizar en el conocimiento de pacientes con SMD. 
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INTRODUCCIÓN

“Nos gusta llamar testarudez a la perseverancia ajena pero 
le reservamos el nombre de perseverancia a nuestra testarudez”

Alphonse Karr
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LA HEMATOPOYESIS  es el mecanismo fisiológico responsable de la 
formación continuada de las células sanguineas y de su mantenimiento 
en la sangre periférica, mediante la diferenciación y proliferación de las 
células madre hematopoyéticas.

En los mamíferos, durante la etapa embrionária y fetal, el sistema he-
matopoyetico se desarrolla en distintas localizaciones anatómicas, en 
las etapas primarias extraembrionaria y luego embrionaria para final-
mente localizarse en la médula ósea. En el adulto, la hematopoyesis 
se desarrolla en la médula ósea, que proporciona a las células madre 
hematopoyéticas un soporte físico y un punto de adhesión (nicho) para 
cada tipo celular y a su vez el microambiente adecuado para desarrol-
larse y diferenciarse en células maduras. En la Figura 1 se muestra un 
esquema de la hematopoyesis.

Figura 1_ Esquema de la hematopoyesis. Adaptado de Atlas Genetics Oncology.

Cuando alguno o algunos de los elementos implicados en la hemato-
poyesis se ven afectados por procesos malignos se desarrollan 
las neoplasias hematológicas.
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2   NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS

Las NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS son procesos malignos que afectan al 
sistema hematopoyético, a nivel de sangre periférica, médula ósea y teji-
dos linfáticos. Las neoplasias hematológicas se dividen en dos grandes 
grupos: las neoplasias linfoides y las neoplasias mieloides. 

Las neoplasias mieloides son enfermedades clonales de células 
madre hematopoyéticas o células madre progenitoras mieloides, que 
resultan de alteraciones genéticas y epigenéticas que modifican el 
proceso de autorenovación, proliferación y diferenciación. El término 
mieloide incluye todas las células que forman parte de la serie granu-
locítica (neutrófilos, eosinófilos y basófilos), monocítica y macrofágica, 
erirtroide, megacariocítica y mastocítica. Los criterios de clasificación de 
estas neoplasias se basan en estudios en sangre periférica y medula 
ósea previos a tratamiento. 

En la introducción de esta tesis se hará referencia únicamente a las 
neoplasias mieloides, y se describirá de manera más exhaustiva los sín-
dromes mielodisplásicos (SMD), motivo de estudio del presente trabajo.

2.1  NEOPLASIAS MIELOIDES

Esta categoría incluye de acuerdo con la clasificación revisada en 2008 
de la World Health Organization u Organización Mundial de la Salud, 
que clasifica los tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides (WHO 
2008) (Swerdlow et al., 2008) cinco entidades:

	 _ Neoplasias mieloproliferativas crónicas
	 _ Neoplasias mieloides y linfoides con eosinofília y alteraciones  
	    en los genes PDGFRA,PDGFRB o FGFR1
	 _ Neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas
	 _ Síndromes mielodisplásicos
	 _ Leucemia mieloide aguda
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A continuación, se hará una descripción breve de cada una de las enti-
dades comentadas y los SMD se describirán más extensamente en el 
punto 1.2.

Las neoplasias mieloproliferativas son un desorden clonal1 de célu-
las madre hematopoyéticas caracterizado por la proliferación de una o 
más líneas mieloides. Inicialmente se caracterizan por una medula ósea 
(MO) con elevada hipercelularidad y maduración hematopoyética inefi-
caz que conlleva un elevado número de granulocitos, eritrocitos y/o pla-
quetas en sangre periférica (SP). La esplenomegalia y la hepatomegalia 
son comunes y se deben al exceso de células en SP o a la proliferación 
anómala de las células hematopoyéticas. Esta entidad incluye: 

	 _ Leucemia mieloide crónica (BCR-ABL positiva) (LMC)
	 _ Leucemia neutrofílica crónica
	 _ Policictemia Vera (PV)
	 _ Mielofibrosis primária (MFP)
	 _ Trombocitémia esencial (TE)
	 _ Leucemia eosinofílica crónica
	 _ Mastocitosis
	 _ Neoplásias mieloproliferativas inclasificables (NMP-I)

Las neoplasias mieloides y linfoides con eosinofília y alteraciones 
en los genes PDGFRA, PDGFRB o FGFR1 se determinan por la detec-
ción de alteraciones debido a translocaciones en los genes PDGFRA, 
PDGFRB o FGFR1, que producirán un gen de fusión que que codifica 
una tirosina quinasa aberrante. 
Las neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas incluyen de-
sordenes clonales de neoplasias mieloides que en su presentación 
tienen características clínicas, morfológicas o de laboratorio que apoy-
an el diagnóstico de la vertiente mielodisplásica y otras que apoyan la 
vertiente mieloproliferativa. Normalmente se caracterizan por una MO 
hipercelular debido a la proliferación de una o más líneas mieloides. La 

1 Desorden clonal_ Conjunto de células que provienen de un ancestro común en el que se 
identifica una lesión genética distintiva.
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proliferación es eficaz en algunas líneas, con números incrementados 
de células circulantes, que pueden ser morfológicamente y/o funcional-
mente displásicas. El porcentaje de blastos2 en la MO es siempre infe-
rior al 20%. Aunque la hepatoesplegnomegalia es común, las caracterís-
ticas clínicas y de laboratorio varían entre la vertiente mielodisplástica y 
la mieloproliferativa. Esta entidad incluye 5 subcategorías: 

	 _ Leucemia mielomonocítica crónica (LMMC)
	 _ Leucemia mieloide crónica atípica, BCR-ABL negativa (LMCa)
	 _ Leucemia mielomonocítica crónica juvenil (LMMJ)
	 _ SMD/neoplasias mieloproliferativas inclasificables (SMD/NMP-I)
	 _ Entidad provisional: anemia refractaria con sideroblastos en
	    anillo (SA)3 con trombocitosis (ARSA-T)

La leucemia Mieloide Aguda (LMA) es el resultado de la expansión 
clonal de blastos mieloides (o mieloblastos) en SP, MO o tejido. Presenta 
una elevada heterogeneidad clínica, morfológica y genética, pudiendo 
involucrar a una o más líneas mieloides. Los requisitos para el diagnós-
tico son la determinación de más de un 20% de mieloblastos en SP o 
MO, pero también se clasifican en esta entidad si presentan alguna de 
las siguientes alteraciones: t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13.1q22), t(16;16)
(p13.1;q22) o t(15;17)(q22;q12) (aunque no presenten más de un 20% 
de blastos en MO). Las LMA se clasifican en 7 subcategorías:

	 _ Leucemia mieloide aguda con alteraciones genéticas recurrentes
	 _ Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con la
	    mielodisplasia
	 _ Neoplasia mieloide relacionada con el tratamiento
	 _ Leucemia mieloide no categorizable  
	 _ Sarcoma mieloide
	 _ Proliferaciones mieloides relacionadas con el Síndrome de Down
	 _ Neoplasias de células dendríticas plasmocitoides blásticas

2  Blasto_ Célula inmadura de linaje mieloide o linfoide.
3 Sideroblastos en anillo_ Células precursoras eritroides (normoblastos) con acumulación de 
gránulos de hierro en forma de anillo dentro de las mitocondrias que se localizan al rededor del 
núcleo.
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2.2  LOS SÍNDROMES MIELODISPLÁSICOS (SMD)

Los síndromes mielodisplásicos o SMD, son un grupo heterogé-
neo de desórdenes clonales que predominan en edades avanzadas. 
Este conjunto de síndromes se caracterizan por una hematopoyesis 
ineficaz, citopenias1 en SP y riesgo elevado de progresión a LMA (Caz-
zola et al., 2011a; Swerdlow et al., 2008; Tefferi and Vardiman, 2009). 
La clasificación morfológica, mediante el estudio de la MO, es uno de 
los principales criterios para la clasificación de la enfermedad junto con 
la citogenética convencional que nos permite detectar alteraciones en 
metafase en alrededor del 50% de los casos (Haase et al., 2007; Solé et 
al., 2000, 2005). En la mayoría de SMD podemos detectar alteraciones 
moleculares, tanto alteraciones en el número de copia como mutaciones 
puntuales (70% y 90%, respectivamente). Los avances científicos y 
técnicos (Gondek et al., 2008; Makishima and Maciejewski, 2011) y la 
ampliación reciente en el estudio de las alteraciones moleculares, nos 
permiten entender mejor la fisiopatología de los SMD, descubriendo 
nuevas vías biológicas y proporcionando nuevos recursos para deter-
minar la complejidad de sus fenotipos (Cazzola et al., 2013; Corey et 
al., 2007). El avance en el diagnóstico, la estimación del pronóstico y la 
predicción de la respuesta terapéutica nos proporciona la capacidad de 
desarrollar nuevas terapias en estos pacientes, en los que el número de 
tratamientos es limitado (Bejar et al., 2011a, 2011b).

2.2.1  Origen de los SMD

A principios del siglo XX se describe por primera vez un estado de ane-
mia que precede a la aparición de una LMA (Weber, 1904). Durante 
las siguientes décadas se identificó un grupo de pacientes con anemia 
refractaria a suplemento vitamínico2 (Bjorkman, 1956; Block et al., 1953; 
Hamilton-Paterson, 1949; Rheingold et al., 1963). No fue hasta 1982 
que un grupo cooperativo francés, americano y británico, estableció un 
criterio para definir esta entidad como síndromes mielodisplásicos, den-
tro del marco de la clasificación morfológica de la FAB (French-Ameri-
1 Citopenias_ Recuento de células sanguíneas en SP por debajo de la normalidad.
2 Suplemento vitamínico_ En ese momento los pacientes eran tratados con vitamina B6.
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can-British Classification) (Bennett et al., 1982).

Más recientemente, los SMD fueron definidos por la World Health Or-
ganization (en el año 2001 y en su revisión en 2008) (Jaffe et al., 2001; 
Swerdlow et al., 2008) como un grupo heterogéneo de desórdenes 
clonales de células madre hematopoyéticas, caracterizadas por una he-
matopoyesis ineficaz que produce citopenias en SP, mielodisplasia3 y un 
incremento en el riesgo de progresión a LMA. Aunque la mielodisplasia 
supone una de las principales características, no está restringida a esta 
entidad y no se considera criterio. 

En los SMD, una célula madre hematopoyética alterada adquiere una 
ventaja en el crecimiento respecto a las otras células (Raza and Galili, 
2012). Como resultado las células hijas ocupan la MO constituyendo lo 
que se conoce como MO clonal. Estas células se caracterizan por tener 
la habilidad de diferenciarse o madurar (Anastasi et al., 1993). Además, 
presentan una apoptosis excesiva (Raza et al., 1995, 1996). Cuando la 
capacidad de madurar y la apoptosis incrementada se pierden, es cuan-
do se produce la progresión a LMA (Parker et al., 1998, 2000) (Figura 2).

 

Figura 2_ Esquema de Hematopoyesis en condiciones normales.

3 Mielodisplasia_ Alteraciones o displasias (desorden en el crecimiento que resulta de una célu-
la con morfología alterada, como el tamaño, la forma o el núcleo hipocromático) en una o más 
líneas celulares mieloides, que permiten detectar un estado premaligno.
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Figura 2_ Esquema de Hematopoyesis con afectación de una o más líneas en los SMD i 
Hematopoyesis en progresión a LMA.

Debido a la elevada heterogeneidad que presentan los SMD, no tan 
sólo a nivel morfológico, citogenético y molecular, sino también a nivel 
de supervivencia global (SG) y del riesgo de progresión a LMA, son mu-
chos los índices pronóstico que se han establecido (se describen en el 
apartado 1.2.6) (Greenberg et al., 1997, 1998, 2012; Morel et al., 1993; 
Mufti et al., 1985; Sanz et al., 1989; Toyama et al., 1993).

2.2.2  Epidemiología y etiología de los SMD

Los SMD son enfermedades que se relacionan con la edad avanzada, 
con una media de edad al diagnóstico cercana a los 70 años (Germing 
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et al., 2004; Strom et al., 2008) y que se detecta mayoritariamente en 
varones. Actualmente la incidencia en Europa es de 4 casos por cada 
100.000 personas por año, pero el número de casos se incrementa a 
40-50 por cada 100.000 personas en mayores de 70 años (Aul et al., 
1992; Neukirchen et al., 2011; Williamson et al., 1994). No se conocen 
diferencias étnicas en la incidencia de los SMD, pero en las poblaciones 
asiáticas se desarrollan en edades más jóvenes y normalmente con una 
MO hipocelular (Matsuda et al., 1998; Qu et al., 2012).

La etiología de los SMD primarios o de novo sólo se conoce en un 
15% de los casos. En los SMD en edad pediátrica se describe un tercio 
de predisposición hereditaria, como: el Síndrome de Down, la anemia 
de Fanconi y la Neurofibromatosis. La predisposición hereditaria es 
menos frecuente en adultos pero debería estudiarse en casos de adul-
tos jóvenes o en familias con casos de SMD, LMA o anemias aplásicas. 
Aun así, la relación existente entre los SMD y el incremento de edad su-
giere un daño genético que puede ser causado por la edad propiamente 
o por factores ambientales, como la exposición a benceno (Aksoy et al., 
1987; Natelson, 2007; Nisse et al., 2001; Rigolin et al., 1998; Rollison et 
al., 2008; Strom et al., 2008). 
Los SMD secundarios pueden ser debidos a quimioterapia (Czader 
and Orazi, 2009), como por ejemplo, de agentes alquilantes, inhibidores 
de la topoisomerasa o análogos de la purina, o a radioterapia (Cardis et 
al., 2005; Iwanaga et al., 2011; Leone et al., 2011). Los pacientes con 
SMD secundario presentan alteraciones citogenéticas en el 80% de los 
casos y se caracterizan por presentar un pronóstico adverso.

2.2.3  Diagnóstico clínico y morfológico de los SMD

2.2.3.1 Diagnóstico de los SMD
Se sospecha la presencia de un SMD cuando existe un hemograma 
alterado y su diagnóstico se confirma mediante un aspirado de MO. Ésto 
nos permite hacer un análisis detallado de la morfología celular y del 
porcentaje de blastos (Heaney and Golde, 1999; Valent et al., 2007; 
Vallespí et al., 1998). La hematopoyesis ineficaz determina un fracaso 
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progresivo de la MO o un curso clínico caracterizado por la progresión 
del SMD a una LMA. 

Los síntomas más comunes que presentan estos pacientes derivan 
de las citopenias, especialmente de la anemia (hemoglobina <100g/L)1. 
En la mayoría de los pacientes es sintomática y provoca cansancio y 
disnea de esfuerzo. La neutropenia (recuento absoluto de neutrófilos 
(RAN) < 1,8x10⁹/L)1, también se acompaña de defectos funcionales en 
los neutrófilos, lo que hace más vulnerable al paciente a padecer infec-
ciones (especialmente por bacilos gram negativos, cocos gram positivos 
y hongos) (Adès et al., 2014; Toma et al., 2012). Otros sígnos pueden 
ser las hemorragias (petequias, hematomas) debido a la trombocitope-
nia (cifra de plaquetas < 100x10⁹/L)1  que normalmente se asocia a una 
disfunción plaquetar. Aun así, un amplio número de pacientes con SMD 
son asintomáticos y su diagnóstico se produce de manera accidental. 
Algunos pacientes pueden presentar elevada la enzima lactato deshi-
drogenasa (LDH)2 como consecuencia del incremento de la muerte ce-
lular en la MO (niveles elevados de LDH suponen un peor pronóstico) 
(Drabick et al., 2001; GESMD and SEHH, 2012).

El diagnóstico de los SMD se basa en unas consideraciones pre-
liminares (Tabla 1) y en un diagnóstico diferencial. En la Figura 3 
podemos ver una superposición de los SMD y otras enfermedades clon-
ales y benignas que pueden semejar un SMD. Así pues, será importante 
excluir la existencia de otras enfermedades3 o condiciones que puedan 
presentar características comunes con los SMD. 

1 Valores de referencia_ Hemoglobina: ♂: 140-180g/L ♀: 120-160g/L; Recuento absoluto de
neutrófilos: 2,5-8,00 x 109/L; Plaquetas: ♂ y ♀: 150-400/L.
2 Valores normales de LDH_ 105-333 UI/L.
3 Otras enfermedades_ Anemia macrocítica debido a un déficit de vitamina B12 o por falta de 
ácido fólico, debido a toxicidad por el alcohol o hipotiroidismo, con la anemia hemolítica y con 
otras causas de anemia como puede ser la leucemia aguda, anemias aplásicas, citopenias 
inducidas por medicamentos, trombocitopenias inmunes e infiltraciones en MO de diferentes 
tumores.	
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Figura 3_ Superposición del diagnóstico entre los SMD y otros desordenes clonales y con-
diciones benignas que pueden semejar un SMD. Adaptación Bejar y cols (Bejar, 2015) (*LGL: 

leucemia de linfocitos grandes granulares).

En la Tabla 1 se detallan los criterios mínimos para el diagnóstico de los 
SMD, presentados en la International Working Conference on MDS en 
el año 2007 (Valent et al., 2007).

Tabla 1_ Prerrequisitos y criterios diagnósticos mínimos per determinar los SMD.

  Prerrequisitos
_ Citopenia constante en una o más de las siguientes líneas: eritroide (Hb<11/L),   
   neutrofílica (RAN <1,5 x10⁹/L) o megacariocítica (plaquetas <100 x 10⁹/L)4

_ Exclusión de todos los otros desordenes hematológicos y no hematológicos
   que puedan ser causa principal de las citopenias y/o la mielodisplasia
  Criterios
_ Displasia mínima del 10% (Bowen et al., 2003) en células de la línea eritroide,  
   neutrofílica o megacariocítica en la extensión de MO, o presencia superior al 
   >15% de SA (tinción de Perls)
_ 5%-19% de blastos en la extensión de la MO
_ Alteraciones cromosómicas que puedan ser representativas de la enfermedad 
   por citogenética convencional o hibridación in situ fluorescente (FISH) 
  (5q-, -7/7q-, +8, 20q-, otras)

4 Valores de referencia_ Hemoglobina: ♂: 140-180g/L ♀: 120-160g/L; Recuento absoluto de 
neutrófilos: 2,5-8,00 x 10⁹/L; Plaquetas: ♂y ♀: 150-400/L.
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El diagnóstico de los SMD es un diagnóstico integrado que se establece 
cuando se cumplen los prerrequisitos y como mínimo un criterio decisivo 
de la enfermedad.

Cuando se cumplen los prerrequisitos pero no los criterios decisivos, los 
co-criterios adquieren relevancia (Tabla 2).

Tabla 2_ Co-criterios para el diagnóstico de un SMD.

Co-criterios
_ Fenotipo atípico en MO por citometría de flujo que indique la presencia de
   una población monoclonal
_ Datos moleculares de clonalidad: HUMARA1, perfil genético, mutaciones
   puntuales (por ejemplo: gen RAS)
_ Disminución de la formación de colonias de MO y SP en el cultivo de pro
   genitores

El diagnóstico de los SMD puede ser difícil cuando las citopenias son 
moderadas y la displasia en MO también es moderada. En estos pa-
cientes, la detección de alteraciones cromosómicas (Bejar et al., 2011b; 
Iwanaga et al., 2011; Vardiman et al., 2009; Westers et al., 2012) en 
células de la MO nos puede indicar la presencia de un desorden clonal, 
y por lo tanto que nos encontramos en el contexto de un SMD en estadi-
os tempranos. En ausencia de alteraciones clonales, incluiremos estos 
pacientes bajo la terminología ICUS (citopenias idiopáticas de signifi-
cado incierto, Idiopathic Cytopenia of Undetermined/Uncertain 
Significance). Esta entidad se determinó en el octavo Simposium In-
ternacional de SMD en Nagasaki, Japón en el año 2005 (Valent et al., 
2012; Wimazal et al., 2007) para clasificar aquellos pacientes con cito-
penias persistentes de más de 6 meses, en una de las líneas mieloides, 
pero sin criterios decisivos para ser clasificados como SMD.

Recientemente Steensma y cols (Steensma et al., 2015) han propuesto 

1 HUMARA_ Human androgen receptor X-chromosome inactivation assay: ensayos para la de-
terminación de la clonalidad mediante estudios de inactivación de los genes codificados en el 
cromosoma X.
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una nueva terminología la hematopoyesis clonal de potencial in-
determinado (CHIP, Clonal hematopoiesis of indeterminate 
potential) para describir individuos con características asociadas a 
hematopoyesis malignas con mutaciones somáticas clonales en MO o 
SP, pero sin criterios diagnósticos para determinar una neoplasia he-
matológica, y que no presente criterios diagnósticos de hemoglobinuria 
paroxística nocturna (PNH), gammapatía monoclonal de significado in-
cierto (MGUS) o linfocitosis B monoclonal (LBM). 

Esta nueva entidad, nos permite incluir a los pacientes con ICUS pero 
con una hematopoyesis clonal en la terminología CHIP, diferenciándose 
de los pacientes de SMD de bajo riesgo por la ausencia de displasia 
y un riesgo indeterminado. Los pacientes con CHIP, a su vez podrán 
incluir pacientes con hematopoyesis clonal y no maligna que curse con 
citopenia, por ejemplo, citopenias inmunes, enfermedades del hígado o 
deficiencias nutricionales que no serían consideradas ICUS, debido a 
la presencia de una clona, pero que pueden presentar un curso clínico 
distinto. 

2.2.3.2 Estudios a realizar para el diagnóstico de los SMD
De acuerdo con las Guías Españolas sobre los SMD (GESMD and 
SEHH, 2012), es imprescindible tener presente que la mielodisplasia no 
es un sinónimo de SMD y que cualquier causa de citopenia y displasia 
transitoria debe ser excluida. Para ello se recogen los datos para la 
historia clínica, como la sintomatología, los antecedentes personales y 
la exposición a tóxicos. En la Tabla 3 se describen los estudios que se 
realizaran en el laboratorio:

Tabla 3_ Estudios a realizar para el diagnóstico de los SMD.

Estudios en Sangre Periférica
_ Hemograma completo: recuento absoluto de leucocitos, neutrófilos, eo-
sinófilos, basófilos, monocitos y plaquetas. Cifra de hemoglobina (Hb) y he-
matocrito (Hto). Parámetros de la serie eritroide, como el volumen corpuscular 
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentración de HCM 
(CHCM), distribución eritrocitaria (ADE) y recuento de reticulocitos 
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_  Frotis de SP, sin anticoagulante y con tinción May-Grünwald-Giemsa1 

_ Recuento porcentual diferencial de 200 leucocitos
_ Valoración de la mielodisplasia: diseritropoyesis, disgranulopoyesis y dis-
   trombopoyesis
_ Diagnóstico diferencial con otras causas de anemias: Test de Coombs (prueba
   de la antiglobulina directa), LDH, vitamina B12, ácido fólico, sideremia, ferritina, 
   etc. 

Estudios en Médula Ósea
_ Aspirado medular para el estudio morfológico: tinción May-Grünwald-Giemsa1  
_ Contaje de 500 células nucleadas
_ Valoración de la proporción de blastos y porcentaje de la displasia en las
   series mieloides (eritroide, granulocítica y megacariocítica)
_ Tinción de Perls: valoración de los depósitos de hierro medular, recuento 
   porcentual de SA
_ Biopsia medular: en casos con:
	 _ Aspirado medular hipoplásico (celularidad insuficiente)
	 _ Sospecha de mielofibrosis por punción seca
	 _ ICUS (citopenias idiopáticas de significado incierto)

2.2.4  Clasificación de los SMD

Actualmente los SMD se clasifican de acuerdo con los criterios estable-
cidos por la World Health Organization que publicó su primera clasi-
ficación el año 2001 (Jaffe et al., 2001) y su revisión en 2008 (Swerdlow 
et al., 2008). Previamente, los SMD se clasificaban de acuerdo con la 
clasificación de la FAB o French-American-British classification (Bennett 
et al., 1982).

2.2.4.1 French-American-British (FAB) classification, 1982
Se desarrolló entre los años 1974 y 1975. El objetivo era intentar definir 
la nomenclatura y la clasificación de los SMD y LMA. En su publicación 

1 Tinción May-Grünwald-Giemsa_ Mezcla de eosina y azul de metileno en alcohol metílico con 
función de fijador (May-Grünwald) y el colorante Giemsa que combina la eosina y otros deriva-
dos del azul de metileno. En función de la naturaleza ácida o básica de las estructuras se difer-
encian coloraciones, estructuras ácidas en rosa o rojizas y estructuras basófilas de color azul.
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enfatizaron que no todos los pacientes que presentaban un SMD progre-
saban a una LMA, pero que normalmente presentaban complicaciones 
debidas a una hematopoyesis ineficaz y a un deterioro progresivo de la 
MO (Bennett et al., 1982). En el año 1982, el grupo de la FAB introdujo 
formalmente el nombre de Síndromes mielodisplásicos y propuso unas 
guías para su diagnóstico y clasificación, basándose en las caracterís-
ticas morfológicas en SP y MO. De esta manera se establecieron 
5 subcategorías pronósticas, que permitían clasificar a pacientes de 
avanzada edad, con anemias refractarias adquiridas y/o otras citope-
nias en SP, y con alteraciones clonales en la MO. Durante 18 años la 
clasificación de la FAB ha demostrado su utilidad y su influencia en el 
pronóstico de los pacientes y ha sido validada por numerosos estudios 
(Bennett et al., 1982; Kerkhofs et al., 1987; Mufti et al., 1985; Ribera et 
al., 1987; Sanz et al., 1989). La clasificación de la FAB se describe en 
la Tabla 4.

Tabla 4_ Clasificación FAB, 1982.

Subcat-
egoría 
SMD

Blastos 
en SP (%)

Blastos 
en MO (%)

Sideroblas-
tos en anillo 
en MO (%)

Monocitos 
en SP

Presencia 
Bastones de
Auer en MO

AR < 1 < 5 ≤ 15 < 1x10⁹/L No

ARSA < 1 < 5 > 15 < 1x10⁹/L No
AREB < 5 5-20 Indiferente < 1x10⁹/L No

AREB-T < 5 21-30 Indiferente < 1x10⁹/L No
LMMC * < 5 ≤ 20 Indiferente > 1x10⁹/L No

AR_ Anemia refractaria; ARSA_ AR con sideroblastos en anillo; AREB_ AR con exceso de blas-
tos; AREB-T_ AREB en trasformación; LMMC_ Leucemia mielomonocitica crónica;  * Variantes 
de la LMMC_ Mielodisplásica (MD): leucocitos <13X10⁹/L y Mieloproliferativa (MP): leucocitos 
>13X10⁹/L.

Aunque la reproducibilidad y fiabilidad de la FAB, ha sido ampliamente 
demostrada, ésta presentaba ciertos puntos débiles (Germing et al., 
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2000a):
_ Significado pronóstico de los bastones de Auer1: algunos estudios 
determinaron que su presencia no implicaba necesariamente un mal 
pronóstico (Seymour and Estey, 1995).
_ Heterogeneidad de las ARSA, esta incluía pacientes que se diferenc-
iaban claramente en dos grupos, tanto a nivel citológico como morfológi-
co (Garand et al., 1992; Gattermann et al., 1990; Germing et al., 2000b).
_ Criterio mínimo para el diagnóstico de la AR, ya que incluía pa-
cientes con una clínica y resultados sugestivos de SMD pero que no 
presentaban características morfológicas concluyentes (Matsuda et al., 
1998; Rosati et al., 1996).
_ Porcentaje de blastos en las AREB: el número de blastos era muy 
amplio, por lo que pacientes con pronósticos muy distintos quedaban 
incluidos en la misma subcategoría (Aul et al., 1992, 1994; Sanz et al., 
1989).
_ Difícil diferenciación entre AREB-T y LMA: algunos estudios habían 
demostrado que la supervivencia de ambos grupos era muy similar 
(Nösslinger et al., 2010).
_ La clasificación de las LMMC, definir si tenían un componente 
displásico (leucocitos <13x10⁹/L) o un componente mieloproliferativo 
(leucocitos >13x109/L). La inclusión de esta entidad fue problemática, 
ya que algunos pacientes presentaban una clínica similar a una NMP, 
mientras que otros presentaban una marcada displasia y la clínica 
se asemejaba a un SMD (Bennett et al., 1994; Germing et al., 1998; 
Michaux and Martiat, 1993).
_ SMD inclasificable, SMD hipoplasico (Tuzuner et al., 1995), SMD 
con mielofibrosis, SMD relacionados con el tratamiento: aunque 
este grupo compartía similitudes diferían en la supervivencia global2 y 

1 Bastones de Auer_ Inclusiones en forma de bastón que se tiñen en el citoplasma de precur-
sores granulocíticos.
2 Supervivencia global_ Tiempo que transcurre desde el diagnóstico de la enfermedad hasta la 
muerte del paciente.	
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las alteraciones citogenéticas.
_ Faltaba incorporar datos citogenéticos que demostraban su impor-
tancia diagnóstica y pronóstica.

En el año 1997 un grupo de hematólogos y hematopatólogos se reunió 
en el contexto de la World Health Organization (WHO) para revisar la 
clasificación de las neoplasias hematológicas e integrar nuevas infor-
maciones biológicas, genéticas y clínicas en el marco de la clasificación 
de la FAB.

2.2.4.2 World Health Organization classification (WHO)
En el año 2001 se publicó la nueva clasificación de los SMD (Tabla 
5) a cargo de la World Health Organization (Jaffe et al., 2001). 
Esta clasificación WHO 2001 utilizó la información clínica, morfológica, 
citoquímica, inmunofenotípica, genética así como otras informaciones 
biológicas específicas con significado clínico. Los criterios de la WHO 
para clasificar las neoplasias mieloides se basan en el diagnóstico en 
SP y MO obtenidas previamente a cualquier tratamiento.

Para establecer la línea afectada de las células mieloides malignas y 
evaluar su maduración se determinan las características morfológicas, 
citoquímicas y/o inmunofenotípicas (Harris et al., 1999). Además, en 
la clasificación de la WHO de 2001, se incluyen bajo la terminología 
mieloide todas las células pertenecientes a la fracción granulocítica 
(neutrófilos, basófilos y eosinófilos), monocitos/macrófagos, eritrocitos, 
megacariocitos y linajes de mastocitos.

Algunas de las controversias detectadas en la clasificación de la FAB 
fueron solucionadas en la clasificación de la WHO 2001 (Tabla 5), como 
por ejemplo:
_ Las AR se subdividen en función de la presencia o ausencia de una 
displasia multilínea, y las AR se restringen a la línea eritroide, con o sin 
SA (Matsuda et al., 1998; Rosati et al., 1996).
_ Aparece un nuevo subgrupo, la citopenia refractaria con displasia 
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multilínea (CRDM), no considerada en la clasificación de la FAB y con 
importancia pronostica (Matsuda et al., 1998; Rosati et al., 1996; Sanz 
et al., 1989).
_ La subcategoría AREB  se divide en función del porcentaje de blas-
tos en MO (ya que se había demostrado el factor pronóstico indepen-
diente de los blastos) AREB-1 (5%-9% blastos en MO y < de un 5% en 
SP) y AREB-2 (10%-19% de blastos en MO o entre un 5-19% en SP) 
(Greenberg et al., 1997, 1998; Sanz et al., 1989). La presencia de los 
bastones de Auer (Seymour and Estey, 1995) pasó a ser diagnóstic
para el subgrupo AREB-2.
_ Se eliminó el subtipo AREB-T de esta clasificación debido a las si-
militudes con la LMA. Los pacientes con más de un 20% de blastos 
tenían un pronóstico comparable a la LMA (Vardiman, 2012).
_ Se clasifican como LMA a pacientes con alteraciones citogenéticas 
específicas: t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13.1q22), t(16;16)(p13.1;q22), 
t(15;17)(q22;q12) o alteraciones en 11q23 (gen MLL), aunque el porcen-
taje de blastos sea menor al 20%.
_ Se excluyó la LMMC mieloproliferativa con leucocitos >13x10⁹/L de la 
clasificación de los SMD y se creó una nueva entidad SMP/SMD que in-
cluía la LMMC, la LMMC juvenil y la LMC atípica (Germing et al., 2000a, 
2007).
_ Se define una nueva subcategoría de pacientes con AR y deleción 
aislada en 5q, el “Síndrome 5q-” (Van den Berghe et al., 1974; Boult-
wood et al., 1994).
_ Se crea una nueva subcategoría de SMD inclasificables (SMD-I), 
para pacientes con características mielodisplásicas en la MO pero que 
no incluye otros criterios.
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Tabla 5_ Clasificación de los SMD según WHO, 2001.   

Subcatego-
ría 

Citopenias % blastos 
en SP

% blastos 
en MO

Sidero-
blastos en 
anillo en 
MO (%) 

Displasia

AR Anemia < 1 < 5 < 15 Eritroide

ARSA Anemia 0 < 5 ≥ 15 Eritroide

CRDM Bi o panci-
topenia < 1 < 5 < 15 Mínimo 

dos líneas

CRDM-SA Bi o panci-
topenia < 1 < 5   ≥ 15 Mínimo 

dos líneas
AREB-1 Citopenias < 5 5 -9 Indiferente Indiferente

AREB-2 Citopenias 5 -19 10 - 19 Indiferente Indiferente
“ S í n d r o m e 
5q-” Anemia < 5 < 5 Indiferente Indiferente

SMD 
inclasificable Citopenias < 1 < 5 Indiferente Una línea

 AR_ Anemia refractaria; ARSA_ AR con sideroblastos en anillo; CRDM_ Citopenia Refractaria 
con Displasia Multilínea; CRDM-SA_ CRDM con sideroblastos en anillo; AREB_ Anemia Refrac-
taria con exceso de blastos tipo 1 y 2.

Esta clasificación permitió reducir el número de pacientes inclasificables 
y agrupar a los pacientes en categorías más homogéneas que propor-
cionaron una información pronóstica más precisa. La clasificación de la 
WHO 2001 fue validada por muchos grupos de investigación (Germing 
et al., 2006; Howe et al., 2004).

En el año 2008 (Swerdlow et al., 2008; Vardiman et al., 2009) se publica 
la revisión de la WHO 2001; los cambios más significativos fueron:

_ Pacientes con citopenia(s) refractarias con sospecha de SMD, pero 
que no presentan características morfológicas de SMD, se con-
sideran SMD si presentan alguna de las alteraciones citogené-
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ticas detalladas en la Tabla 6.

Tabla 6_ Alteraciones citogenéticas en los SMD.

Alteración cromosómica  

Número de copias -7 o 7q- -5 o 5q-

i(17q) o t(17p) -13 o 13q-

12p- o t(12p) 11q-

9q- idic(X)(q13)

t(11;16)(q23;p13.3) t(2;11)(p21;q23)

Translocaciones inv(3)(q21q26.2) t(3;21)(q26.2;q22.1)

t(1;3)(p36.3;q21.2) t(6;9)(p23;q34)

_ Se incorpora la citopenia refractaria con displasia unilínea (CRDU) que 
engloba pacientes con displasia unilínea asociada a anemia refractaria 
(AR), neutropenia refractaria (NR) o trombocitopenia refractaria (TR), y 
que además presentan menos de 1% de blastos en SP y menos de 5% 
de blastos en MO (Cazzola et al., 2011b; Germing et al., 2000a).

_ La subcategoría de CRDM deja de dividirse en dos subcategorías en 
función de los SA (Germing et al., 2000a).

_ Se define una nueva categoría provisional, la citopenia refractaria de 
la infancia, para incluir a niños con citopenia(s) con menos de un 2% y 
un 5% de blastos en SP y MO, respectivamente, y evidencia de displasia 
en 2 o más líneas. En el caso de niños que presenten entre 2%-19% de 
blastos en SP y/o de un 5%-19% de blastos en MO, la clasificación del 
SMD se hará de acuerdo con los criterios establecidos para los adultos.
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_ La definición de Síndrome 5q- queda restringida a un subgrupo de 
pacientes con unas características clínicas específicas y se crea una 
nueva subcategoría más amplia, los SMD con deleción aislada en 5q.

Así pues la revisión de la WHO 2008 define 7 subcategorías de SMD 
en el adulto. Las características de cada una se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7_ Clasificación de la WHO, 2008.

Subcatego-
ría 

Citopenias % blastos 
en SP

% blastos 
en MO

Sidero-
blastos en 
anillo en 
MO (%) 

Displasia

CRDU:
AR   Anemia < 1 < 5 < 15 Eritroide
NR  Neutrope-

nia < 1 < 5 < 15 Granu-
locítica

TR Tromboci-
topenia < 1 < 5 < 15 Megacari-

ocítica
ARSA Anemia 0 < 5 ≥ 15 Eritoide
CRDM Bi o panci-

topenia < 1 < 5 Indiferente Mínimo 
dos líneas

AREB-1 * Citopenias < 5 5 -9 Indiferente Uni/Multi-
línea

AREB-2 Citopenias 5 - 19 10 - 19 Indiferente Uni/Multi-
línea

SMD 
con deleción 
aislada 5q

Anemia < 5 < 5 Indiferente

Megacar-
diocitos 
hipolobu-
lados

SMD 
inclasificable Citopenias ≤ 1 <5 Indiferente Una línea

*sin bastones de Auer
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En la definición de cada subcategoría siempre hay que tener presente 
que, cuando se hace un recuento de 200 precursores eritroides, 200 
precursores neutrofílicos y como mínimo 30 megacariocíticos tanto en 
la extensión de SP como MO, más de un 10% de las células de la línea 
afectada tienen que ser displásicas. Los valores recomendados para 
definir las citopenias son:

	 _Anemia: hemoglobina <100g/dL
	 _Neutropenia: cifra de neutrófilos <1,8 x 10⁹/L
	 _Trombocitopenia: cifra de plaquetas <100 x 10⁹/L

La ausencia de citopénias no excluye un SMD si hay evidencias mor-
fológicas y/o citogenéticas de la presencia de un SMD. En casos en los 
que no se pueda demostrar la existencia de una alteración clonal, se 
esperará 6 meses antes de establecer el diagnóstico de SMD.

A continuación se detallan las características de cada subcategoría: 
CITOPENIA REFRACTARIA CON DISPLASIA UNILÍNEA (CRDU)

_ SP: Uni- o bicitopenias, <1% de blastos
_ MO: 
	 _ Displasia unilínea en ≥ 10% de les células en una línea mieloide
	 _ <5% blastos
	 _ <15% de precursores eritroides con sideroblastos en anillo

Representa entre un 10%-20% de todos los casos con SMD (Germi
ng et al., 2006; Malcovati et al., 2005) y la sintomatología se relaciona 
con el tipo de citopenia (Howe et al., 2004). La CRDU incluye los SMD 
que presentan una citopenia refractaria con displasia unilínea que in-
cluye: anemia refractaria (AR), neutropenia refractaria (NR) y la trom-
bocitopenia refractaria (TR). Incluye bicitopenias refractarias acompaña-
das de una displasia unilínea, pero no incluye pancitopenias refractarias 
con displasia unilínea (SMD-I). 

Se observan alteraciones citogenéticas hasta en el 50% de casos con 
AR, siendo las más comunes las que incluyen la del(20q), +8, y altera-
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ciones en los cromosomas 5 y 7 (Solé et al., 2005). El curso clínico de 
estos pacientes es largo. La SG mediana es aproximadamente de 66 
meses y la tasa de progresión a LMA a los 5 años es de aproximada-
mente el 2%. 

Anemia refractaria: es el subtipo más común de CRDU. En el recuen-
to de 200 células, los precursores eritroides en MO presentan diseritro-
poyesis de leve a moderada y una displasia mínima del 10%. Podemos 
detectar SA pero en menos de un 15% de los precursores eritroides. 
Los neutrófilos y megacariocitos acostumbran a ser normales o pueden 
presentar una mínima displasia, pero siempre por debajo del 10% en 
ambas líneas. 

Neutropenia refractaria: se caracteriza por presentar un 10% o más 
de neutrófilos en SP o MO. El resto de líneas mieloides no presenta una 
displasia significativa (< 10%).

Trombocitopenia refractaria: se caracteriza por presentar un 10% 
o más de megacariocitos displásicos después de evaluar como mínimo 
30 células. Los megacariocitos displásicos normalmente sobrepasan el 
límite del 10%. Las otras líneas mieloides no presentan una displasia 
significativa (<10%). Los megacariocitos pueden estar aumentados o 
disminuidos. Los estudios citogenéticos en estos casos serán de mucha 
ayuda.

ANEMIA REFRACTARIA CON SIDEROBLASTOS EN ANILLO (ARSA)

_ SP: Anemia y ausencia de blastos
_ MO: 
	 _ Sólo displasia eritroide
	 _ < 5% de blastos
	 _ ≥ 15%  de precursores eritroides presentan sideroblastos en anillo

Representa entre un 3%-11% de los casos con SMD (Breccia et al., 
2006; Germing et al., 2006; Malcovati et al., 2005). Los SA se localizan 
en precursores eritroides (normoblastos) con una acumulación anómala
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de hierro dentro de la mitocondria y una disposición de éstas alrededor 
del núcleo (Cazzola et al., 2003; Grasso et al., 1980).

Esta subcategoría se caracteriza por anemia, displasia en la morfología 
de la serie eritroide y más de un 15% de SA (Figura 4) en los precursores 
eritroides en MO. No se detecta displasia significativa en las series no 
eritroides. Los mieloblastos no representan más del 5% de las células 
nucleadas en MO y no están presentes en SP.

Figura 4_ Extensión de MO mostrando sideroblastos en anillo (tinción de Perls).

Las alteraciones cromosómicas clonales se determinan entre un 5%-
20% de los casos con ARSA, y cuando están presentes involucran 
generalmente un sólo cromosoma (Breccia et al., 2006; Germing et al., 
2000b).

La SG mediana de estos pacientes es de entre 69-108 meses aproxi-
madamente y entre un 1%-2% de los casos evolucionan a una LMA 
(Germing et al., 2000b).

CITOPENIA REFRACTARIA CON DISPLASIA MULTILÍNEA (CRDM)

_ SP: 
	 _ Citopenia (-s)
	 _ Sin o raramente blastos (<1%)
	 _ Sin bastones de Auer
	 _ <1x10⁹/L monocitos 
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_ MO: 
	 _ Displasia en ≥ 10%  de les células en ≥ de dos líneas mieloides
	    (eritroide, ganulocítica o megacariocítica)
	 _<5% de blastos
	 _Sin bastones de Auer
	 _ ± 15% de sideroblastos en anillo

Incluyen un 30% de los SMD, y normalmente se detecta en individuos 
de edad avanzada y parece predominar en varones (Germing et al., 
2006; Malcovati et al., 2005).

Esta subcategoría de SMD cursa con una o más citopenias y cambios 
displásicos en dos o más líneas mieloides: eritroide, granulocítica y 
megacariocítica (Rosati et al., 1996). Se presentan con  menos de un 
1% y un 5% de blastos en SP y MO, respectivamente. No hay presencia 
de bastones de Auer y el número de monocitos en SP es <1x10⁹/L. Al-
gunos casos pueden tener un 15% o más de SA (Germing et al., 2006; 
Malcovati et al., 2005).

Las alteraciones citogenéticas clonales se detectan hasta en un 50%  de 
los pacientes e incluyen: +8,  -7, 7q-, -5, 5q- y 20q- así como el cariotipo 
complejo (cariotipos con tres o más alteraciones citogenéticas) (Germ-
ing et al., 2006; Greenberg et al., 1997, 1998).

El curso clínico de estos pacientes es bastante bueno, aunque la mayo-
ría presenta un pronóstico relacionado con el grado de displasia y de 
citopenia. En general la SG es de unos 30 meses, aunque la super-
vivencia de los pacientes con cariotipo complejo se asemeja más a la 
de los pacientes con AREB. La tasa de progresión a LMA a los 2 años 
es de alrededor del 10% (Germing et al., 2006).

ANEMIA REFRACTARIA CON EXCESO DE BLASTOS (AREB)

Afecta a individuos de más de 50 años y normalmente engloba un 40% 
de los pacientes con SMD.
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Presentan entre un 5%-19% de blastos en MO o entre 2%-19% de blas-
tos en SP. Debido a las diferencias en la SG y en la progresión a LMA, 
esta subcategoría (Germing et al., 2006; Greenberg et al., 1997, 1998) 
se divide en: AREB-1 y AREB-2.

ANEMIA REFRACTARIA CON EXCESO DE BLASTOS 1 (AREB-1)

_ SP: 
	 _ Citopenia (s)
	 _ <5% de blastos
	 _ Sin bastones de Auer
	 _ <1x10⁹/L monocitos 
_ MO: 
	 _ Displasia uni- o multilínea
	 _ 5%-9% de blastos
	 _ Sin bastones de Auer

ANEMIA REFRACTARIA CON EXCESO DE BLASTOS 2 (AREB-2)

_ SP: 
	 _ Citopenia (s)
	 _ 5%-19% de blastos
	 _ ± presencia de bastones de Auer
	 _ <1x10⁹/L monocitos 
_ MO: 
	 _ Displasia uni- o multilínea
	 _ 10%-19% de blastos
	 _ ± presencia de bastones de Auer

Entre un 30% hasta un 50% de los casos con AREB presentan altera-
ciones citogenéticas clonales que incluyen la +8, -5, del(5q), -7, del(7q), 
del(20q) y los cariotipos complejos, siendo el cariotipo complejo el más 
frecuente en esta subcategoría (Germing et al., 2006).

La mediana de SG es aproximadamente de 16 meses en pacientes con 
AREB-1 y de 9 meses en pacientes con AREB-2. Ambas se caracterizan 
por una insuficiencia de la MO y el incremento de citopenias (Germing 
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et al., 2006), aun así, pacientes con un porcentaje de blastos entre un 
5%-19% en SP presentan una mediana de supervivencia de 3 meses, 
similar a la de las LMA secundarias a SMD (Strupp et al., 2003). Por el 
contrario, pacientes clasificados como AREB-2 debido a la presencia de 
bastones de Auer tienen una mediana de supervivencia de 12 meses, 
parecida a los pacientes con AREB-1 y 2%-4% de blastos en SP. La 
progresión a LMA es aproximadamente del 25% de casos con AREB-1 y 
del 33% de casos con AREB-2. El resto fallece por insuficiencia medular 
(Strupp et al., 2003).

SÍNDROME MIELODISPLÁSICO CON DELECIÓN AISLADA 5q
_ SP: 
	 _ Anemia con o sin otras citopenias
	 _ Cifra de plaquetas normal o incrementado
	 _ Sin o <1% blastos  
_ MO: 
	 _ Número de megacariocitos con núcleo hipolobulado normal o
	   incrementado
	 _ Deleción aislada de 5q como alteración citogenética única
	 _ Sin bastones de Auer

Esta subcategoría es más frecuente en mujeres de mediana edad (67 
años), se caracteriza por una anemia con o sin otras citopenias y/o trom-
bocitosis y por la presencia de la deleción 5q como única alteración. El 
porcentaje de mieloblastos es menor al 1% y al 5% en SP y MO, re-
spectivamente, y no presenta bastones de Auer (Boultwood et al., 1994; 
Giagounidis et al., 2005).

Normalmente cursa con una MO hipercelular o normocelular con fre-
cuente hipoplasia eritroide (Washington et al., 2002). Los megacari-
ocitos están incrementados en número y son normales o ligeramente 
más pequeños de tamaño y visiblemente hipolobulados o no lobulados 
(Figura 5). En cambio la displasia en la línea eritroide y granulocítica es 
poco frecuente (Boultwood et al., 1994; Giagounidis et al., 2005).

Estudio de perfiles moleculares en pacientes con síndrome mielodisplásicos



Figura 5_ Extensión de MO que muestra megacariocito de pequeño tamaño y mononucleado 
característico de la del(5q) (tinción May-Grünwald-Giemsa).

Estos pacientes presentan una SG de alrededor de 145 meses, una 
de las supervivencias más prolongadas de la clasificación de la WHO. 
La progresión a LMA se da en menos del 10% de pacientes. Aquellos 
pacientes con alteraciones acompañantes al 5q o con exceso de blastos 
quedan excluidos de esta subcategoría (Giagounidis et al., 2004a; Mallo 
et al., 2011).

Dentro de esta subcategoría se restringe la categoría morfológica del 
“Síndrome 5q-” (de la anterior clasificación, WHO 2001 (Jaffe et al., 
2001)) asociada a un fenotipo clínico diferenciado que se describió por 
primera vez por Van Den Berghe y cols en 1974 (Van den Berghe et al., 
1974). Presenta una alta incidencia en mujeres (Boultwood et al., 1994; 
Sokal et al., 1975). Se caracteriza por anemia macrocítica severa, cifra 
de plaquetas normal o elevada, cifra de neutrófilos normal o reducida, 
hipoplasia en MO y micromegacariocitos (Van den Berghe et al., 1974). 
El porcentaje de blastos es inferior al 1% y al 5% en SP y MO, respec-
tivamente (Boultwood et al., 1994). El riesgo de progresión a LMA de 
estos pacientes es menor que otras subcategorías de SMD (5%-16% 
vs. 30%-45%, respectivamente). La principal causa de mortalidad de 
estos pacientes es debido a la sobrecarga férrica, por el alto número de 
transfusiones de concentrados de hematíes que reciben.
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SÍNDROME MIELODISPLÁSICO INCLASIFICABLE (SMD-I)

_ SP: 
	 _ Citopenias
	 _ ≤1% blastos  
_ MO: 
	 _ Displasia en < 10% de les células en una o más líneas mieloides 
	    cuando se acompañan de alteraciones citogenéticas que pre-
	    sentan evidencia del diagnóstico de SMD
	 _ < 5% blastos

Subcategoría de SMD aplicable a aquellos pacientes que inicialmente 
no presenta los criterios diagnósticos de SMD. La incidencia y la SG son 
desconocidas (Knipp et al., 2008). 

El grupo de pacientes incluidos en esta subcategoría son:

_ Pacientes con características de CRDU o CRDM que presentan un 1% 
de blastos en SP (Knipp et al., 2008).
_ Casos con SMD y displasia unilínea que están asociados a pancitope-
nia, que no se pueden incluir en la CRDU, ya que ésta sólo permite una 
o dos citopenias.
_ Pacientes con citopenias persistentes con ≤1% de blastos en SP y 
<5% en MO y displasia evidente en <10% de las células en una o más 
líneas mieloides y que presentan alteraciones citogenéticas sugestivas 
de SMD.

Aun así, en la validación de la revisión de la clasificación de la WHO 2008 
en el año 2013 por Maassen y cols (Maassen et al., 2013), los pacientes 
que presentaban un diagnóstico más parecido a la CRDU o CRDM con 
un 1% de blastos en SP tenían una SG alrededor de los 35 meses y una 
probabilidad de progresar a LMA  a los 5 años de un 13,9%. En casos 
con displasia unilínea asociada a pancitopenia presentaban una medi-
ana de SG de 30 meses y una progresión a LMA a los 5 años del 17,6%. 
En este estudio recomiendan eliminar esta subcategoría y reclasificar a 
estos pacientes en el grupo de CRDM (Maassen et al., 2013). 
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Los pacientes clasificados como SMD-I deberían ser controlados más 
frecuentemente para poder detectar cambios que puedan permitir re-
clasificarlos en una subcategoría más específica de SMD.

2.2.5  Características Citogenéticas de los SMD 

La Citogenética convencional de bandas-G (CC) se realiza en 
células en metafase y nos proporciona una visión completa del genoma, 
el cariotipo. Normalmente se evalúan un total de 20 metafases que pu-
eden mostrar distintas alteraciones como ganancias, perdidas, trans-
locaciones, inversiones, etc (Solé et al., 2005). Estas alteraciones se 
definen de acuerdo con el International System for Human Cytogenetics 
Nomenclature (ISCN 2013, (Shaffer et al., 2013)). Una vez se interpre-
tan las alteraciones se integran con la historia clínica y las característi-
cas citológicas, siendo el cariotipo crucial en el diagnóstico y en la clasi-
ficación de los SMD y, a su vez, de gran importancia para establecer 
el pronóstico (Garcia-Manero, 2014; Haase et al., 2007; Schanz et al., 
2012; Solé et al., 2005).

Alrededor de un 50% de pacientes con SMD de novo presentan un 
cariotipo alterado (Haase et al., 2007; Schanz et al., 2011; Solé et al., 
2005; Vallespí et al., 1998). Este porcentaje se eleva hasta el 80% en 
pacientes con SMD secundario1 (Olney and Le Beau, 2007; Smith et al., 
2003).

En general los SMD presentan alteraciones que implican la perdida de 
material genético, ya sea en forma de deleciones o monosomías o me-
diante la ganancia de material genético total o parcial (trisomías) (Haase 
et al., 2007; Schanz et al., 2011; Solé et al., 2005; Vallespí et al., 1998). 
En menor frecuencia, podemos detectar translocaciones desequilibra-
das, sobretodo en cariotipos con múltiples alteraciones, que suponen 
la pérdida o ganancia de material genético (Haase, 2008; Haase et al., 
2007; Solé et al., 2005). Así pues, parece que el mecanismo primario de 
1 SMD secundario_ Son debidos a quimioterapias (agentes alquilantes, inhibidores de topoi-
somerasas, análogos de la purina) o radioterapias (radiaciones ionizantes) previas. Estos pa-
cientes generalmente presentan factores pronósticos adversos.
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los SMD puede involucrar la pérdida o inactivación de un gen supresor 
de tumores, ya que parece que la activación de un oncogén es menos 
relevante en los SMD. 

En la Figura 6 se puede observar la diversidad de alteraciones cromo-
sómicas más comunes en los SMD.

Figura 6_ Incidencia  de las alteraciones cromosómicas en los SMD, adaptada de Raza y 
cols (Raza and Galili, 2012).

Las alteraciones citogenéticas únicas más comunes en los SMD son la 
deleción 5q (15%) (Gondek et al., 2008; Graubert et al., 2009; Heinrichs 
et al., 2009), la monosomía 7 o la deleción de 7q (10%) (Asou et al., 
2009; Le Beau et al., 1996; Döhner et al., 1998), la trisomía 8 (8%) (Lim 
et al., 2007; Sloand et al., 2008), la deleción 20q (5%) (Bench et al., 
2000; Wang et al., 2000) y la pérdida del cromosoma Y (2%), esta pér-
dida también se ha asociado a edades avanzadas (Haase, 2008; Haase 
et al., 2007; Nybakken and Bagg, 2014; Solé et al., 2005; Vardiman et 
al., 2009). Las alteraciones citogenéticas se pueden describir en tres sit-
uaciones, como alteración aislada, junto con otra alteración o formando 
parte de un cariotipo complejo2.

Los cariotipos complejos se observan en un 15% de los pacientes con 
2 Cariotipo complejo en SMD_ Presencia de 3 o más alteraciones.
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SMD y cariotipo alterado. Éstos pueden ser el resultado de un proceso 
con distintas fases que producen una acumulación secuencial de altera-
ciones (Haase, 2008). En ocasiones se puede establecer la evolución 
clonal, ya que detectamos clones celulares con alteraciones primarias 
y otros con alteraciones primarias y secundarias en función del momen-
to en el que se realiza el estudio. Aun así, el primer estudio citogenético 
del paciente, ya puede presentar múltiples alteraciones citogenéticas y 
dificulta establecer esta relación (Schoch et al., 2005; Trost et al., 2006).
 
Las alteraciones citogenéticas se pueden detectar a distinta frecuencia 
según la subcategoría de la WHO en la que estén incluidas. Esta fre-
cuencia se detalla en la Tabla 8 y fue descrita por Haase y cols en el año 
2007 (Haase et al., 2007).

Tabla 8_ Frecuencia de las alteraciones citogenéticas según las subcategorías de la clasifi-
cación de la WHO, 2001(Jaffe et al., 2001).

Clasificación 
WHO 2001 

 

Normal del (5q) -7/del(7q) +8 -20/del(20q) Complejo

AR
67,9% 6,5% 10,9% 2,2% 2,2% 13%

ARSA 88,5% 0,0% 0,0% 3,8% 0,0% 0,0%

CRDM 53,7% 6,7% 12,2%  7,3% 4,8% 11,0%

AREB-1
45,7% 17,8% 11,1% 5,6% 4,4% 16,7%

AREB-2
49,6% 9,1% 6,6% 10,7% 4,1% 15,7%

SMD con del 
(5q) aislada 0,0% 100% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

 

Cariotipo
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La inclusión de pacientes en esta tesis se ha basado en el 
estudio de la citogenética convencional. Los grupos que han 
centrado el estudio se describen a continuación.

El cariotipo complejo (CK) y el cariotipo monosómico (MK) se 
han definido para identificar dos subgrupos de pacientes que presentan 
un mal pronóstico. 
Se define como CK a la presencia de 3 o más alteraciones (Greenberg 
et al., 1997, 1998, 2012; Haase et al., 2007; Malcovati et al., 2007). 
Este grupo, ha sido recientemente dividido por Schanz y cols (Schanz 
et al., 2012) en dos grupos en función del número de alteraciones, el 
CK que presenta 3 alteraciones y el cariotipo muy complejo que pre-
senta más de 3 alteraciones, dado que estos dos grupos presentan 
una SG significativamente diferente (15,6 vs. 5,7 mediana en meses, 
respectivamente) (Figura 7a) y diferencias significativas en el riesgo de 
progresión a leucemia (Hazard Ratio1 (HR) de 4,9 vs. 5,1,  P<0,01, re-
spectivamente) (Figura 7b).

Figura 7_ a. Curva de SG b. Curva de SG libre de progresión leucemia en pacientes con un 
cariotipo complejo de 3 alteraciones y en pacientes con > 3 alteraciones (Schanz et al., 2012).

1 Hazard Ratio_ En nuestro caso se refiere al incremento del riesgo de eventos terminales, es 
decir, la probabilidad incrementada de progresar a LMA. 

CK vs. MK
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El MK se describe por la presencia de dos o más monosomías de cromo-
somas autosómicos o por la monosomía de un cromosoma autosómico 
y una alteración estructural (Breems et al., 2008).  Actualmente se dis-
cute si el efecto del MK es diferente en función de los cromosomas que 
conforman la monosomía. 

El valor pronóstico independiente del MK en la SG y la supervivencia 
libre de progresión leucemia es controvertido (Belli et al., 2011; Breems 
et al., 2008; Patnaik et al., 2011; Vaidya et al., 2011) y la independencia 
en el pronóstico del MK no está del todo clara (Belli et al., 2011; Breems 
et al., 2008; Patnaik et al., 2011; Schanz et al., 2013; Vaidya et al., 2011).
La controversia sobre el valor pronóstico del MK, reside en el hecho 
de que éste está frecuentemente incluido dentro del CK, que es el que 
realmente tiene una influencia negativa en la evolución de la enferme-
dad. En esta situación el MK no añade un peor pronóstico al paciente 
(Patnaik et al., 2011).

Las alteraciones en el cromosoma 7, como la monosomía 7 (-7) o la 
deleción intersticial del brazo largo del cromosoma 7 (del(7q) o 7q-) se 
detectan aproximadamente entre un 5%-10% de pacientes con SMD de 
novo y en un 50% de SMD secundarios, en los que frecuentemente se 
acompaña de alteraciones en el cromosoma 5 (del(5q)) y mutaciones en 
el gen RUNX1 (Christiansen et al., 2004; Haase et al., 2007; Pedersen-
Bjergaard et al., 2006).  

La presencia de -7 o 7q-, es un marcador de mal pronóstico tanto en 
los SMD como en la LMA, ya que se asocia a una peor SG. Aun así, la 
del(7q) presenta un pronóstico más favorable que la monosomía 7 en 
términos de SG (20 vs. 15,8 mediana de meses, respectivamente) así 
como un menor riesgo de progresar a LMA con un HR 1,19 vs. 1,86, 

 -7/7q-
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P<0,05, respectivamente. En la figura 8a se pueden observar las curvas 
de SG entre los pacientes que presentan la monosomía o la deleción 
del cromosoma 7, y la SG libre de progresión1 a leucemia en la figura 8b 
(Schanz et al., 2012).

Figura 8_ a. SG y b. Supervivencia libre de progresión a leucemia en pacientes con del(7q) 
en comparación con los que presentan monosomía 7 (Schanz et al., 2012).

Estas alteraciones, han sido ampliamente estudiadas y, en el caso de la 
del(7q) se ha determinado una región comúnmente delecionada (CDR) 
en 7q22, en 7q32-33 y 7q35-36 (Le Beau et al., 1996; Fischer et al., 
1997), lo que nos permite identificar genes candidatos a supresores de 
tumores (Le Beau et al., 1996).  La del(7q) es normalmente de gran 
tamaño y la haploinsuficiencia2 de unos cuantos genes que mapean en 
esta región puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad. Aun 
así, se desconoce el mecanismo molecular que comporta la del(7q). Las 
mutaciones en genes localizados en 7q, pueden ser únicos y producir 
una inactivación hemicigota que podrá o no verse afectada por una ex-
presión haploinsuficiente. Las mutaciones somáticas más recurrentes 
hasta la actualidad, y que suponen una expresión haploinsuficiente 
afectan a los genes: CUX1 (7q22), LUC7L2 (7q34) o EZH2 (7q36). 
De acuerdo con modelos animales mutaciones en el gen CUX1 (7q22.1) 
(Boultwood, 2013; McNerney et al., 2013) parecen asociase a NMP con 
1 Supervivencia libre de progresión_ Mide el tiempo entre el diagnóstico y la progresión a leucemia.
2 Haploinsuficiencia_ situación en la cual la proteína producida por una sola copia de un gen 
normal, no es suficiente para garantizar una función normal.
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una gran expansión de neutrófilos. Este gen codifica para un factor de 
transcripción que regula un gran número de genes y microARNs invo-
lucrados en la replicación del ADN, la respuesta al daño en el ADN y la 
progresión del ciclo celular (Hulea and Nepveu, 2012; Nepveu, 2001). 
LUC7L2 (7q34) es una de las subunidades que interacciona con la 
subunidad U1 snRNP, que forma parte del spliceosoma, para poder 
reconocer zonas no consenso del splicing (Howell et al., 2007; Singh 
et al., 2013). La mayoría de mutaciones en este gen, codifican para un 
codón STOP prematuro (Hosono et al., 2014). Por último, EZH2 (7q35-
q36) se acostumbra a presentar en un contexto de CNN-LOH21 y no en 
monosomía o deleción del cromosoma 7 (Makishima et al., 2010a). La 
pérdida de función de este gen también puede deberse a la haploinsufi-
ciencia. Las mutaciones en este gen se han relacionado con la pérdida 
de la actividad catalítica (Ernst et al., 2010; Makishima et al., 2010a).

La deleción 5q es la alteración más común en los SMD, y se puede 
detectar aislada, acompañada de otra alteración (5%) o formando parte 
de un cariotipo complejo. Además sirve para definir una de las subcat-
egorías de la WHO 2008 (SMD con deleción 5q aislada) (Swerdlow et 
al., 2008). La deleción 5q (del(5q) o 5q-) es una alteración muy 
heterogénea que presenta distintos tamaños, por lo que puede afectar 
un mayor o menor número de genes. El hecho de tener una única copia 
de los genes localizados en la zona delecionada o mutaciones somáti-
cas localizadas en la zona retenida del cromosoma 5 no delecionado, 
implica que existen mecanismos patogénicos y, en definitiva, una het-
erogeneidad clínica de estos pacientes. 

1 CNN-LOH_ Copy Number Neutral LOH: La pérdida de heterocigosidad (LOH) es la pérdida 
de uno de los alelos de un gen. La CNN-LOH representa una pérdida de heterocigosidad sin 
cambio en el número de copias.

 5q-
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La deleción del brazo largo del cromosoma 5 (del(5q) o 5q-) , es una 
deleción intersticial2. Está presente alrededor de un 20%-30% de los 
pacientes con cariotipo alterado. Esta alteración la podemos detectar 
aislada (15%), acompañada de otra alteración (5%) o formando parte 
de un cariotipo complejo (10%) (Ebert, 2010; Giagounidis et al., 2006; 
Heim and Mitelman, 1986; Mallo et al., 2011; Solé et al., 2000). Es una 
alteración muy heterogénea, ya que la región delecionada puede pre-
sentar distintos tamaños. Determinar la longitud de la zona delecionada 
será importante para limitar el número de genes involucrados y las con-
secuencias de disponer de una sola copia de un gen o presentar muta-
ciones en genes localizados en la región retenida (no delecionada) en 
el cromosoma 5. En última instancia toda esta información nos permitirá 
resolver la heterogeneidad clínica de estos pacientes.

Estudios anteriores han determinado que aunque la deleción 5q puede 
tener un tamaño variable normalmente presenta una región común-
mente delecionada (common deleted region, CDR), mínima necesar-
ia para desarrollar el fenotipo clínico (Ebert, 2011; Horrigan et al., 2000; 
Zhao et al., 1997). 

Podemos diferenciar dos CDR: una afecta una región más telomérica en 
5q32-q33.2 y se relaciona con un mejor pronóstico y con el “Síndrome 
5q-” (CDR1: Síndrome 5q-), y la otra más centromérica (5q31.2-5q31.3) 
que se asocia con un peor pronóstico, cariotipo complejo y alto riesgo 
(CDR2: SMD/LMA) (Figura 9) (Nybakken and Bagg, 2014). Hasta la ac-
tualidad no se ha descrito ningún paciente con una deleción bialélica en 
esta región (Gondek et al., 2008; Graubert et al., 2009; Heinrichs et al., 
2009; Jerez et al., 2012; Mallo et al., 2013).

2 Intersticial_ Se producen dos puntos de rotura en el brazo del cromosoma, de manera que el 
material genético entre ellos está ausente y las partes restantes del cromosoma se fusionan.
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Figura 9_ Esquema de las CDR en el cromosoma 5q en SMD y los genes principales afecta-
dos, adaptado de Ebert y cols 2011 (Ebert, 2011).

Esta región fue definida por Boultwood y cols mediante FISH (Boultwood 
et al., 1994) y de esta manera se pudieron dirigir estudios moleculares 
a genes candidatos en esta región. Posteriormente Ebert y cols (Ebert 
et al., 2008), mediante ARN de interferencia estudiaron todos los genes 
localizados en la CDR1 (5q32-q33.2) de pacientes con “Síndrome 5q-” 
y demostraron la importancia de la haploinsuficiencia del gen RPS14 
(proteína ribosomal (gen RPS141 localizado en 5q32)), ya que presenta 
un papel importante en el desarrollo de la anemia que caracteriza al 
“Síndrome 5q-”. 

La haploinsuficiencia de RPS14 en células madre hematopoyéticas 
tiene como resultado un bloqueo en la diferenciación eritroide. Esto se 
debe a una biogénesis ribosomal defectuosa producida por la haploin-
suficiencia de RPS14, que produce una liberación nuclear de proteínas 

1 RPS14_ Codifica para la proteína RPS14 (Ribosomal protein S14), importante para el proc-
esamiento del precursor ribosomal del ARN (pre-ARN) 18S y para la formación de la subunidad 
ribosomal 40S.
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ribosomales. Estas se unen y promueven la degradación de MDM2, un 
regulador negativo clave del gen TP53 (Barlow et al., 2010; Ferreira-
Cerca and Hurt, 2009; McGowan et al., 2008). Esto produce una acu-
mulación de la proteína p53, que promueve la acumulación de p21; 
esta acumulación produce el arresto del ciclo celular de los precursores 
eritroides y, por lo tanto, una eritropoyesis inefectiva (Boultwood, 2011; 
Fang et al., 2000; McGowan et al., 2008; Panić et al., 2007). En la Figura 
10 adaptada de Pellagatti y Boutlwood, se representa el resultado de la 
haploinsuficiencia de RPS14 (Pellagatti and Boultwood, 2015).

Figura 10_ Esquema del resultado de la haploinsuficiéncia del gen RPS14. Adaptada de Pel-
lagatti y Boutlwood (Pellagatti and Boultwood, 2015).

Si se produce una expresión forzada del gen RPS14 en células de MO 
primaria de pacientes con “Síndrome 5q-”, el fenotipo de los precursores 
eritroides se rescata , es decir se reestablece una eritropoyesis efectiva 
(Pellagatti et al., 2010; Wei et al., 2013). Además, estudios realizados 
en modelos murinos que presentan la haploinsuficiencia de RPS14 y las 
características del “Síndrome 5q-” (incluyendo la anemia macrocítica) 
cuando se cruzan con ratones p53 deficientes, consiguen rescatar el 
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desarrollo ineficaz de los precursores eritroides en la MO. Así pues, se 
sugiere un mecanismo dependiente de RPS14 y de p53 y la patofisi-
ología del “Síndrome 5q-” (Barlow et al., 2010).

En pacientes con la del(5q) aislada, se detectan mutaciones en el gen 
TP53 (17p13) entre un 7%-19% (Jädersten et al., 2009). Estas muta-
ciones suponen una pérdida de función de la proteína p53. Técnicas de 
secuenciación masiva o de nueva generación (NGS, Next-generation 
Sequencing) han permitido determinar subclones de células hemato-
poyéticas con mutaciones en TP53, en estadios iniciales de la enferme-
dad, en aproximadamente un 20% de los SMD. Las mutaciones en 
TP53 se relacionan con un peor pronóstico, una peor SG y con un riesgo 
incrementado de progresión a LMA (Kantarjian et al., 2009; Mallo et al., 
2011), ya que TP53 podría estar involucrado en la evolución clonal de 
SMD con del(5q) a LMA. Además también se le relaciona con una posi-
ble resistencia al tratamiento con  lenalidomida1, tratamiento de primera 
línea en pacientes con SMD con del(5q) aislada (Fidler et al., 2004; 
Jädersten et al., 2011).

En la misma región que RPS14 se encuentran dos genes de microARNs 
que codifican para miR-145 y miR-146a (Figura 8) (Kumar et al., 2011; 
Starczynowski et al., 2010). La expresión de estos microARNs es menor 
en pacientes con SMD y 5q- que en otros pacientes con el cromosoma 
5 intacto (Kumar et al., 2011; Starczynowski et al., 2010). Cuando am-
bos microARNs son bloqueados en células madre hematopoyéticas de 
ratones, se produce trombocitosis, ligera neutropenia y displasia mega-
cariocítica (megacariocitos hipolobulados) características del “Síndrome 
5q-” (Starczynowski et al., 2010). Estos microARNs presentan dianas 
específicas, como reguladores de la respuesta inmune innata (TIRAP) y 
factores de necrosis tumoral (TRAF6). Al mismo tiempo, la disminución 
de la expresión de miR-145 causa un incremento de los niveles de FLI-1 
que codifica para un factor de transcripción involucrado en la megacari-
opoyesis, que incrementa la producción de megacariocitos (Kumar et 

1 Lenalidomida_ Fármaco inmunomodulador con diversos mecanismos de acción que afectan 
directamente a los clones de SMD.
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al., 2011; Starczynowski et al., 2010).

Recientemente, nuestro grupo ha participado en un proyecto que ha 
permitido describir un nuevo gen involucrado en esta enfermedad, y que 
se localiza en la CDR1, el gen CSNK1A1 (5q32) que codifica para 
la caseína quinasa 1α (CK1α) y que presenta un papel central en la 
patogénesis de los SMD con 5q- (Schneider et al., 2014). Este gen ha 
sido descrito como un gen supresor de tumores en cáncer de colon y 
melanoma, controlando la proliferación por su papel central como regu-
lador de la actividad de la β-catenina y de MDM2 (Figura 11a) (Elyada 
et al., 2011; Sinnberg et al., 2010). La β-catenina es responsable de la 
progresión del ciclo celular y la proteína MDM2 es responsable de la 
inactivación de p53.

Figura 11a_ Esquema de actividad normal de CSNK1A1.

Se han identificado mutaciones en el gen CSNK1A1 en un 7% de pa-
cientes con SMD y 5q-. Estudios realizados en modelos murinos dem-
uestran que la inactivación heterocigota de Csnk1a1 (Figura 11b) causa 
la expansión de células madre hematopoyéticas, lo cual sugiere que 
la haploinsuficiéncia de CSNK1A1 puede ser un mecanismo indicador 
de la expansión clonal en pacientes con “Síndrome 5q-”. Además, esta 
haploinsuficiencia sensibiliza las células a inhibidores de caseína qui-
nasa, indicando que CSNK1A1 es una potencial diana terapéutica para 
pacientes con SMD y 5q- (Schneider et al., 2014).

En cambio, deleciones homocigotas en Csk1a1 (Figura 11c) suponen 
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una acumulación de p53, una disminución significativa de las cifras he-
moperiféricas en SP (aumento del arresto del ciclo celular e incremento 
de la apoptosis) que evidencia la insuficiencia de la MO y un desenlace 
fatal a corto plazo (Schneider et al., 2014). Así pues, la ablación com-
pleta de Csnk1a1 conduce a apoptosis celulares tempranas y tardías.

Figura 11b_ Esquema del efecto de la deleción heterocigota de CSNK1A1.

Figura 11c_ Esquema del efecto de la deleción hemocigota de CSNK1A1.
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La CDR2 (5q31-q33) se relaciona con pacientes de peor pronóstico, e 
incluye otros genes candidatos como el factor de transcripción EGR1 
(5q31.2). En modelos murinos, la inactivación heterocigota de egr1 
muestra un incremento en la proliferación y movilización de células 
madre hematopoyéticas en MO, por lo que se piensa que este gen pu-
ede tener un papel funcional en la patogénesis de los SMD o LMA con 
5q- (Joslin et al., 2007). Otro gen localizado en esta región es SPARC 
(5q31.3q32), es un gen supresor de tumores que codifica para factores 
reguladores de la interacción célula-estroma con una función anti-adhe-
siva, que promueve la apoptosis. La haploinsuficiencia de SPARC incre-
menta la adhesión de las células malignas proporcionando una ventaja 
proliferativa de la clona 5q-. Los niveles de expresión de SPARC se 
ven incrementados durante el tratamiento con la lenalidomida, hecho 
que permite restaurar su actividad apoptótica (Boultwood et al., 2007; 
Pellagatti et al., 2007; Raaijmakers et al., 2010). Otro supresor de tu-
mores localizado en CDR2 es CTNNA1 (5q31.2) que presenta una 
expresión reducida o ausente (Liu et al., 2007) debido al silenciamiento 
epigenético, que proporciona una ventaja proliferativa en pacientes con 
SMD/LMA y 5q- (Kask et al., 2011), además esta pérdida de expresión 
también se ha asociado a la progresión leucémica o a la transformación 
de SMD a LMA (Hemmat et al., 2014).

En esta región también encontramos dos reguladores clave en la fase 
G2 del ciclo celular PP2Acα (5q31.1) y CDC25c (5q31.3). En haplo-
insuficiencia la regulación del ciclo celular queda alterada permitiendo 
la supervivencia y la proliferación, a la vez que sensibiliza estas clonas 
a la acción de la lenalidomida, reforzando la detención del ciclo celular 
en G2 y la apoptosis (Wei et al., 2009). Otros estudios han determinado 
que los pacientes no respondedores a la lenalidomida presentan una 
sobreexpresión de CDC25c y de PP2Acα (Wei et al., 2009). 

Otros genes descritos en el cromosoma 5 pero no en las CDR también 
tienen importancia en las neoplasias mieloides. El gen APC (5q23) se 
encuentra delecionado en más del 95% de los casos con SMD y 5q-, y 
actúa como regulador negativo de la β-catenina (Lane et al., 2010). Otro 
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gen frecuentemente mutado en LMA es NPM1 (5q35). La haploinsu-
ficiencia de NPM1 causa defectos eritroides e inestabilidad genómica 
(Falini et al., 2005; Grisendi et al., 2005).

Así pues, parece ser que múltiples eventos genéticos son necesarios 
para el desarrollo del “Síndrome 5q-” (Boultwood et al., 2010).

2.2.6  Pronóstico de los SMD 

Los SMD se caracterizan por una alta heterogeneidad, que se refleja en 
una amplia variedad de manifestaciones hematológicas, que a la vez 
presentan diferencias importantes en la SG y progresión a LMA (Raza 
and Galili, 2012). Mientras que algunos pacientes pueden morir en po-
cos meses después del diagnóstico (debido a complicaciones por una 
MO ineficaz o por la progresión a LMA) otros presentan un curso estable 
y sobreviven muchos años (Corey et al., 2007). Estas diferencias hacen 
necesario un sistema de evaluación del riesgo para cada paciente, com-
binando distintas características con pronóstico independiente, en el 
caso de los SMD es el IPSS o International Prognostic Scoring 
System.

2.2.6.1 International Prognostic Scoring System (IPSS)
En el año 1997 el International MDS Risk Analysis Workshop (IMRAW) 
desarrolló un nuevo sistema de estratificación para predecir la super-
vivencia y el riesgo de progresión a LMA en pacientes con SMD   (Green-
berg et al., 1997, 1998). Este sistema fue el resultado de la combinación 
de la citogenética, citopenias y una mejor subdivisión del porcentaje de 
blastos en MO, que permitió diferenciar 4 grupos con pronóstico difer-
enciado. 

Se estudiaron retrospectivamente 816 pacientes con SMD de novo sin 
tratamiento previo y con un largo periodo de seguimiento. Se incluyeron 
las variables de edad, sexo, clasificación de la FAB, número de cito-
penias, valores de hemoglobina, recuento absoluto de neutrófilos, cifra 
absoluta de plaquetas, porcentaje de blastos en MO, citogenética y la 
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clasificación del riesgo de Lille y la Española (Morel et al., 1993; Sanz et 
al., 1989). El análisis multivariado permitió determinar que las caracte-
rísticas clínicas con valor pronóstico independiente y significativo en el 
pronóstico de los pacientes, como el porcentaje de blastos, el número 
de citopenias y la citogenética, y así otorgar una puntuación o score 
(Tabla 9) (Greenberg et al., 1997, 1998). La citogenética, además se 
subdividió en tres grupos pronósticos: 

_ Bueno: cariotipo normal, -Y, del(5q), del(20q), todas como alteración única 
_ Malo: cariotipo complejo (≥ 3 alteraciones) o alteraciones en el cromosoma 7 
_ Intermedio: todas las otras alteraciones
 

Tabla 9_ Puntación para las variables con valor pronóstico independiente en la SG y riesgo de 
progresión a LMA en pacientes con SMD.

Aunque la edad no retuvo su independencia pronostica en el análisis 
multivariado, si resultó importante en pacientes clasificados de Bajo 
riesgo o Intermedio-1, ya que los menores de 70 años presentaban me-
jor SG, pero no menor probabilidad de progresión a LMA. 

Así el IPSS determinó 4 grupos pronóstico: Bajo, Intermedio-1, Interme-
dio-2 y Alto riesgo con diferente SG y riesgo de progresión a LMA (Tabla 10). 

Variable 
pronóstica

 

0 0,5 1,0 1,5 2,0
% blastos 
en MO < 5 5 - 10 - 11 - 20 21 - 30

Cariotipo Bueno Intermedio Malo - -

Citopenias 0/1 2/3 - - -

Valores de puntuación
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Tabla 10_ IPSS, grupos pronósticos de riesgo.

Grupo de riesgo Puntuación Total
Bajo 0
Intermedio -1 0,5 - 1,0
Intermedio -2 1,5 - 2,0
Alto ≥ 2,5

El valor pronóstico del IPSS ha sido evaluado y validado de manera 
independiente por muchos grupos (Haase et al., 2007; Müller-Berndorff 
et al., 2006; Solé et al., 2000) y ha sido el sistema de estratificación 
más utilizado para pacientes con SMD hasta la aparición de su versión 
revisada (IPSS-Revised (IPSS-R)) en el año 2012 (Greenberg et al., 
2012). 

2.2.6.2 WHO Classification-based Prognostic Scoring System 
(WPSS)
Aunque el IPSS gozó de gran aceptación y aplicabilidad presentaba 
ciertas limitaciones: 

_ Se basaba en datos recogidos al diagnóstico y no se podía utilizar 
para el seguimiento o progresión (Greenberg et al., 1997, 1998)
El porcentaje de blastos era la variable más importante, haciendo que 
pacientes con citogenéticas muy desfavorables y pocos blastos presen-
taran puntuaciones más bajas

_ Un 30% de los pacientes presentaba un cariotipo intermedio, ya que 
eran pocas las alteraciones con un pronóstico determinado, y muchas 
las que se incluían en el grupo intermedio 

_ La clasificación de referencia fue la FAB y no la WHO, que es la más 
utilizada

Así pues se define un nueva estratificación del riesgo basada en la clasi-
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ficación de la WHO y dependiente del tiempo en el año 2007, la WPSS 
o WHO Classification-Based Prognostic Scoring System (Mal-
covati et al., 2007). Para desarrollar esta nueva clasificación todos los 
diagnósticos de los pacientes se reclasificaron de acuerdo con los cri-
terios de la WHO y se recogió el historial transfusional (Malcovati et al., 
2005). Las variables utilizadas fueron:

_ Categoría de la WHO 2001
_ Grupo de riesgo citogenético (grupos citogenéticos del IPSS)
_ Necesidades transfusionales (posible factor indicador de la gravedad de la
   enfermedad) (Deschler et al., 2006)

La combinación de estas variables con una puntuación determinada 
(Tabla 11), para cada grupo, permite clasificar a los pacientes (Tabla 12) 
y predecir la SG y el riesgo de progresión a LMA. 
La mejora más significativa, se observó en los pacientes con exceso 
de blastos, debido a la fuerte influencia de la inclusión de la dependen-
cia transfusional. El WPSS también fue capaz de identificar un grupo 
de pacientes con muy mal pronóstico, aunque el punto de corte de los 
blastos en la MO era inferior en la WHO para definir la LMA (Vardiman 
et al., 2002).

Tabla 11_ Valores de estratificación mediante la WPSS.

* Requerimiento transfusional: mínimo de 1 transfusión de concentrado de hematíes cada 8 
semanas en un periodo de 4 meses.

Variable 
pronóstica

 

0 1 2 3
C l a s i f i c a c i ó n 
WHO 2001

AR, ARSA, 
Síndrome 5q-

CRDM, 
CRDM-SA AREM-1 AREB-2

Cariotipo Bueno Intermedio Malo -
Requerimiento 
transfusional * No Regular - -

Valores de puntuación
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Tabla 12_ WPSS, grupos pronósticos de riesgo
.

La WPSS es un modelo dinámico que permite evaluar la efectividad 
de los tratamientos en cualquier momento después del diagnóstico, de 
manera que un paciente clasificado en un grupo de riesgo se mantiene 
en este riesgo si las condiciones no cambian y cambiará de grupo en el 
momento de la progresión de acuerdo con las nuevas características y 
puntuación asignada (Malcovati et al., 2007).

2.2.6.3 Revised International Prognostic Scoring System 
(IPSS-R)
En el año 2012 se publica la revisión del IPSS Revised International 
Prognostic Scoring System, IPSS-R (Greenberg et al., 2012) que 
mejora la clasificación del IPSS e incrementa el número de grupos, con 
influencia pronostica, así como nuevos grupos citogenéticos (más gru-
pos y más alteraciones) (Schanz et al., 2011, 2012). 

El IPSS-R se basa en 5 grupos y no 4 como el anterior, así incrementa 
el poder predictivo en la SG (Figura 12a) y el riesgo de progresión a 
LMA (Figura 12b) (Greenberg et al., 1997, 1998). Las puntuaciones es-
tablecidas por cada uno de los 5 grupos, la puntuación final y el grupo 
de riesgo se detallan en las Tablas 13, 14 y 15.

Grupo de riesgo Puntuación Total
Muy Bajo 0
Bajo 1
Intermedio 2
Alto 3 - 4
Muy Alto 5 - 6
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Figura 12_ a. SG basada en los grupos de riesgo del IPSS-R; b. Riesgo de progresión a LMA 
basada en los grupos de riesgo del IPSS-R.

Tabla 13_ SG y riesgo de progresión a LMA de los diferentes grupos de riesgo de acuerdo 
con el IPSS-R, adaptado de Greenberg y cols (Greenberg et al., 2012).

 
 Muy Bajo Bajo Interme-

dio
Alto Muy 

Alto

Número 
Pacientes 7.012 19 38 20 13 10

SG 8,8 5,3 3,0 1,6 0,8
Hazard 
Ratio 0,5 1,0 2,0 3,2 8,0

(95% Cl) (0,46 - 0,59) (0,93 - 1,1) (1,8 - 2,1) 2,9 - 3,5) (7,2 - 8,8)

Número 
Pacientes 6.485 19 37 20 13 11

LMA/25% * NP 10,8 3,2 1,4 0,73
Hazard 
Ratio 0,5 1,0 3,0 6,2 12,7

(95% Cl) (0,4 - 0,6) (0,9 - 1,2) (2,7 - 3,5) (5,4 - 7,2) 10,6 - 15,2)

* Indica el tiempo en el que el 25% de los pacientes han progresado a LMA. NP: no alcanzan 
progresión.
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Tabla 14_ IPSS-R, parámetros de riesgo.

* RAN: Recuento absoluto de neutrófilos.

Tabla 15_ IPSS-R, grupos pronósticos de riesgo.

Con la nueva clasificación los pacientes que presentaban un mejor 
pronóstico en el riesgo Intermedio-1 del IPSS pasan a formar parte del 
grupo de bajo riesgo del IPSS-R, y los que presentaban un peor pronós-
tico en el grupo Intermedio-2 (IPSS) pasan a formar parte del grupo de 
alto riesgo. Las diferencias básicas entre IPSS-R e IPSS son:

_ Blastos en MO: se dividen en nuevos grupos, que permiten cat-
egorizar mejor al paciente: ≤ 2%, > 2%-< 5%, 5-10%, >10-30% (Della 
Porta et al., 2011). En el IPSS-R, se incluyen en un mismo grupo los pa-

Variable 
Pronóstica

 

0 0,5 1 1,5 2 3 4

Citogenética Muy 
Buena - Buena 3,0 Inter-

medio Malo Muy 
Malo

% blastos 
MO ≤ 2% - < 2% - <5% - 5 - 10% > 10 -

H e m o g l o -
bina ≥ 10 - 8 - < 10 < 8 - - -

Plaquetas ≥ 100 50 - <100 < 50 - - - -

RAN * ≥ 0,8 < 0,8 - - - - -

Puntuación

Grupo de riesgo Puntuación Total
Muy Bajo ≤ 1,5
Bajo > 1,5 - 3
Intermedio > 3 - 4,5
Alto > 4,5 - 6 
Muy Alto > 6
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cientes con más de un 10% de blastos y 20% de blastos, ya que su valor 
pronóstico era similar, de acuerdo con la base de datos de IMRAW1, que 
es la base de datos utilizada en el IPSS.
_ Alteraciones citogenéticas: se clasifican 19 alteraciones es-
pecíficas (vs. 6 alteraciones en el IPSS) que se subdividen en 5 grupos 
(vs. 3 grupos en el IPSS) (Tabla 16): el incremento del número de pa-
cientes estudiados permitió caracterizar alteraciones citogenéticas que 
antes se habían clasificado como “otras” y a la vez subdividir el grupo 
de Buen pronóstico en Muy bueno y Bueno y el grupo de mal pronós-
tico en Malo y Muy malo. Esta nueva clasificación está basada en un 
estudio cooperativo Alemán-Español (Schanz et al., 2011) sobre una 
serie de 2902 pacientes de los cuales 1258 presentaban alteraciones 
cromosómicas clonales. Así, se definieron un total de 19 alteraciones 
citogenéticas clasificadas en 5 grupos pronóstico (Tabla 14) (Schanz et 
al., 2011, 2012).

Tabla 16_ Clasificación pronóstica de las alteraciones citogenéticas.

* SG y riesgo de progresión a LMA expresado en mediana de meses. NP: No alcanzan progresión.

1 IMRAW_ International MDS Risk Analysis Workshop		

 Muy Bueno Bueno Intermedio Malo Muy Malo
Única: Normal única: Única: Única: Complejo de

del (11q) del (5q) del (7q) inv(3) / t(3q)
del(3q) < 3 alteraciones

- Y del (12p) 8 -7 -
del (20q) i (17q) Doble con: -

19 - 7 o del (7q)

Doble con del 
(5q)

Clones  
independientes

Otras dobles

Complejo de 3 
alteraciones

60,8
0,5 (0,3 - 0,7)

48,6
1,0 (0,9 - 1,1)

26,0
1,6 (1,4 - 1,8)

15,8
2,6 (2,1 - 3,2)

5,9
4,2 (3,4 - 5,2)

NP NP 78,0
2,2 (1,8 - 2,7)

21,0
3,4 (2,5 - 4,6)

8,2
4,9 (3,6 - 6,7)

Grupo Pronóstico

SG *
Hazard
Radio
LMA *
Hazard 
radios
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La nueva clasificación citogenética mejora la clasificación anterior para 
los pacientes con SMD de novo que no hayan recibido tratamiento. 
Cada grupo queda potenciado por unas alteraciones citogenéticas con-
cretas y nos permite separar y clasificar mejor las alteraciones únicas y 
dobles.
Estudios recientes han validado la aplicabilidad de esta clasificación cit-
ogenética en pacientes con SMD que reciben un trasplante alogénico 
de progenitores hematopoyéticos (Deeg et al., 2012), de manera que los 
pacientes con un cariotipo complejo (en el grupo Muy Mal pronóstico) 
presentan una peor evolución.
_ Evaluación de las citopenias: el establecimiento de puntos de 
corte relevantes en la clínica y estadísticamente significativos ha dem-
ostrado ser útil en: 
	 _ El grado de anemia que correlaciona con un peor pronóstico 
en los SMD (Kao et al., 2008) y parece ser una buena variable para 
sustituir al parámetro dependencia transfusional (Malcovati et al., 2011), 
de manera que niveles bajos de hemoglobina sustituyen la dependencia 
transfusional como parámetro pronóstico del índice WPSS.
	 _ La cifra absoluta de neutrófilos queda fijado en 0,8x10⁹/L, ya 
que se asocia a un riesgo de infección más elevado en pacientes con 
SMD (respecto al valor fijado por el IPSS de 1,8x10⁹/L) (Cordoba et al., 
2012).
	 _ Las trombocitopenias severas se asocian a peores super-
vivencias en los SMD (<50 x10⁹/L) (Gonzalez-Porras et al., 2011; Kan-
tarjian et al., 2007).
_ Inclusión de nuevas características relevantes: edad, es-
tado general, ferritina sérica, LDH, β₂-microglobulina y mielofibrosis:
	 _ La edad es un parámetro con influencia en la SG, sobretodo 
en pacientes de bajo riesgo, pero que no influye en el riesgo de pro-
gresión a LMA (Greenberg et al., 1997, 1998; Nösslinger et al., 2010). El 
IPSS-R creó una fórmula: [(años - 70) x (0,05 – (valor de la puntuación 
final IPSS-R x 0,005))] para ajustar el pronóstico de la supervivencia de 
pacientes con edades superiores o inferiores a 70 años (ya que ésta es 
la mediana de edad de los pacientes que se incluyen en el estudio).
	 _ El estado general, la ferritina sérica, LDH (Germing et al., 
2005; Wimazal et al., 2001, 2008) y la β2-microglobulina (Gatto et al., 
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2003; Neumann et al., 2009) tienen una influencia en la SG, pero menos 
importante que el que ejercen las otras variables.
	 _ La mielofibrosis en MO tampoco demostró tener un valor 
pronóstico en la evolución clínica de estos pacientes, pero el número de 
pacientes estudiado fue bajo (Buesche et al., 2008; Della Porta et al., 
2009; Verburgh et al., 2003).
Los grupos más altos de esta serie de pacientes estudiados en el 
IPSS-R presentan mayor riesgo de muerte relacionada con leucemia. 
Además, se observa que las complicaciones relacionadas con la insu-
ficiencia medular son más importantes en la progresión o muerte de 
pacientes de bajo riesgo y la progresión a LMA es importante en los 
pacientes de alto riesgo.

2.2.7  Mutaciones somáticas en los SMD 
Los SMD se relacionan con alteraciones citogenéticas recurrentes, pero 
un 50% de los pacientes presenta un cariotipo normal (Haase et al., 
2007). Ambos grupos de pacientes (con y sin alteraciones citogenéticas) 
seguramente presentan mutaciones genéticas, pero éstas adquieren 
más relevancia cuando el cariotipo no es informativo (Bejar et al., 2011a, 
2011b; Walter et al., 2011; Yoshida et al., 2011). Por ello es necesario 
realizar estudios moleculares que permitan analizar alteraciones gené-
ticas con una mayor resolución, como pueden ser los SNP-arrays, la 
secuenciación clásica de Sanger y las técnicas de Next-generation Se-
quencing (NGS) (Bejar et al., 2011b; Walter et al., 2011; Yoshida et al., 
2011).
En la última década se han estudiado ampliamente las mutaciones 
somáticas en los SMD, por lo que actualmente contamos con más de 
40 genes mutados y recurrentes en los SMD y uno o más de uno se pu-
ede identificar en casi el 90% de pacientes (Kulasekararaj et al., 2013; 
Papaemmanuil et al., 2013). Aun así, y a diferencia de otras patologías 
(como por ejemplo, en las NMP con mutaciones conocidas en los genes 
JAK2, CALR y MPL)  no hay ninguna mutación que sea dominante y 
específica de los SMD. Actualmente podemos entender que las muta-
ciones se relacionan con características de la enfermedad, como puede 
ser con los sideroblastos en anillo, con las citopenias, la monocitosis 
y las alteraciones cromosómicas. Numerosos estudios han validado 
el pronóstico independiente de las mutaciones en genes recurrentes 
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así como mutaciones que actúan como biomarcadores de respuesta 
a tratamientos específicos (Bejar et al., 2014; Itzykson et al., 2011; 
Steensma et al., 2015; Traina et al., 2014). Todos estos nuevos datos 
genéticos están cambiando la comprensión de la fisiopatología de los 
SMD.
Las mutaciones somáticas se producen en el genoma de las 
células madre hematopoyéticas (HSC, Hematopoietic Stem Cell) en 
una frecuencia baja pero detectable durante la replicación normal del 
ADN. Aunque hay muchas mutaciones que son rápidamente corregi-
das por los sistemas de reparación del ADN, hay otras que persisten 
en las HSC y se propagan a lo largo de los ciclos de autorenovación. 
Las HSC acumulan mutaciones exónicas con una tasa aproximada de 
0,13 mutaciones por año (es decir 1,3 mutaciones cada 10 años), por 
lo tanto a los 60 años se habrán acumulado un total de 8 mutaciones 
(aproximadamente) con potencial para alterar la secuencia de ADN que 
codifica para una proteína determinada (Welch et al., 2012). Las “driver 
mutations” son mutaciones en células con capacidad de autorenovación 
que pueden causar una ventaja proliferativa respecto a otras células y 
proporcionar una dominancia clonal. Otras mutaciones que no presen-
tan un impacto en la dominancia clonal se conocen como “passenger 
mutations”. La recurrencia de mutaciones somáticas en un gen en par-
ticular, con una frecuencia más elevada de lo que esperaríamos, nos 
proporciona información sobre su papel en la evolución de la enferme-
dad (Greaves, 2015; Greaves and Maley, 2012; Vogelstein et al., 2013).
Los genes mutados en los SMD se clasifican según la función de la 
proteína que codifican (Tabla 17). Los genes que encontramos más fre-
cuentemente mutados codifican para factores de splicing1 como SF3B1 
(sobretodo asociado a SA), U2AF1, ZRSR2, SRSF2, SF3A1, PRF40B y 
U2AF2 (Graubert et al., 2012; Papaemmanuil et al., 2011; Yoshida et al., 
2011). También encontramos mutaciones en reguladores epigenéticos2 
que incluyen los genes TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2, ASXL1, ATRX y 
EZH2. Factores de transcripción3 como los genes RUNX1 (asociado a 
1 Factor de splicing_ Proteína involucrada en eliminar los intrones de la cadena del ARN mensa-
jero, de manera que los exones quedan unidos. Este proceso se desarrolla en el spliceosoma.
2 Regulador epigenético_ Modificador de la expresión de genes o del fenotipo celular sin alterar 
la secuencia del ADN, es decir, que unen de manera covalente un grupo metilo.
3 Factor de transcripción_ Proteína que participa en la regulación de la transcripción del ADN
pero que no forma parte de la ARN polimerasa.
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trombocitopenia) y ETV6 (Bejar et al., 2011b; Christiansen et al., 2004; 
Ernst et al., 2010; Kosmider et al., 2010; Nikoloski et al., 2010; Walter 
et al., 2011) y mutaciones que permiten la activación de la señal de las 
tirosina quinasas como JAK2, NRAS/KRAS, PTPN11, MPL y CBL/CBLB 
(Hirai et al., 1987; Liu et al., 1987; Loh et al., 2005; Sanada et al., 2009; 
Steensma et al., 2005). Además, como en muchas otras neoplasias,  se 
han observado mutaciones del gen TP53 asociado a cariotipos com-
plejos, neoplasia relacionada con el tratamiento y disgranulopoyesis 
(Jädersten et al., 2011; Sugimoto et al., 1993).
La mayoría de mutaciones en los SMD también son comunes en otras 
neoplasias mieloides y, seguramente contribuyen a una ventaja selec-
tiva del clon neoplásico. Hay un grupo de mutaciones en genes fre-
cuentemente mutados en la LMA de novo que son relativamente raros 
en los SMD y que incluyen mutaciones en genes como NPM1, CEBPA, 
WT1 y  FLT3 (Vainchenker et al., 2011). Las mutaciones en los genes 
JAK2 y MPL son más comunes en NMP que en SMD y las mutaciones 
que interrumpen la diferenciación, como por ejemplo  en el gen RUNX1 
y en el gen SF3B1 son más comunes en SMD que en NMP (Yoshida et 
al., 2011).

Aunque la relación entre determinadas mutaciones somáticas y los SMD 
ha sido comprobada, estudios recientes de secuenciación a gran es-
cala han determinado hematopoyesis clonales debido a la adquisición 
de mutaciones somáticas en personas sin enfermedades hematológicas 
(Genovese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014; Xie et al., 2014).  Jaiswal 
y cols (Jaiswal et al., 2014) observaron un elevado porcentaje de mu-
taciones somáticas en los genes DNMT3A, TET2 y ASXL1 en hemato-
poyesis clonales de personas con recuentos hematológicos normales, 
sin  ninguna enfermedad aparente y que no desarrollaron ningún cáncer 
en un periodo de tiempo cercano. En este estudio, determinaron que la 
asociación de mutaciones somáticas con enfermedades no hematológi-
cas, pueden deberse a consecuencias asociadas a la edad o a variables 
desconocidas actualmente. Es por eso que no recomiendan un estudio 
genético prematuro en personas sanas, ya que el valor predictivo de es-
tas mutaciones para presentar un cáncer o desarrollarlo es baja (Jaiswal 
et al., 2014).
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2.2.8  Arquitectura clonal de los SMD

Actualmente los estudios moleculares con NGS nos permiten detectar 
lesiones genéticas que pueden ser potenciales dianas terapéuticas. Sin 
embargo, la rápida adaptabilidad que presentan las células canceríge-
nas supone una limitación para las terapias dirigidas. 

El cáncer es una enfermedad que resulta de la acumulación de altera-
ciones genéticas. En el caso de los SMD, siguen un modelo de células 
madre que podemos observar en la Figura 13. Estas células madre se 
diferencian a un grupo de células hijas con un potencial proliferativo limi-
tado y que retienen las mutaciones oncogénicas de sus predecesoras.

Figura 13_ Esquema del modelo de cáncer de células madre que presenta un grupo minori-
tario de células que contienen distintas subpoblaciones (rojo: células tumorales, amarillo y 

verde: células no tumorales) organizadas jerárquicamente. Figura adaptada de Magee y cols 
(Magee et al., 2012)

Los clones evolucionan gracias a la interacción de alteraciones ventajo-
sas o driver mutations, alteraciones neutrales como las passenger muta-
tions y alteraciones deletéreas (hitchhiker mutations1) (Greaves and Ma-
ley, 2012). La fitness2 de estas células se verá afectada por el número 
de cambios genéticos (Bozic et al., 2010) y los cambios en el microam-
biente (Barcellos-Hoff et al., 2005). El dinamismo o plasticidad genética 
de estos clones permite desarrollar un cáncer gracias a la adquisición 
sucesiva de alteraciones, que a su vez son seleccionadas positivamente 
en el genoma de las células neoplásicas (Greaves, 2015; Hanahan and 

1 Hitchhiker mutation_ Este concepto de biología evolutiva es equivalente a una passenger 
mutation en la biología del cáncer.
2 Fitness_ Es la tasa de replicación, diferencia entre la tasa de nacimiento de células y la muerte 
de las células.
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Weinberg, 2011) en la Figura 14 podemos ver un ejemplo. 

Se han observado casos con evolución convergente, es decir, diferentes 
mutaciones somáticas en un mismo gen que afectan de manera difer-
ente a los subclones (Landau et al., 2014; Waanders et al., 2012). Estos 
estudios sugieren que las lesiones que detectamos a nivel de grandes 
poblaciones de células cancerígenas, son un conjunto de alteraciones 
genéticas que se establecen mediante “prueba-error”. El elevado grado 
de variabilidad genética proporciona las bases para un complejo pro-
ceso de evolución, en el que los subclones tienen que adaptarse a la 
disponibilidad de recursos y a presiones externas, como pueden ser las 
terapias. Por lo tanto, la progresión en el cáncer presenta una diversifi-
cación mutacional acompañada de una selección clonal (Greaves and 
Maley, 2012; Merlo et al., 2006).

Figura 14_ Ejemplo de estructura clonal en un paciente con SMD, imagen adaptada de Bejar
y cols (Bejar and Abdel-Wahab, 2013).

Vera Ademà Llobet                                                                                      Introducción



93

Como la plasticidad en el cáncer es conducida por la heterogeneidad 
clonal, hay que tener en cuenta qué características conducen o alimen-
tan la generación de la heterogeneidad clonal (Greaves and Maley, 
2012; Hanahan and Weinberg, 2011):

_ La inestabilidad genética es una pieza clave (Hanahan and Weinberg, 2011)

_ La adquisición de nuevas mutaciones (fuertemente asociada a la 
necesidad de diversificación de la población neoplásica) proporciona 
potencial evolutivo, junto con otras características como puede ser el 
tamaño de la población (Cairo et al., 2010; Loeb, 2011)

_ Incremento o mayor permisividad de mutaciones somáticas que elim-
inen puntos de control críticos, como puede ser mutaciones en el gen 
TP53 (Bouwman and Jonkers, 2012)

Los nuevos, estudios de NGS basados en una única célula  permitirán 
entender la compleja heterogeneidad genética que presenta la enferme-
dad y su capacidad evolutiva, de manera que podremos mejorar las 
estrategias terapéuticas en el tratamiento de los SMD.

2.2.9  Tratamiento de los SMD 

El tratamiento de los SMD requiere una división previa de los pacientes 
en dos grupos en función del riesgo. En pacientes con un SMD de alto 
riesgo, el objetivo es modificar la historia natural de la enfermedad  y 
alargar la supervivencia (Crawford et al., 2002; Hellström-Lindberg and 
Malcovati, 2008; Kantarjian et al., 2007). En cambio, en los pacientes 
con un SMD de bajo riesgo el objetivo es mejorar la calidad de vida, 
controlar los síntomas y el tratamiento de las citopenias (básicamente la 
anemia). Aun así, la probabilidad de éxito varía notablemente en función 
de las características de cada paciente y de su enfermedad.

Hasta la actualidad, la única alternativa con capacidad curativa en los 
SMD es el trasplante alogénico de progenitores hematopoyé-
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ticos (alo-TPH), pero que, por su elevada mortalidad, es aplicable a 
una minoría de pacientes, ya que la edad media de los pacientes con 
SMD es de 70 años (Estey, 2007). 

Las Guías Españolas de SMD (GESMD and SEHH, 2012) recomiendan 
adaptar el tratamiento en función del grupo de riesgo al que pertenece 
el paciente.

2.2.9.1 Tratamiento de pacientes con SMD de Alto Riesgo
El objetivo es modificar el curso natural de la enfermedad, ya que pre-
sentan una menor SG y un mayor riesgo de progresión a LMA. Estos 
pacientes se benefician de alo-TPH, fármacos demetilantes y menos 
frecuentemente de quimioterapia (combinaciones de antraciclina con 
citarabina).

La Figura 15 muestra el algoritmo propuesto por las guías Españolas de 
SMD (GESMD and SEHH, 2012):

Figura 15_ Algoritmo de tratamiento para los SMD de alto riesgo. AZA: 5-azacitidina; HLA: 
antígeno leucocitario humano; QT: quimioterapia tipo LMA; TIS: tratamiento inmunosupresor; 

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.
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Agentes hipometilantes (5-azacitidina (AZA)1), es un inhibidor 
de la ADN metiltransferasa (Griffiths and Gore, 2008). En muestras de 
pacientes con LMA y SMD2  se ha observado una metilación de los pro-
motores de genes en un 68% y un 35% respectivamente. También se 
ha determinado que la densidad de metilación en los SMD aumenta 
con la progresión de la enfermedad (Bejar et al., 2011b; Cazzola and 
Malcovati, 2010). Por ello, la metilación del ADN ha demostrado ser un 
predictor de la SG y de la supervivencia libre de leucemia en los SMD 
(Shen et al., 2010). 

La eficacia de la AZA en los SMD ha sido demostrada en dos ensayos 
clínicos aleatorizados (Fenaux et al., 2009; Silverman et al., 2002), ya 
que presenta superioridad en la tasa de respuesta global respecto a los 
tratamientos convencionales (60% vs. 5%, respectivamente), de remisión 

1 5-azacitidina_ Unión e inhibición de la DNA metiltransferasa (evitando la unión de los grupos 
metil al ADN).
2 Metilación_ En la mayoría de cánceres, se observa una hipometilación global del ADN en 
combinación con una hipermetilación de los genes supresores de tumores, que resulta en su 
silenciamiento.

parcial (16% vs. 0%, respectivamente). Tam-
bién reduce el riesgo de progresión a LMA (2,8 
veces superior en el grupo de tratamiento de 
soporte). La SG también es mayor en pacientes 
que reciben AZA que en los que no la reciben 
(24,4 vs. 15 mediana de meses, respectiva-
mente), aunque la diferencia no era estadística-
mente significativa  (Fenaux et al., 2009).

La quimioterapia (QT) intensiva tipo LMA 
(combinación de antraciclina y citara-
bina) presenta una frecuencia de respuesta 
completa del 50%-60%, una muerte precoz del 
20%-25% y una frecuencia de enfermedad re-
fractaria del 20%-25% (Beran et al., 2001; Es-
tey, 2007; Estey et al., 2001; Kantarjian et al., 
2006; Sanz et al., 2005). Aun así los resultados 
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a largo plazo muestran recaídas muy elevadas, del 70%-80%, con una 
corta duración de la remisión (mediana de 8 meses) y de la SG (medi-
ana de 12 meses) (Beran et al., 2001; Estey, 2007; Estey et al., 2001; 
Kantarjian et al., 2006; Sanz et al., 2005). 

Actualmente hay nuevas combinaciones y tratamientos en estudio como 
puede ser la decitabina que podría producir mejores tasas de respuesta 
y menor riesgo de progresión a LMA, pero que en cualquier caso, no 
aumenta de manera significativa la SG (Kantarjian et al., 2006; Lübbert 
et al., 2001; Wijermans et al., 2000). 

2.2.9.2 Tratamiento de los pacientes con SMD de Bajo Riesgo
El tratamiento de estos pacientes se centra en el tratamiento de las cito-
penias. Siendo la anemia la citopenia predominante. La anemia tiene 
una influencia negativa en las comorbilidades y deteriora la calidad de 
vida (Crawford et al., 2002; Fenaux and Rose, 2009). 

Como se puede ver en el algoritmo (Figura 16) de tratamiento de las 
Guías Españolas de SMD (GESMD and SEHH, 2012) estos pacientes 
necesitan a menudo soporte transfusional (transfusiones de concen-
trados de hematíes) y como consecuencia de ello quelación1, ya que 
1 Quelación_ Tratamiento quelante: mantiene los niveles de hierro estables para evitar el daño 
orgánico.
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las transfusiones periódicas provocan una sobrecarga de hierro que se 
asocia a una menor SG por daño orgánico (Fenaux and Rose, 2009).

En pacientes de bajo riesgo y sin la deleción 5q el tratamiento de prim-
era línea para la anemia es la administración de altas dosis de agen-
tes estimulantes de la eritropoyesis (AEE) que ayudan a mejorar 
los niveles de hemoglobina y reducir las necesidades transfusionales 
(Hellström-Lindberg et al., 2003; Jädersten et al., 2005). Las tasas de 
respuesta son más elevadas en los pacientes que tienen requerimientos 
transfusionales limitados y el valor de eritropoyetina sérica basal por 
debajo de 500 IU/L (Hellström-Lindberg et al., 2003). La respuesta al 
tratamiento se produce entre las 8-12 semanas y la mediana de dura-
ción de la respuesta es de alrededor de los 2 años (Cheson et al., 2006; 
Greenberg et al., 2009; Jädersten et al., 2008; Park et al., 2008).

Figura 16_ Algoritmo de tratamiento para los SMD de bajo riesgo. AEE: agentes estimu-
ladores de la eritropoyesis; PMO: punción MO
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En pacientes de bajo riesgo y con la deleción 5q los tratamientos con 
AEE son menos efectivos (Kelaidi et al., 2008). Por ello, se recomienda 
el tratamiento con lenalidomida (Revlimid®) que presenta una tasa 
de respuesta alrededor del 60%-70%. El 70% de los casos consiguen la 
independencia transfusional y una respuesta citogenética entre el 50%-
75% (con una respuesta citogenética completa del 30%-45%)  (List et 
al., 2006). 

La lenalidomida es un potente inmunomodulador1 que presenta actividad: 

1_ Estimuladora de la eritropoyesis: la lenalidomida induce la 
diferenciación eritroide en estadíos primarios y más maduros de la eri-
tropoyesis (Ximeri et al., 2010). Aunque este mecanismo es descono-
cido, se cree que la estimulación se produce a tres niveles:
	 _ Diferenciación de HSC en células comprometidas con la línea
	    eritroide (proeritroblastos)
	 _ Diferenciación de los proeritroblastos en precursores eri-
	    troides maduros
	 _ Diferenciación de los precursores eritroides en normoblastos
	   con el consecuente incremento del número de eritrocitos en SP

2_ Efecto en la clona del(5q): estudios in vitro muestran como 
la lenalidomida inhibe la proliferación de los eritroblastos diferenciados 
portadores de la del(5q) pero no de los eritroblastos normales (Pellagatti 
et al., 2007). 

3_ Actividad antiangiogénica, anitineoplásica y antiprolif-
erativa: bloqueo de la migración y adhesión de células endoteliales 
por citoquinas (factor de crecimiento vascular endotelial y factor de cre-
cimiento fibroblástico) (Heise et al., 2010).

La toxicidad asociada al tratamiento es básicamente hematológica y se 
oberva neutropenia de grado 3 o 4 en un 34%-75% y trombocitopenia 
1 Inmunomodulador (anti-inflamatorio)_ Incrementa el número y la actividad de células T, las 
células natural killers (NK). También inhiben las citoquinas proinflamatorias como el factor de 
la necrosis tumoral alfa (TNF-α) e incrementan la producción de la citoquina antiinflamatoria
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en un 22%-44% de los casos (Fenaux and Rose, 2009; List et al., 2006).

2.2.10  Técnicas de análisis genético de estudio de las SMD 
2.2.10.1 Estudio mediante citogenética convencional (Cariotipo)
La citogenética convencional (CC) fue desarrollada en 1970, y hoy en 
día está ampliamente utilizada en los laboratorios de citogenética. Esta 
técnica nos permite estudiar los cromosomas durante la división celular 
o mitosis (metafase), momento en el que la cromatina (ADN + proteínas) 
se compacta hasta formar elementos independientes llamados cromo-
somas. Mediante la citogenética convencional se define el cariotipo, 
que  es la ordenación de los cromosomas según  su tamaño y patrón 
de bandas. Está formado por 22 pares de cromosomas autosómicos 
y los  cromosomas sexuales (X e Y). Con el estudio del cariotipo se 
pueden definir alteraciones numéricas (monosomías o trisomías) y es-
tructurales, con una resolución mínima de 5-10 Mb.

En los pacientes afectos de neoplasias mieloides y en concreto en los 
SMD, los estudios de CC suelen realizarse a  partir de muestra de MO, 
ya que es el tejido que presenta mayor infiltración tumoral y capacidad 
de división. La muestra que proviene del aspirado de la MO se incluye 
en un cultivo de 24 horas2.  Para obtener un cultivo rico en células de-
tenidas en metafase (añadiendo el antimitótico Colcemid3). Después, 
las células son incubadas y fijadas (solución de fijado llamada Carnoy, 
mezcla 3:1 de metanol y ácido acético, el metanol deshidrata y fija los 
cromosomas y el ácido acético provoca la lisis de las membranas). La 
extensión se realizará sobre un portaobjetos. En la Figura 17, podemos 
ver resumidos los pasos principales de esta técnica.

Para poder identificar el patrón de bandas de cada uno de los cromosom-
as, realizaremos una tinción de bandas G (mediante los colorantes 
Giemsa, Wright, Leishman, etc.), que permiten observar bandas claras y 
oscuras, de tamaños entre 5 y 10Mb. Las bandas oscuras tienden a ser 
2 Cultivo de 24 horas_ En un incubador a 37ºC, con el 5% de CO2 y 95% de humedad
3 Colcemid_ Análogo sintético de la colchicina que impide la formación del huso mitótico evitan-
do la polimerización de las hebras del huso, de manera que la célula no puede avanzar en las 
etapas de la mitosis más allá de la metafase.
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zonas heterocromáticas de replicación tardía, ricas en AT1 y pobres en 
genes, mientras que las regiones claras tienden a ser de eucromatina, 
de replicación temprana, con abundantes GC2 y ricas en genes.

Figura 17_ Principales pasos de la citogenética convencional.

Para realizar el análisis se recomienda estudiar un mínimo de 20 meta-
fases y se realizará la ordenación del cariotipo gracias al patrón de ban-
das de cada cromosoma. Las alteraciones serán descritas de acuerdo 
con el International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 
2013) (Shaffer et al., 2013).

2.2.10.2 Hibridación in situ fluorescente (FISH)
La hibridación in situ fluorescente (FISH, Fluorescence in situ Hybridi-
1 El código genético está formado por 4 bases nucleicas: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) 
y Citosina (C).
2 El código genético está formado por 4 bases nucleicas: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) 
y Citosina (C).
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zation), es una técnica de citogenética molecular que se desarrolló a 
finales de los años 80.  Actualmente, está implementada en la mayoría 
de laboratorios de genética o hematología. La técnica de FISH presenta 
una mayor sensibilidad y nos permite detectar alteraciones en bajo por-
centaje (que no podríamos detectar mediante CC), definir mejor carioti-
pos complejos, y la implicación de determinados genes.

Esta técnica consiste en la hibridación de una sonda de cadena simple 
de ADN a una secuencia complementaria en la muestra que queremos 
estudiar. En la Figura 18 se describen las etapas principales de la téc-
nica de FISH.

Figura 18_ Etapas principales de la técnica de FISH.

A continuación se resumen los puntos principales de la técnica de FISH:
_ Preparación de la sonda: Una sonda es una secuencia de ADN 
de cadena simple marcada de manera directa con nucleótidos unidos 
un fluorocromo3 (por ejemplo: FITC o Rodamina) o de manera indirecta 
3 Fluorocromo_ Marcadores no radioactivos que emiten fluorescencia después de la excitación 
mediante luz
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mediante nucleótidos modificados que contienen un hapteno1 (biotina 
o digoxigenina) sobre el que se pude unir un fluorocromo. El marcaje 
se lleva a cabo mediante la técnica de Nick translation, un método en-
zimático en el que el ADN es tratado con ADNasas para producir “nicks” 
o muescas de cadena simple a lo largo de la cadena doble de ADN 
(cada 500 pares de bases). A continuación la ADN polimerasa I se en-
carga de elongar la cadena 3’ hidroxiterminal reemplazando los nucle-
ótidos de 5’ a 3’ gracias a su actividad exonucleasa y substituirlos por 
nucleótidos marcados.

_ Preparación de la muestra: la técnica de FISH se puede aplicar 
en extensiones, a partir de células fijadas para el estudio de metafases 
o núcleos en interfase, así como en extensiones de líquidos biológicos 
o en tejidos.

_ Desnaturalización e Hibridación: para hibridar la muestra y 
la sonda, se necesita que ambas sean de cadena simple, para ello se 
desnaturaliza la sonda y la muestra a 70ºC-80ºC. Así se rompen los 
puentes de hidrógeno, existentes entre las dos cadenas de ADN, per-
mitiendo obtener cadenas simples. A continuación se incuba la sonda 
y la muestra a una temperatura constante (37ºC) entre 16 y 48 horas 
(dependiendo del tipo de sonda), así las zonas complementarias de la 
sonda y la muestra se unen. 

_ Lavados de post-hibridación con soluciones salinas o con for-
mamida para eliminar el exceso de sonda y las hibridaciones inespecífi-
cas que se hayan producido. 

_ Contratinción: para reconocer los núcleos se realiza una tinción 
inespecífica con DAPI II2, un fluorocromo con alta afinidad inespecífica 
con el ADN genómico que permite identificar el núcleo de la célula.
_ Análisis mediante el microscopio de fluorescencia: éste 
contiene una lámpara de mercurio, la radiación emitida a una determi-

1 Hapteno: pequeña molécula que tienen afinidad de unión por un receptor proteico.
2 DAPI_ 4’,6-diamidino-2-phenylindole.
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nada longitud de onda, permite excitar los fluorocromos de las sondas 
hibridadas en la muestra. La aplicación de filtros específicos permiten 
diferenciar los distintos fluorocromos. 

La técnica de FISH comprende distintos tipos de sondas:

1_ Sondas locus3 específico: estas sondas hibridan en se-
cuencias únicas de ADN, es decir son específicas para un locus 
determinado. Son útiles para determinar el número de copias y 
reordenamientos del locus estudiado.

2_  Sondas centroméricas: son secuencias específicas de 
los centrómeros, que a pesar de ser prácticamente idénticos para 
todos los cromosomas se distinguen entre un 2-3% de su secuen-
cia. Estas sondas permiten la rápida identificación de un cromo-
soma en una metafase, así como la detección de aneuploidias en 
interfase y metafase.

3_  Sondas teloméricas: son secuencias que hibridan en las 
repeticiones en tándem (TTAGGG) que están presentes en todos 
los telómeros de los cromosomas humanos. Mediante sondas 
subteloméricas de secuencia única se pueden determinar anom-
alías cromosómicas, que implican estas regiones, frecuentemente 
involucradas en trastornos de retraso mental.

4_  Sondas de pintado cromosómico: están formadas por 
un cóctel de sondas de un determinado cromosoma que permiten 
identificar los cromosomas homólogos y así detectar de forma 
rápida alteraciones numéricas y reordenamientos estructurales, 
así como marcadores.

3 Locus_ Lugar específico del cromosoma donde está localizado un gen u otra secuencia de 
ADN.		
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5_ Sondas no comerciales 
Las sondas no comerciales o hand-made se fabrican a partir de secuen-
cias de ADN complementario. La elección del vector1 dependerá del 
tamaño de la secuencia a clonar. El vector más utilizado son los BACs 
(Bacterial Artificial Chromosomes) (Rigby et al., 1977), pero también hay 
vectores de plásmidos (Tsuchiya et al., 2002), cósmidos (Tsuchiya et 
al., 2002), clones P1 (Mark et al., 2005), fósmidos (Birren et al., 1996) y 
YACs (Yeast Artifical Chromosome) (Liehr et al., 2002).

Los BACs son construcciones de ADN basados en F-plásmidos que 
contienen los insertos que nos interesa clonar y un gen de resistencia 
a un antibiótico. Los F-plásmidos son transfectados a las bacterias y 
cultivados en un medio con el antibiótico al que son resistentes, así se 
enriquece la población sólo con los que hayan incorporado el plásmido. 
Los F-plásmidos tienen un papel importante ya que contienen genes 
que promueven la distribución de los plásmidos después de la división 
celular de la bacteria. Una vez cultivados, y mediante una lisis celular, 
se aisla el inserto de interés. Normalmente un BAC puede contener un 
inserto de entre 150-350Kb, y se utilizan para secuenciar genomas de 
otros organismos como puede ser el genoma humano. Una vez tenga-
mos el inserto, éste se marca mediante el método de Nick translation y 
se comprueba su correcta hibridación en metafases de un individuo con-
trol, a continuación se podrán utilizar para los estudios correspondientes 
(Rigby et al., 1977).  

2.2.10.3 Microarrays genómicos 
Un array de ADN consiste en un gran número de moléculas de ADN 
ordenadas sobre un soporte sólido formando una matriz de secuencias 
en dos dimensiones. Estos fragmentos o sondas de material genético 
pueden ser secuencias cortas (oligonucleótidos), o de mayor tamaño. 
Aunque en esta tesis nos centraremos en los microarrays genómicos, 
también están disponibles microarrays de expresión (cADN), microar-
rays de tejido, de proteínas y de célula.  

1 Vector biológico_ Cualquier agente, en nuestro caso bacteria, que transporta a otro organismo.
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Los microarrays genómicos nos permitirán  identificar cambios en el 
número de copia (ganancias o pérdidas). Esto se consigue gracias al 
marcaje con sondas fluorescentes del ADN de pacientes, y su incu-
bación en el soporte sólido (o panel de sondas), permitiendo la hibri-
dación de las secuencias homólogas. Las diferencias de intensidad de 
fluorescencia permiten determinar las ganancias y las pérdidas de mate-
rial genómico. 

Podemos diferenciar dos tipos de microarrays genómicos:

2.2.10.3.1 Microarrays de CGH (Comparative Genomic Hybridization): 
esta técnica se basa en el principio de hibridación de la CGH convencion-
al (Kallioniemi et al., 1992). Ésta se basa en una hibridación competitiva 
entre dos ADNes, tumoral y control marcados con distintos fluorocro-
mos. Estos se hibridan sobre un soporte de metafases de un individuo 
control. Los microarrays de CGH (Pinkel et al., 1998; Solinas-Toldo et 
al., 1997), en lugar de realizar la hibridación sobre una metafase, lo 
hacen sobre una matriz de sondas. En función del tamaño del ADN que 
forma la matriz diferenciamos entre microarrays de BACs (200-300 Kb) 
y de oligonucleótidos (60-80pb) (Figura 19). A diferencia de la CGH con-
vencional que presenta una resolución de entre 5-10Mb, los microarrays 
de CGH tendrán una resolución determinada por la densidad (número) y 
tamaño de las sondas fijadas en el soporte sólido.
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Figura 19_ Esquema de los microarray de CGH, figura adaptada de Helixio.

2.2.10.3.2 Microarrays de SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Mei 
et al., 2000): microarray de ADN que nos permite detectar SNP (var-
iaciones en un locus concreto del ADN que presenta una variabilidad 
dentro de la población superior al 1%) y cambios en el número de copia 
(CNV, Copy Number Variation).

El soporte sólido del microarray contiene sondas de oligonucleótidos (de 
unos 25 nucleótidos) en las que puede hibridar la muestra de ADN. A 
diferencia del microarray de CGH, en el que se produce una hibridación 
competitiva, en este caso, el ADN de la muestra se hibrida en el soporte 
sólido, obteniendo una señal fluorescente para cada uno de los alelos 
A o B de cada uno de los SNPs (Figura 20). El análisis consiste básica-
mente en convertir estas señales en dos tipos de información:

	 _ Información de genotipado para cada SNP individual: A, 
B o AB y, así determinar CNN-LOH (Copy Neutral Number Loss of 
Heterozygosity)1

	 _ Información de número de copias: en función de la intensidad 
de la fluorescencia para un determinado locus, así podremos detectar 
ganancias o pérdidas

En esta tesis se han utilizado dos tipos de microarrays de Affymetrix®:

	 _ Genome-Wide Human SNP Array 6.0®: contiene 906.600 
sondas para SNPs y 946.000 para la detección de número de copia.
1 CNN-LOH_ La pérdida de heterocigosidad (LOH) es la pérdida de uno de los alelos de un gen. 
La CNN-LOH representa una pérdida de heterocigosidad sin cambio en el número de copias.
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Figura 20_ Esquema de la técnica de SNP-A, figura adaptada de Helixio.
	  
	 _ CytoScan HD®: contiene 750.000 sondas para SNPs y 
1.950.000 sondas de número de copia. Este nuevo microarray dis-
minuyó el número de sondas de SNPs para centrarse en aquellos con 
una representación más alta en la población.

2.2.10.4 Técnicas de secuenciación del ADN 
La secuenciación del ADN presenta un amplio número de aplicaciones 
como la confirmación de los SNPs, la identificación de variantes raras, 
la identificación de inserciones y deleciones y reordenamientos cromo-
sómicos. Los métodos tradicionales del análisis de ADN son amplia-
mente utilizados en muchos laboratorios. 
A medida que se descubren más genes, el trabajo de la secuenciación 
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de cada uno mediante técnicas clásicas o secuenciación por Sanger 
se vuelve más tedioso. Además, y pese a que la secuenciación por 
Sanger tienen probada su fiabilidad, también presenta sus limitaciones, 
como por ejemplo que en cada ensayo sólo se centra en una mutación 
en concreto y que no permite detectar mutaciones que se encuentren 
por debajo del 15%-20% en la muestra de estudio. Las plataformas de 
última generación presentan importantes características para identificar 
mutaciones presentes en los genomas tumorales a la vez que determi-
nar regiones de cambio en el número de copias o de desequilibrio gé-
nico, de manera eficiente y con una elevada sensibilidad. Así podemos 
identificar nuevas y recurrentes mutaciones en determinados tumores, y 
a la vez detectar nuevas dianas terapéuticas.

La secuenciación masiva del genoma o secuenciación de nueva 
generación (NGS, Next-Generation Sequencing) nos proporciona un el-
evado número de ventajas sobre los métodos tradicionales, incluyendo 
una elevada sensibilidad (superior a la técnica de Sanger) y la habili-
dad de secuenciar grandes números de genes (de centenares a miles) 
en una única prueba, y así, obtener el perfil molecular. Actualmente las 
plataformas más utilizadas para la secuenciación de genomas o exomas 
completos son las plataformas de Illumina Hiseq 2000 o 2500 y para la 
secuenciación dirigida de un número determinado de genes (panel de 
genes) se utiliza la plataforma MiSeq de Illumina o el Ion Torrent de 
Thermo Fisher.

Estas técnicas permiten analizar genomas o exomas completos, estos 
últimos enriquecen el 1-1,4% del genoma que codifica para proteínas. 
La consecuencia de este enriquecimiento es la reducción en el número 
de lecturas y por lo tanto, un incremento de la sensibilidad de la me-
todología (incrementando el número de secuencias o lecturas). Las 
nuevas técnicas de análisis de célula individual o single cell permiten 
estudiar el genoma de cada una de las células para establecer la arqui-
tectura clonal del tumor.

2.2.10.4.1 Secuenciación clásica de Sanger
La secuenciación de Sanger fue desarrollada en 1977 por Frederick 
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Sanger (Sanger et al., 1977), y desde entonces ha sido el método más 
aplicado, junto con el método automatizado para la secuenciación de 
ADN, en la mayoría de laboratorios de biología molecular o de secuen-
ciación. 

La secuenciación de Sanger se basa en el ciclo de secuenciación (Fig-
ura 20), en el que se llevan a cabo ciclos de desnaturalización y renatu-
ralización del ADN molde (ADN en estudio), la unión de un primer1 y la 
extensión de éste mediante la PCR2. El primer es complementario a la 
secuencia flanqueante a la región de interés. En cada ronda, la ADN 
polimerasa se une al primer y se encarga de copiar las cadenas simples 
de ADN molde mediante la unión de deoxinucleotidos trifosfato (dNTP) 
y dideoxinulceotidos trifosfato modificados (ddNTP). La ADN polimerasa 
se une a l’extremo 3’ del primer que presenta un grupo hidroxil (-OH) 
que le permite formar un puente fosfodiester con el grupo fosfato en 5’ 
de un nuevo deoxinucleotido, produciéndose la elongación de 3’-5’. 
 
En el método de Sanger se utilizan ddNTP que carecen del grupo –OH, 
al incorporarse al extremo 5’ de la cadena causarán un efecto termina-
dor, ya que no permiten la formación del puente fosfodiester, es decir, no 
permiten la elongación. De esta forma se obtienen distintas secuencias 
de ADN detenidas por azar en A, T, C o G. A continuación y mediante 
un gel de electroforesis las secuencias se ordenan por tamaño para 
establecer la secuencia en función de la última base nucleotídica incor-
porada en cada cadena.

Figura 21_ Etapas de la secuenciación de Sanger con ddNTPs marcados con moléculas fluorescentes.
1 Primer_ Cadena de oligonucleótidos que hibridan con el ADN molde.
2 PCR_ Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  que permite amplificar pequeños frag-
mentos de ADN.
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Una de las variaciones de la técnica de Sanger es la de añadir ddNTP 
marcados con moléculas fluorescentes (Smith et al., 1986) (Figura 21). 
Cada uno de los cuatro ddNTPs se marca con un fluorocromo que emite 
una longitud de onda diferente. La secuencia es determinada mediante 
una separación electroforética de alta resolución (Luckey et al., 1990) 
de las cadenas simples que presentan un tamaño determinado. La exci-
tación de los fluorocromos, mediante 4 láseres, nos permite diferenciar 
el espectro de cada nucleótido y determinar cada una de las secuencias. 
Estas modificaciones incrementaron la eficiencia de la secuenciación de 
Sanger, que actualmente es considerada el “gold estándar” en los labo-
ratorios de biología molecular de hematología y oncología.

2.2.10.4.2 Next- generation sequencing (NGS):
El principio en el que se basan todas las nuevas técnicas de NGS es 
el paralelismo masivo. Una muestra de ADN fragmentada es secuen-
cialmente identificada mediante señales emitidas cada vez que cada 
fragmento es resintetizado a partir de la cadena molde de ADN. Este 
avance permite secuenciar rápidamente un amplio número de pares de 
bases a lo largo del genoma. Esto permite hacer ciclos interactivos de 
manipulación enzimática y captación mediante la imagen de los datos 
producidos. Aunque hay muchas plataformas que permiten desarrollar 
esta técnica y presentan diferencias en la bioquímica y la generación de 
los clusters1, el flujo de trabajo es muy similar. Los principales pasos de 
desarrollo de la técnica son:

1_ Preparación de la librería: que incluye 2 pasos:
	 _ Fragmentación aleatoria del ADN a estudiar
	 _ Ligación de los índices (para diferenciar las muestras) y de los
	    adaptadores (que permiten la unión al soporte sólido)

2_ Generación de clones de amplicones en forma de cluster. En el 
     caso de Illumina mediante PCR en puente (bridge PCR) 

3_ Secuenciación de los fragmentos producidos 
1 Cluster_ Conjunto de moléculas de ADN.	
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4_ Procesamiento de los datos obtenidos mediante imagen 

Las ventajas de este tipo de secuenciación son:

_ Multiplexación o multiplexing de muestras, posibilidad de analizar un 
amplio grupo de muestras en un mismo ensayo mediante el marcaje con 
índices de las distintas muestras. 
_ La construcción in vitro de una librería seguida de una amplificación 
clonal para generar productos de secuenciación.
_ La secuenciación basada en una matriz permite aumentar el grado 
de paralelismo respecto a la secuenciación convencional basada en 
capilares. De esta forma se pueden obtener millones de lecturas de se-
cuencia.
_ El soporte sólido o flowcell permite inmovilizar los adaptadores de 
manera que la superficie puede manipularse con volúmenes únicos de 
enzimas, amortizando los costes gracias a la utilización de los reactivos 
de manera efectiva.

La combinación de estas ventajas nos permite obtener una mayor sensi-
bilidad en el descubrimiento de nuevas variantes en el genoma.
En esta tesis, se ha utilizado el método de secuenciación por síntesis de 
Illumina (SBS, Sequencing by synthesis)

Actualmente la SBS de Illumina se ha posicionado como una de las 
más exitosas y ha sido adoptada ampliamente como la plataforma por 
excelencia en la secuenciación de nueva generación. La tecnología de 
Illumina (Bentley et al., 2008),  permite secuenciar de manera masiva 
y paralela utilizando un método de terminación de base reversible, que 
permite detectar las bases cuando son incorporadas en la elongación de 
la cadena de ADN. Este terminador está marcado con un fluorocromo 
que es captado cada vez que un dNTP se une a la cadena de ADN y que 
permitirá la unión de la siguiente base. Como los cuatro dNTPs termina-
dores son reversibles y están presentes en cada ciclo de secuenciación, 
la competencia natural entre ellos evita el sesgo hacia uno de ellos. 
Todas las plataformas de Illumina de NGS ofrecen protocolos de paired-
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end o de secuencia apareada, donde ambos extremos del fragmento 
de ADN son secuenciados, a diferencia de la lectura simple o single-
read sequencing donde sólo uno de los extremos es secuenciado. En la 
Figura 22 podemos ver los principales pasos de esta técnica.

Uno de los aspectos que causa más controversia en esta tecnología 
es el análisis. La secuenciación masiva en paralelo genera un enorme 
volumen de datos, que requiere potencia a nivel computacional, bioin-
formáticos experimentados y el diseño de líneas de estudio o pipelines 
concretos. El análisis se divide en 3 partes:

1_ Análisis primario: conversión de las señales lumínicas captadas 
por el secuenciador en nucleótidos (A, T, C, G) (normalmente este pro-
ceso se produce dentro de la máquina).

2_ Análisis secundario: alineamiento o mapeado de las secuen-
cias de ADN obtenidas en un genoma de referencia.

3_ Análisis terciario: análisis y filtraje de las variantes obtenidas 
para determinar su implicación en la enfermedad, patogenicidad, hered-
abilidad, impacto funcional, etc.

Aunque las ventajas (sensibilidad, multiplexing, rapidez, etc.) de este 
tipo de secuenciación superan en creces a las desventajas, hay que 
tener en cuenta que las lecturas que obtenemos son mucho más cortas 
y la precisión de los datos obtenidos es inferior a las técnicas conven-
cionales.
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Figura 22_ NGS mediante SBS de Illumina, figura adaptada de Helixio.
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hipótesis y objetivos

“Lo importante de todo es nunca dejar de hacerse preguntas. 
La curiosidad tiene su propia razón de existir”

Albert Einstein
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3   H IPÓTESIS Y OBJETIVOS
Los SMD presentan una elevada heterogeneidad clínica, lo cual ha ob-
ligado a desarrollar sistemas de clasificación para determinar el pronós-
tico de los pacientes.

Las alteraciones citogenéticas en los SMD se detectan en un 50% y 
presentan un impacto pronóstico independiente y relevante en los SMD 
de novo. Actualmente, hay una evidencia creciente que el 50% restante 
de pacientes con una citogenética normal, en realidad presentan altera-
ciones  submicroscópicas (micro-deleciones o amplificaciones, ausencia 
de heteocigosidad o mutaciones puntuales) que no se pueden detectar 
mediante  citogenética convencional.

Podemos decir que los SMD son heterogéneos desde el punto de vista 
clínico y genético. Las alteraciones detectadas por citogenética con-
vencional son una de las variables con más impacto pronóstico en los 
índices pronósticos actuales. La hipótesis global del trabajo es que 
las alteraciones detectadas mediante técnicas moleculares permiten 
mejorar la definición del pronóstico de los pacientes con SMD.
Para  dilucidar la hipótesis general, se estudiarán tres grupos de pa-
cientes con características citogenéticas distintas:

1_ Los pacientes de alto riesgo citogenético son altamente heterogé-
neos. La determinación del cariotipo monosómico podría ayudar a la 
estratificación de estos pacientes, tanto en el contexto de un cariotipo 
complejo como en un cariotipo de dos alteraciones. 

2_ Los pacientes con citogenética normal acostumbran a presentar al-
teraciones no detectables por las técnicas de rutina diagnóstica. Estas 
alteraciones podrían explicar el mal pronóstico de algunos SMD con car-
iotipo normal. La aplicación de la técnica de FISH de 7q puede ayudar 
a identificar a un grupo de pacientes con monosomía 7 o deleción 7q 
críptica, y así, identificar un subgrupo de pacientes con peor pronóstico.
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3_ El estudio del genoma en pacientes con la deleción 5q, como al-
teración aislada frente a pacientes con la deleción 5q en el contexto de 
un cariotipo complejo, puede ayudar a la identificación de alteraciones 
genéticas con valor pronóstico.

El objetivo general de la tesis es caracterizar mejor el pronóstico de los 
SMD, en grupos concretos de pacientes. 

Los objetivos concretos a alcanzar para cada uno de los subgrupos de 
pacientes son: 

1_ En los pacientes con cariotipo monosómico, determinar: 
	 _Si presenta una influencia pronóstica independiente al cariot-
	   ipo complejo.
	 _La influencia del número de alteraciones cromosómicas que
	   conforman el cariotipo.
	 _Si la monosomía 5 y/o 7 presentan impacto pronóstico inde-
	   pendiente.

2_ En los pacientes con cariotipo normal: 
	 _Analizar la incidencia de alteraciones detectadas por FISH de 
	   estudio dirigido mediante FISH.
	 _Determinar aquellos pacientes que se podrían beneficiar de un
	   estudio dirigido mediante FISH.

3_ En los pacientes con cariotipo con la deleción 5q:
	 _Definir alteraciones acompañantes y el tamaño de la deleción
	   5q mediante SNP-A.
	 _Determinar mutaciones somáticas mediante Next-Generation Se-
	   quencing.
	 _Evaluar el significado clínico-biológico de los resultados obte-
	   nidos por Next-Generation Sequencing.
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4  RESULTADOS

4.1 El cariotipo complejo pero no el cariot ipo 
monosómico es el marcador de peor pronóstico en 
pacientes con s índrome mielodisplásico primario.
El cariotipo complejo (CK) es un factor de mal pronóstico en pacientes 
con síndrome mielodisplásico (SMD). Recientemente Breems y cols de-
terminaron, en pacientes con LMA, un subgrupo de pacientes con CK y 
peor pronóstico. Estos pacientes presentaban un cariotipo monosómico 
(MK), que definieron como la presencia de dos monosomías de cromo-
somas autosómicos o una monosomía y una alteración estructural. A 
raíz de este estudio, otros autores quisieron determinar si en pacientes 
con SMD y CK el MK confería un peor pronóstico. Patnaik y cols deter-
minaron que la SG en pacientes con MK era significativamente inferior 
que en pacientes con CK sin MK (HR, 1,9; P=0,01). El análisis multivari-
ado identificó el MK, la edad avanzada y el porcentaje de blastos en MO 
como factores con impacto independiente en la supervivencia global 
(SG). En cambio Belli y cols determinaron que los cariotipos con mono-
somías autosómicas tenían un impacto similar a las otras alteraciones 
citogenéticas de mal pronóstico.

Con el fin de dilucidar si el MK suponía o no un factor de impacto de 
mal pronóstico en los pacientes con SMD y CK, se recopilaron y anal-
izaron un total de 1.054 pacientes adultos con SMD y cariotipo alterado 
provenientes del Registro Español de SMD (GESMD), con el objetivo 
de describir la incidencia, características y pronóstico del cariotipo mon-
osómico, sobretodo la relación con la SG y el riesgo de progresión a 
LMA.

El cariotipo monosómico se identificó en 172 pacientes (16%), la mayo-
ría de los cuales (86%) también presentaban un total de 3 ó más altera-
ciones, por lo que se incluían en el CK. Las variables que presentaron 
impacto en la SG fueron, la edad (HR, 1,9; P<0,001), el porcentaje de 
blastos en MO (HR, 1,05; P<0,001), los niveles de hemoglobina (HR, 
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1,71; P<0,001), la cifra de plaquetas (HR, 1,41; P<0,001), la compleji-
dad del cariotipo: CK de tres alteraciones (HR, 1,81; P=0,003) o CK de 
más de tres alteraciones (HR, 2,0; P<0,001) (Figura 23), y las mono-
somías en los cromosomas 5 y/ó 7 (HR, 1,89; P<0,001).

Figura 23_ Curvas Kaplan-Meier de SG de pacientes sin CK, 
con CK < 3 alteraciones y CK ≥ 3 alteraciones.

Realizamos un análisis de 124 pacientes que presentaban 2 altera-
ciones de los cuales 22 cumplían los criterios de MK. En el análisis 
estadístico univariado de la SG la presencia del MK se asoció a una 
peor SG que en pacientes sin MK (mediana SG: 20,8 vs. 36,2; P=0,027; 
meses respectivamente), esta asociación no se mantuvo en el análisis 
multivariado. Las variables que se relacionaron con un incremento en 
el riesgo de progresión a LMA fueron, el porcentaje de blastos en la 
MO (HR, 1,12; P<0,001) y la complejidad del cariotipo, tres alteraciones 
(HR, 2,53; P=0,002) o más de tres alteraciones (HR, 2,77; P<0,001). El 
MK no presentó relación con el incremento de riesgo en la progresión 
a LMA.
Así pues, nuestro estudio demuestra que el mal pronóstico que presen-
tan los pacientes con MK se relaciona con cariotipos más complejos, 
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sugiriendo que es la complejidad del cariotipo lo que confiere un peor 
pronóstico en estos pacientes. En nuestro estudio el MK presentó aso-
ciación con una menor SG en el análisis univariado pero no se mantuvo 
en el análisis multivariado. En pacientes con CK, el MK no se asoció a 
una peor SG ni en el análisis univariado ni en el multivariado. En cambio 
la complejidad del cariotipo si supuso un valor de pronóstico adverso en 
pacientes con MK. En pacientes con dos alteraciones, el MK se asoció 
estadísticamente a una peor SG en el análisis univariado, pero no en el 
multivariado. Aun así, el MK no resultó ser un factor de impacto indepen-
diente en la SG o en el riesgo de progresión a LMA. 

El análisis de los pacientes con CK nos permitió diferenciar dos grupos 
de mal pronóstico, el cariotipo complejo y el cariotipo muy complejo de 4 
ó más alteraciones, como se había descrito por Schanz y cols (Schanz 
et al., 2012). Los pacientes con más de 3 alteraciones presentaron una 
peor SG y un mayor riesgo de progresión a LMA en comparación con los 
pacientes sin CK o con CK de tres alteraciones.

Las monosomías en los cromosomas 5 y/ó 7 en el contexto de un MK 
presentaron un peor pronóstico y una asociación independiente con una 
menor SG y un mayor riesgo de progresión a LMA, en comparación con 
los pacientes sin MK o con un MK que involucrara otros cromosomas.

En conclusión, estos resultados demuestran que aunque el valor pronós-
tico del MK está estrechamente asociado con el CK, es la complejidad 
del cariotipo, es decir, el número de alteraciones cromosómicas, la vari-
able que presenta asociación con una menor SG y un mayor riesgo de 
progresión a LMA. Considerando el número de alteraciones, el MK no 
presenta una asociación independiente con un peor pronóstico en los 
pacientes con SMD.

Los resultados de este trabajo han sido publicados en la revista Journal 
Clinical of Oncology que se adjunta a continuación. 
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Facultat de Biociencies, Universitat
Autónoma de Barcelona, Benet Nomd-
edeu, Hospital Clı́nic, Barcelona; Guillermo
Sanz, Hospital Universitario La Fe; Rosa
Collado, Hospital General de Valencia,
Valencia; Elisa Luño, Hospital Universitario
Central de Asturias, Oviedo; Consuelo
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A B S T R A C T

Purpose
Complex karyotype (CK) is the poorest risk factor in patients with myelodysplastic syndrome
(MDS). It has recently been reported that monosomal karyotype (MK) worsens the prognosis of
patients with CK.

Patients and Methods
We analyzed 1,054 adult patients with MDS with an abnormal karyotype from the Spanish Registry
of MDS. The aim of the study was to describe the incidence, characteristics, and prognosis of MK;
the main end points were overall survival (OS) and leukemia-free survival.

Results
MK was identified in 172 patients (16%), most of whom (88%) presented with CK. Variables
significantly associated with OS were age (hazard ratio [HR], 1.90; P � .001), bone marrow (BM)
blast percentage (HR, 1.05; P � .001), hemoglobin level (HR, 1.71; P � .001), platelet count (HR,
1.41; P � .001), karyotype complexity (CK [three abnormalities]: HR, 1.81; P � .003; very CK
[� three abnormalities]: HR, 2; P � .001), and abnormalities of chromosome 5 and/or 7 (HR, 1.89;
P � .001). Variables significantly related to the risk of transformation to acute myeloid leukemia
(AML) were higher BM blast percentage (HR, 1.12; P � .001) and karyotype complexity (CK: HR,
2.53; P � .002; very CK: HR, 2.77; P � .001).

Conclusion
After accounting for karyotype complexity, MK was not associated with OS or evolution to
AML. In conclusion, these results demonstrate that the prognostic value of MK in MDS is
not independent and is mainly the result of its strong association with number of
chromosomal abnormalities.

J Clin Oncol 31. © 2013 by American Society of Clinical Oncology

INTRODUCTION

Myelodysplastic syndrome (MDS) comprises a het-
erogeneous group of clonal hematologic disorders
characterized by dysplasia in bone marrow (BM)
and blood cells, presence of cytopenias, and variable
risk of evolution to acute myeloid leukemia (AML).1

The main prognostic factor for survival and risk of
AML evolution is the presence of certain cytogenetic
abnormalities (CAs), which are detected by conven-
tional techniques in approximately 50% of pa-
tients,2,3 most of them considered to be in the
high-risk cytogenetic category of the International
Prognostic Scoring System (IPSS).4 Monosomal
karyotype (MK) is defined as the presence of � two
autosomal monosomies or one monosomy with at
least one additional structural abnormality and has

been associated with worse prognosis in patients
with AML,5 MDS,6,7 and primary myelofibrosis.8

In this retrospective study of the Spanish
Group on MDS (GESMD), we analyzed the inci-
dence, characteristics, outcome, and potential prog-
nostic impact of MK in a large series of patients with
MDS with at least one CA, focusing especially on
assessing the ability of MK to independently predict
outcome in patients with complex karyotype (CK).

PATIENTS AND METHODS

Patients

A total of 1,054 patients from the Spanish Registry of
MDS, the common database of GESMD, were included in
the study. Inclusion criteria were: diagnosis of de novo
MDS according to WHO 2008 criteria and abnormal
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karyotype by conventional cytogenetic study. All patients were scrutinized and
double-checked before inclusion to avoid duplication.

Cytogenetic Studies

Conventional G-banding cytogenetic studies were performed at diagno-
sis at the individual centers and described following the International System
for Human Cytogenetic Nomenclature (2009).9 Structural CAs or extrachro-
mosomes were considered clonal when they were found in at least two meta-
phases. For monosomies, it was required the presence of the same loss in at
least three complete metaphases.9 Enumeration of the number of chromo-
some aberrations was performed according to the recommendations of Chun
et al.10 Cytogenetics G-banding data from GESMD were independently re-
viewed by five expert cytogeneticists (V.A., F.S., M.O., M.M., T.V.).

According to the criteria of Breems et al,5 MK was defined as the presence
of � two autosomal monosomies or one monosomy with at least one addi-
tional structural CA. CK was defined following IPSS criteria as the presence of
at least three CAs. Karyotype complexity was considered in accordance with
Schanz et al,11 including non-CK (� three CAs), sCK (to differentiate from
CK used as classical definition in text; three CAs), and very CK (� three CAs).
Sexual monosomies were not considered for MK because of their lack of
impact on the evolution of the disease, as we have described previously12 and
confirmed again in our patient population (data not shown).

Statistical Analyses

The main end points of the study were overall survival (OS) and evolu-
tion to AML. OS was defined as time from diagnosis to death, censoring
surviving patients at follow-up. Time to AML evolution was measured from
diagnosis to development of AML, and patients free from AML were censored

at last follow-up or death. Mean and median values as well as 95% CIs and
ranges were calculated for each continuous variable. t and Pearson �2 tests
were used to compare continuous and qualitative variables. Probability of
death and evolution to AML were calculated using Kaplan-Meier curves and
compared using log-rank tests.13 Quantitative variables were tested first as
continuous variables, and if they showed a statistically significant impact on
outcome (P � .05), they were reanalyzed as categorical variables using a
clinically meaningful cutoff (ie, age, 60 years; hemoglobin level, 100 g/L; and
platelet count, 100 � 109/L) or the median value otherwise. Multivariate
analyses were performed using the backward elimination Cox proportional
hazards regression method,14 including those variables with a P value � .1 in
univariate testing, except for the presence of MK, which was always introduced
into the multivariate analysis because it was considered the main investigation
variable. Tests of significance were two sided, and a P value of � .05 was
considered statistically significant. All statistical analyses were performed with
SPSS version 17.0 (SPSS, Chicago, IL). Variables analyzed are listed in Tables 1
and 2.

RESULTS

Patients

A total of 1,054 patients were included in the study. Median
follow-up for survivors was 24 months (range, 0.3 to 210 months).
Patient characteristics are summarized in Table 3. CK was identified in
203 patients (19.3%; CK patients), of whom 150 (73.9%) also fulfilled

Table 1. Univariate and Multivariate Analyses for OS

Variable

All Patients (N � 1,054) Patients With CK (n � 203) Patients With Two CAs (n � 124)

Univariate
P

Multivariate
Univariate

P

Multivariate
Univariate

P

Multivariate

HR 95% CI P HR 95% CI P HR 95% CI P

Sex
Male .002� NSS NSS NSS

Age, years � .001 1.92 1.51 to 2.42 � .001 � .001 1.80 1.21 to 2.7 .004 NSS
� 60 � .001� � .001� NSS

Bone marrow blasts† � .001� 1.05 1.02 to 1.07 � .001 � .001� NSS .001 NSS
Peripheral blood blasts† � .001� NSS NSS NSS .003 NSS
Hemoglobin level, g/L† � .001 � .001 2.37 1.62 to 3.47 � .001 NSS

� 100 � .001� 1.71 1.41 to 2.09 � .001 � .001� NSS
Platelet count, �109/L† � .001 1.46 1.17 to 1.81 .001 � .001 1.68 1.19 to 2.39 .004 .001 NSS

� 100 � .001� � .001� .002�

Neutrophil count, �109/L† .012� NSS NSS — — NSS
WHO type‡ � .001� NSS � .001� 1.64 1.45 to 2.34 .007 .004� NSS
IPSS risk group§ � .001� 1.48 1.10 to 1.99 .005 .096� NSS � .001� 2.53 1.45 to 4.42 � .001
Karyotype complexity � .001� — — — — — —

Non-CK 1
sCK 1.81 1.23 to 2.67 .003
Very CK 2 1.51 to 2.64 � .001

MK � .001� NSS � .092� NSS .027� NSS
No. of CAs† � .001 — — � .001 1.64 1.18 to 2.28 .003 — — —

� 5 v � 5 � .001� .006�

Chromosome 5 and/or 7 alterations� � .001� 1.89 1.37 to 2.61 � .001 � .026� NSS NSS

NOTE. For OS, the following variables were analyzed: age, sex, peripheral blood and bone marrow blast percentage (both as continuous variables), hemoglobin
level, platelet count, neutrophil count, presence of MK, karyotype complexity (no complexity, sCK, and very CK), IPSS risk group, WHO morphologic subtype, and
presence of chromosome 5 and/or 7 CAs. For patients with CK, number of CAs was also analyzed.

Abbreviations: CA, cytogenetic abnormality; CK, complex karyotype; HR, hazard ratio; IPSS, International Prognostic Scoring System; MK, monosomal karyotype;
OS, overall survival; NSS, not statistically significant.

�Included in multivariate analysis.
†Introduced as continuous variable in the analysis.
‡Refractory anemia with excess blasts v refractory anemia.
§Intermediate-2 and high risk v low and intermediate-1 risk.
�Non-5/7 alterations v 5/7 alterations excluding isolated 5q deletion v isolated 5q deletion.
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the criteria for MK (CK-MK patients). MK was observed in 172
patients (16.3%; MK patients), of whom 150 (87.2%) had CK. Both
CK and MK patients had worse prognosis baseline characteristics
compared with patients without these CAs (Table 3). After excluding
those CK-MK patients, baseline characteristics of isolated CK (n�53)
and MK patients (n � 22) were similar, except for a higher number of
monosomies (median, one; range, one to two v median, zero; range,
zero to one; P � .001) and lower number of CAs (median, two; range,
two to two v median, three; range, three to 10; P � .001) in patients
with MK versus CK, respectively. For CK-MK patients (n � 150),
these figures were two monosomies (range, one to eight) and six CAs
(range, three to 18).

Involved Chromosomes and Number of CAs

All chromosomes (except chromosome 1) were involved in at
least one monosomy. A total of 227 patients (21.54%) had at least one
monosomy, of whom 135 (59.47%) had only one monosomy, and 80
(60.10%) of these met the criteria for MK. Details regarding CAs are
provided in Appendix Tables A1 to A3 and Appendix Figures A1 and
A2 (online only).

The number of CAs was important in patient outcome; the
higher the number of CAs, the lower the OS (HR, 1.22; 95% CI, 1.19 to
1.25; P � .001), and the higher the risk of AML evolution (HR, 1.20;
95% CI, 1.16 to 1.26; P � .001; Appendix Fig A2, online only). Median

OS for non-CK, sCK, and very CK patients was 47.7 (95% CI, 41.70 to
53.67), 10.23 (95% CI, 6.53 to 13.95), and 7.56 months (95% CI, 6.16
to 8.97), respectively (P � .001; Fig 1A).

The importance of the number of CAs persisted in MK patients.
Thus, the higher the number of CAs, the lower the OS (HR, 1.074; 95%
CI, 1.026 to 1.125; P � .001). Median OS for non-CK, sCK, and very
CK patients was 20.57 (95% CI, 12.24 to 28.91), 9.38 (95% CI, 7.12 to
11.63), and 7.62 months (95% CI, 6.99 to 9.39), respectively (P � .02;
Fig 1B).

Abnormalities of chromosome 7 were observed in 165 patients
(77 CK patients and 88 non-CK patients); this abnormality was asso-
ciated with shorter OS in CK patients (chromosome 7 CA: median OS,
7.6; 95% CI, 5.7 to 9.5 v non–chromosome 7 CA: median OS, 8.8
months; 95% CI, 7.3 to 10.3; P � .006) as well as in non-CK patients
(median OS: 19.6 months; 95% CI, 15.6 to 23.7 v 53.3 months; 95%
CI, 49 to 59.7; P � .001). Presence of chromosome 5 abnormalities
(excluding isolated 5q deletion) was observed in 169 patients (136 CK
and 33 non-CK patients). Again, this abnormality was also associated
with shorter OS in both CK patients (chromosome 5 CA: median OS,
7.9 months; 95% CI, 6.9 to 8.8 v non-chromosome 5 CA: median OS,
12.3 months; 95% CI, 6.8 to 17.8; P � .013) and non-CK patients
(median OS, 19 months; 95% CI, 10.7 to 27.2 v 40.2 months; 95% CI,
33.9 to 46.4; P � .023).

Table 2. Univariate and Multivariate Analyses for Leukemia-Free Survival

Variable

All Patients Patients With CK Patients With Two CAs

Univariate
P

Multivariate
Univariate

P

Multivariate
Univariate

P

Multivariate

HR 95% CI P HR 95% CI P HR 95% CI P

Sex
Male NSS NSS NSS

Age, years .039� NSS NSS NSS
� 60 NSS — NSS

Bone marrow blasts† � .001� 1.12 1.09 to 1.16 � .001 � .001� 1.09 1.045 to 1.14 � .001 � .001� 1.17 1.09 to 1.26 � .001
Peripheral blood blasts† � .001� NSS .041� NSS NSS
Hemoglobin level, g/L† � .001 NSS .026 NSS .022

� 100 .061� .012� NSS
Platelet count, �109/L† � .001 NSS NSS NSS .004

� 100 � .001� .007� .035�

Neutrophil count, �109/L† .002 NSS NSS .059
WHO type‡ � .001� NSS .012� NSS .002
IPSS risk group§ � .001� NSS .096� NSS � .001�

Karyotype complexity � .001� — — — — — —
Non-CK 1
sCK 2.53 1.42 to 4.53 .002
Very CK 2.77 1.77 to 4.35 � .001

MK � .001� NSS .65� NSS .20�

No. of CAs† � .001 — — .18
� 5 v � 5 � .001� .3

Chromosome 5 and/or 7 alterations� � .001� 0.62 0.39 to 0.97 .038 .3 NSS

NOTE. For OS, the following variables were analyzed: age, sex, peripheral blood and bone marrow blast percentage (both as continuous variables), hemoglobin
level, platelet count, neutrophil count, presence of MK, karyotype complexity (no complexity, sCK, and very CK), IPSS risk group, WHO morphologic subtype, and
presence of chromosome 5 and/or 7 CAs. For patients with CK, number of CAs was also analyzed.

Abbreviations: CA, cytogenetic abnormality; CK, complex karyotype; HR, hazard ratio; IPSS, International Prognostic Scoring System; MK, monosomal karyotype;
OS, overall survival; NSS, not statistically significant.

�Included in multivariate analysis.
†Introduced as continuous variable in the analysis.
‡Refractory anemia with excess blasts v refractory anemia.
§Intermediate-2 and high risk v low and intermediate-1 risk.
�Non-5/7 alterations v 5/7 alterations excluding isolated 5q deletion v isolated 5q deletion.
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Impact of Chromosomal Aberrations on OS

At last follow-up, 471 patients were alive for a median OS of 35.8
months (95% CI, 30.7 to 40.8). Median OS for MK patients versus
non-MK patients was 8.1 months (95% CI, 7.1 to 9.1) versus 47.9

Table 3. Patient Demographic and Clinical Characteristics

Characteristic

All Patients CK Patients MK Patients

No. % No. % No. %

Total patients 1,054 203 19.3 172 16.3
Sex

Female 483 45.8 91 44.8 78 45.3
Male 571 54.2 112 55.2 94 54.7

Age, years
Median 71.62 70 70.35
Range 16.1-96.3 23-96.3 23-96.3
� 60 814 77.2 157 77.3 133 77.3

Type of MDS � �

Refractory anemia 609 57.8 71 35 60 34.9
Refractory anemia with

excess blasts 445 42.2 132 65 112 65.1
BM blasts percentage

Median 4 7� 7�

Range 0-19 0-19� 0-19�

Hemoglobin level, g/L
Median 95 88� 89�

Range 22-166 45-152� 45-152�

� 100 613 58.2 139� 68.5�† 124� 72.1�

Platelet count, �109/L
Median 149 74.5� 75�

Range 1-1,498 3-602� 3-586�

� 100 353 33.5 126� 62.1� 104� 60.5�

ANC, �109/L
Median 1.7 1.2� 1.2�

Range 0-19.4 0-11.8� 0-15�

MK 172 16.3 150� 73.9� 172� 100�

CK 203 19.3 203 100 150 87.2
No. of monosomies

Median 0 1� 2�

Range 0-8 0-8� 10-8�

0 827 78.5 52 25.6 0 0
1 135 12.8 60 29.6 80 46.5
2 44 4.2 43 21.2 44 25.6
3 22 2.1 22 10.8 22 12.8
� 4 26 2.5 26 12.9 26 15.1

Monosomies of chromosomes
5 and 7

7 62 5.9 14 6.9 25 14.5
7 plus other monosomies 23 2.2 22 10.8 23 13.4
5 13 1.2 5 2.4 9 5.2
5 plus other monosomies 12 1.2 12 5.9 12 7
5 and 7 14 1.2 14 6.9 14 8.1
Other monosomies 103 9.8 84 41.4 89 51.7
No monosomies 827 78.5 52 25.6 0 0

No. of CAs, median (range)
Median 1 5� 5�

Range 0-18 3-18� 2-18�

1 727 69 0 0 0 0
2 124 11.8 0 0 22 12.8
3 56 5.3 56 27.6 27 15.7
4 36 3.4 36 17.7 23 13.4
5 26 2.5 26 12.8 23 13.4
� 6 85 8.1 85 41.9 77 44.7

Abnormalities of chromosomes
5 and 7 534 50.7 160 78.8 142 82.6

7 CA 106 10 24 11.8 29 16.9

(continued on following page)

Table 3. Patient Demographic and Clinical Characteristics (continued)

Characteristic

All Patients CK Patients MK Patients

No. % No. % No. %

5 CA 369 35.5 85 41.9 64 37.2
5 and 7 CAs 59 5.6 51 25.1 49 28.4
Other chromosomes

involved 520 49.3 43 21.2 30 17.4
IPSS risk � �

Low 193 18.3 0 0 0 0
Intermediate-1 414 39.3 25 12.3 23 13.4
Intermediate-2 264 25 107 52.7 86 50
High 112 10.6 60 29.6 53 30
NA 71 6.7 11 5.4 10 5.8

Abbreviations: ANC, absolute neutrophil count; BM, bone marrow; CA,
cytogenetic abnormality; CK, complex karyotype; IPSS, International Progno-
sis Scoring System; MDS, myelodysplastic syndrome; MK, monosomal karyo-
type; NA, not available.

�Statistically (P � .001) different compared with entire cohort of patients.
†P � .004.
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Fig 1. Overall survival according to karyotype complexity in (A) the whole
population and (B) patients with monosomal karyotype.
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months (95% CI, 41.9 to 53.8), respectively (P � .001; Fig 2A). Table
1 lists the main variables associated with lower OS. In multivariate
analysis, variables that retained a statistical significance were: age � 60
years (hazard ratio [HR], 1.92; 95% CI, 1.51 to 2.42; P � .001), BM
blast percentage (HR, 1.05; 95% CI, 1.02 to 1.07; P � .001), hemoglo-
bin � 100 g/L (HR, 1.71; 95% CI, 1.41 to 2.09; P � .001), platelet
count � 100 � 109/L (HR, 1.46; 95% CI, 1.17 to 1.81; P � .001),
higher IPSS risk group (HR, 1.48; 95% CI, 1.10 to 1.99; P � .005),
karyotype complexity (sCK: HR, 1.81; 95% CI, 1.23 to 2.67; P � .003;

very CK: HR, 2; 95% CI, 1.51 to 2.64; P � .001), and abnormalities of
chromosome 5 and/or 7 (HR, 1.89; 95% CI, 1.37 to 2.61; P � .001;
Table 1). MK was not independently associated with different OS in
multivariate analysis. Figures 2 and 3 show OS curves for patients with
and without MK.

Median OS was 8.1 months (95% CI, 7.1 to 9.14) for CK patients
and 47.7 months (95% CI, 41.7 to 53.67) for non-CK patients
(P � .001). In CK patients, presence of MK showed only a trend
toward lower OS (P � .092; Fig 2B). Other variables associated with
lower OS in the univariate analysis are listed in Table 1. In the multi-
variate analysis, in CK patients, variables associated with shorter OS
were age � 60 years (HR, 1.8; 95% CI, 1.21 to 2.7; P � .004), WHO
subtype (refractory anemia with excess blasts v refractory anemia; HR,
1.64; 95% CI, 1.45 to 2.34 P � .007), hemoglobin � 100 g/L (HR, 2.37;
95% CI, 1.62 to 3.47; P � .001), platelets � 100 � 109/L (HR, 1.68;
95% CI, 1.19 to 2.39; P � .004), and � five CAs (HR, 1.64; 95% CI,
1.18 to 2.28; P � .003; Table 1). MK was not independently associated
with different OS.

The total number of patients with two CAs was 124 patients, and
their median OS was 30.5 months (95% CI, 17.4 to 43.7). In a univar-
iate analysis restricted to patients with two CAs, presence of MK
(n � 22) was associated with lower OS (median OS, 20.8 v 36.2
months for patients without MK [n � 100]; P � .027; Fig 2C).
However, in a multivariate analysis, the only variable that retained
statistical significance was higher IPSS risk group (HR, 2.53; 95% CI,
1.45 to 4.42; P � .001; Table 1).

Evolution to AML

At last follow-up, 221 patients (21%) had developed AML at a
median time of 9 months (range, 1 to 125 months), and the 1- and
4-year probabilities of AML evolution were 14.2% (95% CI, 11.8 to
16.6%) and 28.6% (95 CI, 24.8% to 32.4%), respectively. Table 2 lists
the variables showing a significantly higher risk of AML evolution. In
multivariate analysis, the variables associated with higher risk of AML
evolution were higher BM blasts (HR, 1.12; 95% CI, 1.09 to 1.16;
P � .001) and karyotype complexity (sCK: HR, 2.54; 95% CI, 1.42 to
4.53; P � .002; very CK: HR, 2.77; 95% CI, 1.77 to 4.35; P � .001),
whereas presence of isolated 5q deletion was a protective factor (HR,
0.62; 95% CI, 0.40 to 0.98; P � .038). MK was not independently
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Fig 2. Overall survival for (A) monosomal (MK) and nonmonosomal karyotypes
(non-MK), (B) MK and non-MK in complex karyotype patients, and (C) MK and
non-MK in patients with two cytogenetic abnormalities.
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associated with higher risk of evolution to AML. Appendix Figure A3
(online only) plots the actuarial curves for AML evolution.

During the follow-up, 72 (35.5%) of 203 patients with CK devel-
oped AML, and the probabilities of 1- and 4-year AML evolution were
41.5% (95% CI, 32.9% to 50.1%) and 57.5% (95% CI, 25.5% to
60.5%), respectively. Variables associated with higher risk of AML
evolution in patients with CK are listed in Table 2. Presence of MK did
not show a significantly different risk of AML evolution, and the only
factor associated with higher risk of AML evolution in multivariate
analysis in CK patients was higher percentage of BM blasts (HR, 1.09;
95% CI, 1.05 to 1.14; P � .001).

Twenty-five (20.16%) of 124 patients with two CAs developed
AML, and the 1- and 4-year probabilities of AML evolution were
11.6% (95% CI, 5% to 18.2%) and 32% (95% CI, 19.4% to 44.6%)
respectively. Again, presence of MK was not associated with a different
risk of AML evolution; higher percentage of BM blasts (HR, 1.17; 95%
CI, 1.09 to 1.26; P � .001) was the sole factor clearly associated with
higher risk of AML evolution.

Impact of Monosomies of Chromosome 5 and/or

7 on OS

Eighty-three patients had MK involving monosomies of chro-
mosome 5 and/or 7 and 89 involving other monosomies. The univar-
iate analysis including the whole population showed better OS for
patients without MK versus MK without monosomy of chromosome
5 and/or 7 versus MK with monosomy of chromosome 5 and/or 7
(median OS, 46.17 months; 95% CI, 40.34 to 51.99 v 8.19 months;
95% CI, 6.36 to 10.02 v 8.12 months; 95% CI, 7.03 to 9.22, respectively;
P � .001), and the impact persisted in a multivariate model (MK with
monosomy 5 and/or 7: HR, 1.73; 95% CI, 1.14 to 2.64; P � .01 v MK
without monosomy 5 and/or 7: HR, 1.05; 95% CI, 0.68 to 1.64;
P � .81) compared with non-MK (HR, 1), whereas the other variables
remain unchanged (Appendix Table A4; Appendix Fig A4, online
only). The same analysis applied to leukemia-free survival did not
show any impact of monosomies of chromosome 5 and/or 7 (data
not shown).

Impact of Treatment

There were 431 patients who received at least one kind of
therapy (AML-type chemotherapy, 103 patients; autologous stem-
cell transplantation, eight patients; allogeneic stem-cell transplan-
tation, 48 patients; lenalidomide, 141 patients; azacitidine, 108
patients; antithymocyte globulin � cyclosporine A, six patients;
and erythropoiesis-stimulating agents, 226 patients). Some of
these patients received more than one treatment. Results of a
multivariate analysis in untreated patients only were quite similar
to results with the same variables entered into the different regres-
sion models (data not shown), strongly suggesting that those re-
sults were not influenced by treatment.

DISCUSSION

Presence of MK has recently been associated with worse prognosis in
patients with MDS,6,7 but our study shows that this is because MK is
closely associated with a more complex karyotype, suggesting that it is
greater complexity that explains the poor prognosis of these patients.

Incidence of MK in our series was 16.3%, and its presence was
strongly related to CK; 87.2% of MK patients also met criteria for CK,
and 73.9% of CK patients also fulfilled criteria for MK, which is in
agreement with previous data from Patnaik et al.6 Both MK and CK
patients had worse prognosis baseline characteristics compared with
the global population, as summarized in Table 3.

In a recent study including only CK patients, Patnaik et al6 sug-
gest that MK is associated with lower OS. Our results differ from those
of Patnaik et al; in our study, MK only showed an association with
lower OS in univariate analysis, but it no longer retained its signifi-
cance in multivariate analysis, suggesting that its importance is related
to some other variable, which seems to be CK. In fact, when patients
were stratified into four groups (Fig 3), isolated MK patients showed
higher OS compared with isolated CK patients, although the differ-
ence was not statistically significant (P � .3; data not shown), and the
worse prognosis was for MK-CK patients. Trying to clarify the rele-
vance of the presence of MK, we analyzed its impact on both CK
patients and patients with only two CAs, which is the minimum
necessary to fulfill the criteria for MK. In CK patients, MK was not
statistically associated with lower OS in univariate or multivariate
analysis, but the risk factors associated with lower OS in patients with
CK were the classic variables (refractory anemia with excess blasts v
refractory anemia, high IPSS, low hemoglobin level, and low platelet
count) and higher number of CAs. In patients with only two CAs,
although in univariate analysis patients with MK showed lower OS,
this effect did not persist in multivariate analysis, in which the only
variable associated with lower OS was higher IPSS risk group. In
contrast, the karyotype complexity adverse prognostic value was re-
tained in MK patients. As illustrated in Figure 1 and Appendix Figure
A2 (online only), increase of karyotype complexity led to worse prog-
nosis. This idea supports the hypothesis regarding the predominant
role of karyotype complexity to determine prognosis in patients
with MDS.

Belli et al7 suggest that MK is associated with poor prognosis, and
although they did not specifically analyze the impact of MK in CK
patients in a multivariate model, their survival curves suggest that MK
did not further adversely affect prognosis. Finally, presence of MK was
not associated with a different outcome in a recent study by Itzykson et
al15 in patients with MDS who received azacitidine; the same group in
a previous report16 identified presence of unfavorable cytogenetics
(including CK and abnormalities of chromosome 7) as a poor prog-
nosis factor for OS.

Although in our study the classic definition of CK was able to
differentiate a worse prognostic group, we also included the new
definition of very CK (� four CAs), as described by Schanz et al.12 We
confirmed its applicability; it was associated with worse OS and higher
AML evolution compared with non-CK or sCK patients (three CAs)
in multivariate analyses. This is especially of interest because this score
was used in the development of the new revised version of the IPSS and
has not been previously validated in a large independent cohort.

From a physiopathologic point of view, presence of multiple CAs
could be related to multiple genes alterations and thus worse progno-
sis. Conventional G-banding cytogenetic studies have some limita-
tions in detecting CAs. Therefore, the introduction of newer and more
sensitive techniques could be of great use in identifying CAs, leading to
the identification of complex (higher-risk) karyotypes, as suggested by
Tiu et al.17 In their study, the single-nucleotide polymorphism array
application combined with conventional karyotyping found CAs in
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74% of patients versus 44% using only conventional techniques
(P � .001). Moreover, they could identify new alterations associated
with lower OS in low-risk (IPSS) patients.

In addition to the number, the location of CAs seems to be of
prognostic importance. The most frequent MK (ie, involving chro-
mosomes 7 and/or 5) was exceedingly high, suggesting that such
abnormalities could play a key role in the pathogenesis of MDS in
that subset of patients. Moreover, MK involving these chromo-
somes was associated with worse prognosis (compared with
non-MK or MK involving other chromosomes; Appendix Table
A4, online only), and presence of CAs in these chromosomes
(monosomies or not) was independently associated with lower OS
and higher risk of AML evolution.

In conclusion, our study shows that although MK is closely
associated with CK, it is the complexity of the karyotype (ie, number of
chromosomal abnormalities) that is associated with lower OS and
higher AML evolution. Taking into account the number of CAs, MK is
not independently associated with poorer prognosis in patients with
MDS. Finally, our findings support the inclusion of very CK but not

MK as the poorest risk category in the ongoing effort to update
the IPSS.
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Collection and assembly of data: David Valcárcel, Vera Ademà, Francesc
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16. Itzykson R, Thépot S, Quesnel B, et al: Prog-
nostic factors for response and overall survival in
282 patients with higher-risk myelodysplastic syn-
dromes treated with azacitidine. Blood 117:403-411,
2011

17. Tiu RV, Gondek LP, O’Keefe CL, et al: Prognostic
impact of SNP array karyotyping in myelodysplastic syn-
dromes and related myeloid malignancies. Blood 117:
4552-4560, 2011

■ ■ ■

Karyotype Complexity Explains the Poor Prognosis of Monosomal Karyotype

www.jco.org © 2013 by American Society of Clinical Oncology 7
Downloaded from jco.ascopubs.org on January 14, 2013. For personal use only. No other uses without permission.

Copyright © 2013 American Society of Clinical Oncology. All rights reserved.



Acknowledgment

We thank all the participating investigators of the Spanish Registry of Myelodysplastic Syndrome and its central data manager, Lluis Benlloch,
for collecting patient data. We thank Dr Francesc Bosch for his critical review of the manuscript.

Appendix

Table A1. Description of CAs in the Whole Population and in Patients With MK

CA All Patients MK Patients

CK 203 150
Including �7 85 58
Including �5 25 21
Including �5 and �7 14 14

Inversion 3q 5 2
Monosomy 7 (noncomplex) 49 10
Deletion 7q 22 16
Monosomy 5 (noncomplex) 8 4
Isolated 5q� 258 0
5q� and other CA 15 3�

Isolated trisomy 8 104 0
Trisomy 8 and other CA 21
Deletion 11q 27 6
Deletion 12p 19 5
Deletion 17p 3 0
Isochromosome 17q 23 8
Deletion 20q 55 2
Trisomy 21 9 0
Monosomy 21 6 2
�Y 83 3
Other trisomies 34 7
Other monosomies 47 33
Translocations 80 37
Other 93 1

Abbreviations: CA, cytogenetic abnormality; CK, complex karyotype; MK, monosomal karyotype.
�All with associated monosomy 7 (not included in monosomy 7 noncomplex category).
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Table A2. Detailed Information of Chromosomes Involved in Monosomies

Chromosome in Monosomy Frequency Isolated Combined

1 0 0 0
2 7 2 5
3 15 3 12
4 8 1 7
5 36 10 26
6 15 1 14
7 62 27 35
8 7 1 6
9 8 1 7

10 4 1 3
11 12 3 9
12 14 1 13
13 17 4 13
14 15 2 13
15 17 1 16
16 15 4 11
17 22 5 17
18 26 4 22
19 9 1 8
20 18 4 14
21 25 1 24
22 9 3 6
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Table A3. Detailed Information of CAs Found in Patients With MK

Alteration Frequency

�2 7
�3 15
inv(3)(q21q26) 2
�4 8
�5 36
5q� 79
�6 15
�7 62
7q� 15
�8 23
�8 7
�9 8
�10 4
�11 4
�11 12
11q� 6
�12 14
12p� 5
�13 1
�13 17
13q� 5
�14 15
�15 17
�16 15
i(17)(q10) 7
�17 22
�18 26
�19 9
�20 18
del(20)(q11q13) 7
�21 3
�21 25
�22 9
�X 4
�Y 6

Abbreviations: CA, cytogenetic abnormality; MK, monosomal karyotype.
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Table A4. Multivariate Analysis Including MKs Involving Chromosome 5 and/or 7 Monosomy Instead of All MKs

Variable

OS AML-Free Survival

Univariate
P

Multivariate Univariate Multivariate

HR 95% CI P HR 95% CI HR 95% CI P

Sex
Male .002� NSS NSS NSS

Age, years � .001 1.90 1.51 to 2.42 � .001 .039� NSS
� 60 � .001� NSS

Bone marrow blasts† � .001� 1.046 1.02 to 1.07 � .001 � .001� 1.12 1.09 to 1.15 � .001
Peripheral blood blasts† � .001� NSS � .001� NSS
Hemoglobin level, g/L† � .001 � .001 NSS

� 100 � .001� 1.70 1.40 to 2.07 � .001 .061�

Platelet count, �109/L† � .001 1.48 1.19 to 1.83 .001 � .001 NSS
� 100 � .001� � .001�

Neutrophil count, �109/L† .012� NSS .002 NSS
WHO type‡ � .001� NSS � .001� NSS
IPSS risk group§ � .001� 1.52 1.12 to 2.07 .006 � .001� NSS
Karyotype complexity � .001� � .001�

Non-CK 1 1
sCK 1.54 0.99 to 2.4 .052 2.53 1.42 to 5.53 .002
Very CK 1.76 1.15 to 2.69 � .001 2.77 1.77 to 4.35 � .001

MK � .001� � .001� NSS
No 1
Yes, involving chromosomes 5 and/or 7 1.73 1.14 to 2.64 .01
Yes, not involving chromosomes 5 and/or 7 1.05 0.68 to 1.64 .81

Chromosome 5 and/or 7 alterations� � .001� 1.74 1.25 to 2.42 � .001 � .001� 0.62 0.39 to 0.97 .03

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; CA, cytogenetic abnormality; CK, complex karyotype; HR, hazard ratio; IPSS, International Prognostic Scoring System;
MK, monosomal karyotype; OS, overall survival; NSS, not statistically significant.

�Included in multivariate analysis.
†Introduced as continuous variable in the analysis.
‡Refractory anemia with excess blasts v refractory anemia.
§Intermediate-2 and high risk v low and intermediate-1 risk.
�Non-5/7 alterations v 5/7 alterations excluding isolated 5q deletion v isolated 5q deletion.
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Fig A1. Involved chromosomes in (A) monosomies and (B) most frequent cytogenetic abnormalities.
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karyotypes (non-CK), (C) MK and non-MK in CK patients, and (D) MK and non-MK in patients with two cytogenetic abnormalities.
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4.2  La aplicación de la técnica de FISH en pa-
cientes con s índrome mielodisplásico s in  mono-
somía 7 o  deleción 7q por c itogenética convencion-
al de bandas-G.
Las alteraciones cromosómicas se detectan entre un 40-60% de los pa-
cientes con SMD de novo. Estas proporcionan información importante 
para el pronóstico y diagnóstico de los pacientes. Las alteraciones en el 
cromosoma 7 se detectan en un 10% de los pacientes con SMD, como 
son la monsomía 7 o la deleción en 7q (Haase et al., 2007). Esta al-
teración, de acuerdo, con la clasificación citogenética del IPSS queda en 
el grupo de mal pronóstico y la mayoría de estos pacientes presentarán 
como mínimo un riesgo Intermedio-2 (Greenberg et al., 1997, 1998). 
Aunque la citogenética convencional (CC) ha demostrado su fiabilidad, 
presenta ciertas limitaciones como una menor sensibilidad que el FISH, 
la necesidad de células en división (metafases) y que los resultados pu-
eden ser difíciles de interpretar debido a una baja calidad de las prepar-
aciones cromosómicas. En cambio el FISH nos permite analizar células 
en interfase y presenta una alta sensibilidad, aunque sólo nos permitirá 
obtener resultados de la sonda que hayamos aplicado. La clasificación 
citogenética del IPSS incluye las alteraciones del cromosoma 7 en el 
grupo de mal pronóstico y de acuerdo con el IPSS-R (Greenberg et al., 
2012) la deleción 7q presenta un pronóstico intermedio y la monosomía 
7 se clasifica en el grupo de mal pronóstico. 

El objetivo del estudio consiste en aplicar la técnica de FISH con la 
sonda 7q31 [D7S486/CEN 7 (D7Z1)] en pacientes cuya citogenética 
convencional no mostró monosomía 7 o deleción 7q para determinar si 
el resultado mediante FISH afecta a la clasificación pronóstica de estos 
pacientes.

Un total de 820 pacientes diagnosticados de SMD fueron recopilados 
retrospectivamente desde 1981 hasta 2011 de 14 hospitales afiliados al 
Grupo Cooperativo Español de Citogenética Hematológica (GECGH). 
El grupo de estudio estaba formado por 773 pacientes y un grupo con-

Vera Ademà Llobet                                                                                        Resultados



127

trol de 47 casos que presentaban -7 o del(7q) mediante CC. Estos se 
clasificaron de acuerdo con los grupos de riesgo morfológico de la WHO 
2008: Bajo riesgo: CRDU, ARSA, SMD con del(5q) aislada; Riesgo in-
termedio: CRDM y AREB-1; Alto riesgo: AREB-2. Las AREB-T, fueron 
descartadas. A nivel de cariotipo se clasificaron en 7 grupos distintos: 
citogenética normal en 20 metafases, normal entre 10-19 metafases y 
normal entre 1-9 metafases, citogenética alterada sin evidencias de -7 
o del(7q), citogenética alterada con el cromosoma 7 involucrado sin que 
suponga una -7 o del(7q) o sin metafases.

La técnica de FISH nos permitió detectar un 5,2% (n=40) de casos posi-
tivos, de los cuales 8 presentaron una monosomía 7 y 32 pacientes 
una deleción 7q. La mayoría de los pacientes presentaban una CRDM 
(n=14). Respecto a los cariotipos normales, el porcentaje más elevado 
de casos positivos fue en el cariotipo normal de 1-9 metafases (11,1%) 
y el porcentaje más bajo en los pacientes con 20 metafases (2,4%). El 
grupo sin metafases presentó un porcentaje similar (8,6%) al de los pa-
cientes con citogenética normal entre 1-9 metafases. La SG se calculó 
en 612 pacientes, demostrando que pacientes con un resultado de FISH 
positivo presentaron una peor SG respecto a los pacientes con un FISH 
negativo (P<0,001) (Figura 24).

Figura 24_ Curvas Kaplan-Meier de SG entre pacientes con resultado de FISH positivo y negativo.

Estudio de perfiles moleculares en pacientes con síndrome mielodisplásicos



Los pacientes se estratificaron de acuerdo con los grupos citogenéti-
cos del IPSS, siendo el grupo de riesgo intermedio el que presentó una 
diferencia significativa en la mediana de la SG entre los pacientes que 
presentaron un resultado de FISH positivo y los que no (9,9 vs. 37,1; 
P=0,006; meses respectivamente). El grupo control (n=47) presentó una 
concordancia del 100% entre los resultados obtenidos por FISH y por 
CC.

Los análisis de FISH con la sonda 7q31 nos permitieron detectar un 
5,2% de casos positivos que no presentaban evidencia de -7 o del(7q) 
o add(7q) por CC. Esto es importante ya que las alteraciones en el cro-
mosoma 7 se relacionan con un impacto pronóstico negativo y requieren 
tratamientos más agresivos. Aunque la CC es la técnica “gold estándar”  
para el diagnóstico de los SMD presenta ciertas limitaciones que pu-
eden ser suplidas aplicando la técnica de FISH. Nuestros resultados 
sugieren que sería aconsejable la aplicación del FISH 7q en pacientes 
con un riesgo morfológico intermedio según la clasificación de la WHO 
2008, para los que la CC no haya detectado -7 o del(7q). Además reco-
mendamos la aplicación del FISH en los pacientes con alteraciones -7 o 
del(7q) que no cumplan los criterios de clonalidad. 

Los resultados de este trabajo han sido publicados en la revista Leuke-
mia Reseach y se adjunta a continuación.
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a  b  s  t  r  a  c  t

Chromosomal  abnormalities  are  detected  in  40–60%  of  patients  with  de  novo  myelodysplastic  syndromes
(MDS).  This  study  used  the  FISH  technique  in  773  patients  with  de  novo  MDS  without  evidence  of  mono-
somy  7 (−7)  or 7q  deletion  (7q−)  by conventional  G-banding  cytogenetics  (CC)  to  analyze  their  prognostic
impact  by  FISH  alone.  FISH  detected  −7/7q−  in  5.2%  of  patients.  Presence  of  −7/7q−  was  associated  with
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shorter  overall  survival  than  absence  of such  aberrations.  Our  results  suggest  that  FISH 7q  could  be  ben-
eficial  in  patients  with  intermediate  WHO  morphologic  risk  stratification  and  no  evidence  of −7/7q−  by
CC.
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. Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group
f clonal stem cell disorders, characterized by inefficient
ematopoiesis, peripheral blood cytopenias and increased risk of
rogression to acute myeloid leukemia (AML). The most common
hromosomal abnormalities detected by conventional G-banding
ytogenetics (CC) are deletion of 5q, monosomy of chromosome 7
−7), deletion of 7q (7q−), gain of chromosome 8, deletion of 11q,
eletion of 12p and deletion of 20q. The prognosis of MDS  is highly
ariable. Patients may  live with stable disease for 10 or more years,
r cytopenias or leukemic progression can lead to death within a
ew months [1].

Chromosomal abnormalities in bone marrow cells are found in
0–60% of MDS  patients [2]. Although CC has been reliably used
or clinical karyotyping and is the gold standard, it has some limi-
ations. It requires dividing cells from the neoplastic clone, results
an be difficult to interpret (sometimes due to the poor quality of
hromosomal preparations) and it has a low sensitivity. Fluores-
ence in situ hybridization (FISH) is an additional technique which
oes not require dividing cells and can be quantified easily, is com-
only used to identify specific aberrations. The major advantage of

ISH is its higher sensitivity, achieved by analysis of a greater num-
er of cells compared with CC, in which only 20 metaphases are
outinely analyzed. Approximately 10% of patients with MDS  carry
7 or 7q− [3], either in isolation, in addition to another alteration,
r as part of a complex karyotype.

Cytogenetic data are used to classify patients according to three
ifferent groups: “good prognosis”, defined as a normal karyotype,
eletion of 5q, deletion of 20q or loss of chromosome Y (as a sole
lteration); “poor prognosis”, defined as a complex karyotype (≥3
bnormalities) or chromosome 7 abnormalities; and “intermediate
rognosis”, which includes any other alteration. Recently a new
lassification for cytogenetic abnormalities has been proposed [4],
hich has five prognostic groups: “very good prognosis” for 11q
eletion or loss of chromosome Y as a unique alteration; “good
rognosis” for normal karyotype der(1;7), 5q deletion, 12p deletion
r 20q deletion (each as a unique alteration) and double alterations
ith 5q deletion; “intermediate prognosis” for 7q deletion, trisomy

, i(17q), trisomy 19, trisomy 21, other single alterations and other
ouble alterations; “poor prognosis” for der(3)(q21q26) and −7 sin-
le alterations, double alterations with −7 or 7q− and a complex
aryotype with three alterations; and “very poor prognosis” for
omplex karyotypes with more than three alterations. Scoring sys-
ems have been established to predict prognosis in terms of survival
nd progression to AML. The International Prognostic Scoring Sys-
em (IPSS), introduced in 1997, is the most commonly used system.
t has become the gold standard for risk assessment in patients with
e novo MDS  [5], and includes variables such as number of cytope-
Please cite this article in press as: Ademà V, et al. Application of FISH 7q in
G-banding  cytogenetics: Does −7/7q− detection by FISH have prognostic va

ias, percentage of blasts and karyotype. The majority of patients
ith a CC “poor prognosis” classification tend to be classified by the

PSS as high risk (intermediate-2 or high). Such patients can be can-
idates to be treated with hypomethylating agents if they are not

able 1
onventional G-banding cytogenetics (CC) and FISH 7q data from the test group.

Conventional G-banding cytogenetic group Cases 

Normal in 20 metaphases (N20) 288 

Normal  in 10–19 metaphases (N10–19) 118 

Normal  in 1–9 metaphases (N1–9) 27 

Abnormal  without evidence of −7 or 7q− (AOUT7) 197 

Abnormal  with chromosome 7 affected but not −7 or 7q− (A7) 4 

No  metaphases (NM) 139 

Total 773  
 PRESS
arch xxx (2013) xxx– xxx

candidates for allogeneic stem cell transplantation. In particular,
5-azacitidine (AZA) has demonstrated a survival benefit over other
conventional treatments [6,7]. Overall survival with AZA treatment
is better in patients with −7 or 7q− as a sole alteration compared
with −7 or 7q− alterations as part of a complex karyotype.

The aim of the present study was to apply the FISH technique
to test for 7q in a large series of de novo MDS  patients in whom CC
analysis did not detect −7 or 7q− alterations, and to assess whether
FISH analysis affects the prognostic classification of these patients.

2. Patients, materials and methods

Clinical  and cytogenetic data were compiled retrospectively for 820 patients
diagnosed  with de novo MDS  between 1981 and 2011 across 14 hospitals affiliated
to  the Spanish Hematological Cytogenetic Working Group (GCECGH). Cytogenetic sam-
ples were stored at −80 ◦C. Patients were classified in each hospital at the time of
diagnosis according to the French-American-British (FAB) classification [8] (n = 758)
and/or the 2008 World Health Organization (WHO) criteria [9] (n = 749).

We  classified patients according to the WHO  morphologic risk stratification:
low-risk  (refractory cytopenia with unilineage dysplasia (RCDU), refractory ane-
mia with ring sideroblasts (RARS) and MDS associated with isolated del(5q)),
intermediate-risk  (refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD) and
refractory anemia with an excess of blasts-1 (RAEB-1)) or high-risk (refractory ane-
mia with an excess of blasts-2 (RAEB-2)). Patients with refractory anemia with an
excess of blasts in transformation (RAEB-t) (FAB classification) or AML  (according
to  WHO  classification) were excluded.

Patients were categorized for this study according to CC findings at the time
of diagnosis: the “test group” comprised the 773 patients without CC evidence of
−7, 7q− or add(7q) (Tables 1 and 2), and the “control group” comprised the 47
patients  with CC evidence of −7, 7q− or add(7q), who  served as positive controls
(Supplemental  Table 1). Patients included in the control group had at least three
metaphases  with −7 or two metaphases with 7q− or add(7q).

Supplementary material related to this article found, in the online version, at
http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2012.12.010.

This study was  performed in accordance with the declaration of Helsinki.
Cytogenetic and FISH analyses were performed on bone marrow samples (prior

to  treatment) at individual laboratories with short-term non-stimulated cultures,
according  to standard procedures.

Karyotypes  were described according to the International System for Human
Cytogenetic  Nomenclature (ISCN) 2009 [10]. Patients were divided into seven sub-
groups depending on their karyotype: 20 normal metaphases (N20), between 10
and 19 normal metaphases (N10–19), between 1 and 9 normal metaphases (N1–9),
abnormal  karyotype without chromosome 7 affected (AOUT7), abnormal karyotype
with chromosome 7 affected but not -7, 7q- or add(7q) (A7), non-informative cases
or with no metaphases (NM) and the group of control cases with -7, 7q- or add(7q)
(C7).

FISH  analyses were carried out following standard procedures on fixed cells to
detect -7 or 7q-. The probe set consisted of LSI D7S486 7q31/CEP 7 (Abbott Molecular
Inc.,  Des Plaines, IL, USA). The number of interphase nuclei analyzed ranged from
100 to 400. Interphase FISH cut-off percentages varied between centers. The mean
cut-off value was  10% for -7 and 5% for 7q-.

Statistical analyses were carried out in the overall series of patients. We  assessed
the  survival univariate and multivariate associations between the following vari-
ables: CC, FISH result and WHO  risk stratification, using the Cox proportional hazards
regression model. We included variables at univariate analysis with a P < 0.1 into the
multivariate analysis (Table 3 (includes all patients) and Table 4 (includes patients
with  normal CC)).

The  Kaplan–Meier method was used to estimate the probability of overall sur-
 MDS patients without monosomy 7 or 7q deletion by conventional
lue? Leuk Res (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2012.12.010

FISH result Total, n (%)

−7, n (%) 7q−, n (%)

1 (0.3%) 6 (2.1%) 7 (2.4%)
2 (1.7%) 5 (4.2%) 8 (5.9%)
0 (0.0%) 3 (11.1%) 3 (11.1%)
2 (1.0%) 7 (3.6%) 10 (5.3%)
1 (25.0%) 1 (25.0%) 2 (50.0%)
2 (1.4%) 10 (7.2%) 12 (8.6%)

8 (1.0%) 32 (4.1%) 40 (5.2%)

vival  (OS). The OS was measured from hematological diagnosis to death or last
follow-up (minimum follow-up 6 months). All deaths, whether or not related to
MDS, were considered as the endpoint of the follow-up interval. Statistical compar-
isons  between different actuarial curves were based on log-rank test. All P-values
reported  are two-sided. The selected P value to considering differences statistically

dx.doi.org/10.1016/,DanaInfo=.aadBhpxEjlwJn0z+j.leukres.2012.12.010
https://xpv.uab.cat/10.1016/,DanaInfo=.adyBgsnFvzp+j.leukres.2012.12.010
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Table  2
Diagnosis, conventional G-banding cytogenetic and FISH data from MDS patients with −7 or 7q− alterations detected only by FISH.

Case FAB 2008 WHO  Karyotype by conventional G-banding cytogenetics Group FISH result

−7 or 7q− %POS

1 RA RCMD 46,XX[20] N20 7q− 34.0
2  RA RCMD 46,XY[20] N20 7q− 8.0
3 RARS RCMD 46,XY[20] N20 7q− 29.0
4 RAEB RAEB-1  46,XX[20] N20 7q− 30.0
5 RAEB RAEB-1 46,XX[20] N20 7q− 25.0
6  RAEB RAEB-1 46,XY[20] N20 7q− 11.0
7  RAEB RAEB-2 45,XY,−7[2]/46,XY[28] (non clonal) N20 −7 18.0
8  RA RCMD 46,XY[10] N10–19 7q− 31.0
9 RA RCMD 46,XY,del(7)(q21q31)[1]/46,XY[13] (non clonal) N10–19  7q− 8.5

10 RAEB RAEB-1 46,XY[15] N10–19  7q− 20.0
11 RAEB RAEB-2 46,XY[12] N10–19 7q− 17.0
12  RAEB RAEB-2 46,XX[14] N10–19 7q− 22.0
13 RA RCMD 46,XY[15] N10–19 −7 59.0
14  RAEB RAEB-1 47,XY,+8[2]/46,XY[18] N10–19 −7 51.5
15  RA MDS-U 46,XY[4] N1–9 7q− 11.5
16  RARS RCMD 46,XY[7] N1–9 7q− 57.0
17  RAEB RAEB-2 46,XX,del(5)(q13q31),del(7)(q21q31)[1]/44,XX,del(5)(q13q31),del(6)(q21),−7,t(8;16)(p13;p13),

−12[1]/46,XX[5] (non clonal)
N1–9 7q− 25.0

18 RA RCMD 46,XX,del(5)(q13q33)[18]/46,XX[2] AOUT7 7q− 8.0
19  RARS RARS 46,XX,del(5)(q13q31)[11]/46,XX[9] AOUT7 7q− 20.0
20  ND RCMD 47,XX,+8[5]/46,XX[17] AOUT7 7q− 15.0
21  RAEB RAEB-1 45,XX,−5[12]/complex karyotype with trisomy and tetrasomy of chromosome 5[18] AOUT7 7q− 41.7
22  RAEB RAEB-2 46,XY,del(5)(q13q33),i(17)(q10)[2]/45,XY,sl,−9[13]/44,XY,sdl1,−7,dic(7;20),−20[2]/46,XY[2]

(non clonal)
AOUT7  7q− 60.0

23  RAEB RAEB-2 43,XX,add(1)(q34),del(4)(q22),−10,−13,−15[5]/46,XX,sl,−11,+mar[5]/46,XX[10] AOUT7 7q− 70.0
24 RAEB-t RAEB-2 47,XY,+mar[3]/46,XY[10] AOUT7 7q− 25.0
25  RAEB RAEB-1 45,XX,del(5)(q13q31),t(13;14)(p11;p11),−14[12]/46,XX[8] AOUT7 −7 73.0
26 RAEB RAEB-2 45,XY,−7,der(5)t(5;?)(q31;?),t(9;17)(p13p11)[2]/46,XY,t(9;17)(p13;p11)[1]/46,XY[1] (no clonal) AOUT7 −7 70.0
27  RAEB RAEB-2 46,XY,der(7)t(1;7)(q21;q11.2)[6]/47,XY,sl,+8[8] A7 7q− 68.0
28  RAEB RAEB-2 46,X,t(X;1;20)(q21;p22;?),del(5)(q13q34),add(7p),r(20)[15] A7 −7 60.0
29 RA ND No  metaphases NM 7q− 72.0
30  RA RCMD No metaphases NM 7q− 60.5
31 RA  RCMD No metaphases NM 7q− 52.5
32  RA RCMD No metaphases NM 7q− 40.0
33  RA RCMD No metaphases NM 7q− 35.0
34  RA RCMD No metaphases NM 7q− 31.0
35  RAEB ND No metaphases NM 7q− 73.0
36 RAEB RAEB-2 No metaphases NM  7q− 20.0
37  RAEB RAEB-2 No metaphases NM 7q− 16.0
38 RAEB-t RAEB-2 No metaphases NM 7q− 50.5
39  RARS ND No metaphases NM −7 90.8
40  RARS ND No metaphases NM −7 8.0

Abbreviations: N20, 20 normal metaphases; N10–19, from 10 to 19 normal metaphases; N1–9, from 1 to 9 normal metaphases; AOUT7, abnormal karyotype without −7, 7q−
or  add(7q); A7, abnormal karyotype with chromosome 7 affected but not −7, 7q− or  add(7q); NM, non-informative cases or no metaphases; RA, refractory anemia; RARS,
RA with ringed sideroblasts; RCUD, refractory cytopenia with unilineage dysplasia; RCM
excess  of blasts; RAEB-t, RAEB with excess of blasts in transformation; RAEB-1, RAEB type
MDS  unclassifiable; ND, not determined.

Table 3
Univariate and multivariate analyses in the overall series.

Univariate analysis Multivariate analysis
HR (95% C.I.) P value HR (95% C.I.) P value

FISH (positive) 2.62 (1.55–4.42) < 0.001 1.82 (1.00–3.31) 0.049
Risk

Good 1 1
Intermediate 1.80 (1.25–2.60) 0.002 1.89 (1.31–2.73) < 0.001
Poor 3.19 (2.06–4.49) < 0.001 3.20 (2.05–4.99) < 0.001

Cytogenetics
N20 1 1
N19–1 1.51 (1.06–2.15) 0.022 1.56 (1.08–2.26) 0.017
NM  1.80 (1.22–2.64) 0.003 1.91 (1.26–2.91) 0.002
Others  1.78 (1.29–2.45) < 0.001 1.82 (1.30–2.56) 0.001

Abbreviations: N20, 20 normal metaphases; N19–1, from 19 to 1 normal metaphases;
NM,  non-informative cases or no metaphases; others, abnormal karyotype without
−7, 7q− or add(7q) and abnormal karyotype with chromosome 7 affected but not −7,
7q− or add(7q). Risk: WHO  morphologic risk stratification, low-risk (RCDU, RARS
and MDS associated with isolated del(5q)), intermediate-risk (RCMD and RAEB-1)
or high-risk (RAEB-2).
D, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB, refractory anemia with
 1; RAEB-2, RAEB type 2; MDS  5q−, MDS  associated with isolated del(5q); MDS-U,

significant in all analyses was <0.05. All analyses were performed using the statistical
package SPSS version 17 (SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)).

3. Results

Taking into consideration the test group (no evidence of -7, 7q-
or add(7q) by CC (n = 773)), alterations in chromosome 7, either
-7 (n = 8) or 7q- (n = 32), were detected using FISH in 40 out of
773 patients (5.2%). Positive FISH results for either -7 or 7q- were
obtained for patients within each of the different CC subgroups
(Table 1). The proportion of positive cells ranged from 8.0% to 90.8%.

The diagnosis, CC findings, and FISH data are presented in Table 2
for patients in whom -7 or 7q- was only detected by FISH. Both
FAB and WHO  classifications were available for 35 patients; four
patients had only a FAB classification and one patient had only
a WHO  classification. When considering only the FAB classifica-
tions [8], the majority of patients had a diagnosis of RAEB (n = 19,
 MDS patients without monosomy 7 or 7q deletion by conventional
lue? Leuk Res (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2012.12.010

47.5%). However, according to WHO  classification [9], diagnoses
of refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD; n = 14,
35%) and RAEB-2 (n = 13, 32.5%) were most common. It is important
to point out that in the normal karyotype subgroups (N20, N10–19
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Table  4
Univariate and multivariate analyses for patients with normal karyotype by CC.

Univariate analysis Multivariate analysis
HR (95% C.I.) P value HR (95% C.I.) P value

FISH (positive) 3.24 (1.57–6.67) 0.001 3.38 (1.55–7.41) 0.002
Risk

Good  1 1
Intermediate 1.60 (0.98–2.62) 0.061 1.54 (0.94–2.54) 0.088
Poor  2.62 (1.44–4.75) 0.002 2.61 (1.44–4.74) 0.002

Cytogenetics
N20 1 1
N19–1 1.51 (1.06–2.14) 0.023 1.58 (1.09–2.28) 0.015

Abbreviations: N20, 20 normal metaphases; N10–19, from 10 to 19 normal
metaphases.  Risk: WHO  morphologic risk stratification: low-risk (RCDU, RARS and
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ation detected by FISH. Only one patient with a low-risk WHO
morphologic stratification had a positive FISH result for 7q-.
Among patients with an intermediate-risk classification, OS was
DS associated with isolated del(5q)), intermediate-risk (RCMD and RAEB-1) or
igh-risk (RAEB-2).

nd N1–9) and AOUT7 subgroup, there were a total of five patients
ith non-clonal monosomy 7 or 7q deletion according to 2009 ISCN

10]. For a monosomy to be described as clonal, it must be found in
t least 3 metaphases; for structural alteration it must be observed
n a minimum of 2 metaphases [10].

Among patients with a normal cytogenetic result (N20, N10–19,
1–9), FISH identified -7 or 7q- in 17 cases (17/433, 3.9%). An

nverse relation between the number of metaphases analyzed and
he number of positive cases by FISH was observed (Table 1). In fact,
he highest percentage of positive cases using FISH was in the N1–9
roup. In this group, three positives results were obtained from 27
atients (3/27, 11.1%). A similar incidence was observed in the NM
ubgroup (12/139, 8.6%). In contrast, the lowest percentage was  in
he N20 subgroup (7/288, 2.4%). Applying the FISH technique to
atients with a normal karyotype and non-clonal chromosome 7
vents for -7 or 7q- enabled us to define whether these alterations
ere clonal aberrations.

According  to the IPSS (1997) cytogenetic stratification [5] and
ased on CC results only, patients with positive result by FISH were
lassified as follows: 17 patients (42.5%) in the “good prognosis”
ategory, five patient (12.5%) in the “intermediate prognosis” cate-
ory and six patients (15%) in the “poor prognosis” category. Twelve
atients could not be classified because there were no available
ytogenetic data (cases with no metaphases, 30%). Based on the
ISH analysis, 34 patients (85%) were reclassified into the “poor
rognosis” category. The remaining patients were already classified
s “poor prognosis”, due to their complex karyotype. When patients
ere classified using the new proposed cytogenetics classification

4], no patients were assigned a classification of “very good progno-
is”, 19 patients (47.5%) had a “good prognosis” classification, four
atients (10.0%) an “intermediate prognosis” classification, two
atients (5.0%) a “poor prognosis” classification, and three patients

 “very poor prognosis” (7.5%) classification (again, as for the IPSS
997 classification, twelve patients could not be classified since
here were no available cytogenetic data). This time, 35 patients
87.5%) were reclassified when the FISH analysis was used: 26
atients to the “intermediate prognosis” category, seven patients
o the “poor prognosis” category and two patient to the “very poor
rognosis” category.

To  determine the relative contribution of positive FISH result to
S, we generated a multivariate Cox model incorporating FISH, CC
nd risk stratification according to WHO  classification. Taking into
onsideration multivariate Cox proportional hazards regression
odel for the whole set patients (Table 3) and patients with a

ormal CC (Table 4) in univariate and multivariate analyses, FISH,
C and risk stratification are predictive factors in OS. FISH result
Please cite this article in press as: Ademà V, et al. Application of FISH 7q in
G-banding  cytogenetics: Does −7/7q− detection by FISH have prognostic va

as a significant effect to the OS, being higher in those patients with
ormal CC (HR 1.82, P = 0.049 and HR 3.38 P = 0.002, respectively).
he rest of the variables, but intermediate classification in the
Fig. 1. Overall survival for all patients by FISH 7q result.

multivariate analysis with normal CC (HR 1.54 (0.94–2.54) 0.088,
which is marginally significant), are significant.

To assess the OS in each subgroup of patients we applied
log-rank test. OS was significantly shorter for patients in whom
-7/7q- was  detected by FISH compared with those for whom a neg-
ative FISH result was obtained (Mean OS: 38.7 months vs. 82.8
months, P < 0.001) (Fig. 1). The OS was  also significantly shorter
among patients with a -7 alteration than among those with a 7q-
alteration (Mean OS: 10.5 months vs. 45 months, P = 0.009). How-
ever, only four patients with a -7 alteration (FISH result) and for
whom survival data were available were identified.

Among patients with a normal karyotype by CC, mean OS was
also significantly shorter for those in whom -7/7q- was  detected
by FISH (Mean OS: 38.7 months vs. 91.3 months, P = 0.001) (Fig. 2).
Differences between monosomy or deletion could not be tested
because only one patient with normal karyotype had a -7 alter-
 MDS patients without monosomy 7 or 7q deletion by conventional
lue? Leuk Res (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2012.12.010

Fig. 2. Overall survival curve for patients with normal karyotype by FISH 7q result.
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tations, which it appears can be overcome using FISH. Our findings
ig. 3. Overall survival curve of patients with intermediate-risk classification
ccording  to the WHO  morphologic risk stratification by FISH 7q result.

ignificantly shorter for those with a positive FISH result than for
hose with a negative FISH result (Mean OS: 31.7 months vs. 75.8

onths, P = 0.009) (Fig. 3). In this subgroup of intermediate-risk,
ISH-positive patients, OS was significantly shorter for patients
ith a -7 compared with those having a 7q deletion (Mean OS:

.9 months vs. 37.1 months, P = 0.006). In patients with a high-risk
lassification, OS was not significantly different between patients
n whom -7/7q- was not detected by FISH and those with a positive
ISH result (Mean OS: 51.0 months vs. 46.6 months, P = 0.821). This
s because the majority of these patients had a complex karyotype
nd there were only four patients with a positive FISH result.

Focusing  on the control group (evidence of -7, 7q- or add(7q) by
C (positive controls) (n = 47)), a positive FISH result was  obtained
or all patients in the control group (47/47, 100.0%). There was an
greement between FISH and CC findings. We  detected 20 cases
ith chromosome 7 monosomies and 26 with 7q deletion. It is

mportant to note that there were positive results for both mono-
omy and deletion.

Among  the control patients, 46 had both FAB [8] and WHO  clas-
ifications [9]. Twenty-five patients (25/47, 53.2%) were diagnosed
s RAEB according to the FAB classification, whereas using the WHO
lassification the most common diagnosis was RCMD (16/47, 34.0%)
Supplemental Table 1). This is similar to findings in the test group.

. Discussion

Cytogenetic abnormalities are detected in around 50% of de
ovo MDS  patients, and these provide important diagnostic and
rognostic information [11]. Patients with alterations in chromo-
ome 7, such as -7, 7q- or add(7q), have a poor cytogenetic risk,
re usually classified by the 1997 IPSS cytogenetic stratification
5] into the intermediate-2 or high-risk group [12]. These patients
re candidates for treatment with hypomethylating agents such
s 5-azacitidine, which has demonstrated survival benefit in such
ases [6,7].

In  the current study, we assessed the impact of FISH 7q analysis
n de novo MDS  patients in whom CC had not detected -7, 7q- or
dd(7q). FISH is a very useful method for identifying specific chro-
Please cite this article in press as: Ademà V, et al. Application of FISH 7q in
G-banding  cytogenetics: Does −7/7q− detection by FISH have prognostic va

osome abnormalities associated with MDS, not least because of
ts higher sensitivity compared with CC (the number of cells studied
s higher than the 20 metaphases analyzed by CC). Additionally, the
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FISH technique can be used to analyze non-dividing cells studying
their interphase nuclei.

To  the best of our knowledge, this is the largest study investigat-
ing application of the FISH technique in patients with de novo MDS
with no CC evidence of -7, 7q- or add(7q). Some previous studies
have reported high detection rates of chromosome 7 alterations,
monosomies or deletions by FISH, but these have been shorter
series (from 11 to 101 patients) [13–22] (Table 5). Our FISH analysis
of 773 patients in whom CC had not detected chromosome 7 alter-
ations gave 40 positive results (5.2%); eight patients with -7 and 32
patients with 7q- alterations. The higher incidence of 7q- compared
with -7 is not in agreement with some previous studies [13–22].
This difference probably arises from the fact that some studies used
a chromosome 7 centromeric probe rather than a specific probe for
the long arm of chromosome 7 (7q). In addition, previous studies
have analyzed smaller cohorts than the current study.

Our  study is the first to stratify patients with normal karyo-
type according to the number of normal metaphases screened.
FISH detected monosomies or deletions for chromosome 7 in 3.9%
(17/433), of patients with normal karyotype (N20, N10–19 and
N1–9). The fewer metaphases analyzed by CC, the greater the fre-
quency of positive FISH results. Our study highlights and confirms
the importance of analyzing 20 metaphases to determine whether
a patient presents a normal karyotype. Additionally, FISH is a tech-
nique for verifying clonality. In the present study, all non-clonal
aberrations detected by CC were confirmed by FISH.

Among the group of patients with no mitosis (NM), the incidence
of positive FISH results (12/139, 8.6%) was  similar to that observed
in the N1–9 group (3/27, 11.1%). In a previous study conducted by
our group using FISH for 5q, 20.4% of positive cases were found
in patients with no metaphases [23], a higher incidence than in
the current study with FISH 7q. This is an expected result since
the incidence of 5q deletions is higher than that for chromosome 7
monosomies or deletions.

Classification  according to the current cytogenetic IPSS (1997)
[5] including the new data provided by FISH (identification of either
monosomies or deletions 7q) resulted in all patients with positive
FISH results being reclassified into the “poor prognosis” cytogenetic
category. We assume that if we  used the newly proposed cytoge-
netic score [4], these patients would have at least an “intermediate”
cytogenetic category. However, since we only applied FISH to detect
alterations in chromosome 7, either -7 or 7q-; we  do not know
whether additional chromosomes were also altered.

To  the best of our knowledge this is also the first study to inves-
tigate the prognostic value of -7/7q- detection by FISH, by assessing
the impact of -7 or 7q- on OS. Indeed, OS was significantly worse
in those patients in whom -7/7q- alterations missed by CC were
detected by FISH than in those patients without -7/7q- alterations.

Taking into consideration Cox proportional hazards regression
model results, we performed Kaplan Meier and log-rank test studies
to assesses the impact of -7/7q- alterations in each variable (CC and
risk stratification). Thus the verification of negative CC results using
FISH 7q could be beneficial in patients with a WHO  “intermediate
risk” stratification. Those patients with a positive FISH result could
then be considered for treatment with hypomethylating agents or
other more aggressive therapeutic options.

In summary, FISH analysis with a 7q31 probe detected chromo-
some 7 alterations in 5.2% patients for whom no evidence of -7,
7q- or add(7q) had been identified by CC. Such identifications are
important since chromosome 7 alterations negatively impact prog-
nosis and require more aggressive treatment. Although CC is the
gold standard technique for the diagnosis of MDS, it has some limi-
 MDS patients without monosomy 7 or 7q deletion by conventional
lue? Leuk Res (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2012.12.010

suggest that it may  be desirable to apply FISH of 7q in those patients
with an intermediate WHO  morphological risk stratification, for
whom CC did not detect -7/7q-. Furthermore, we recommend that
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Table  5
Studies analyzing the application of FISH 7q in patients with MDS.

Author N FISH −7/7q N (%) Analyzed region

Flactif et al. [13] 67 −7 5 (7.5%) CEN 7 (D7Z1)
Arif  et al. [14] 25 −7  9 (36%) CEN 7 (D7Z1)
Wyandt  et al. [15] 11  −7 4 (36.4%) CEN 7 (D7Z1)
Rigolin  et al. [16] 101 −7 1 (1%) 7q31(D7S486)
Ketterling  et al. [17] 32  0 0 (0%) 7q31(D7S486)/CEN7 (D7Z1)
Romeo et al. [18] 40 −7 3 (7.5%) CEN 7 (D7Z1)
Cherry  et al. [19] 48 7q− 1 (2.1%) 7q31(D7S486)/CEN 7 (D7Z1)
Bernasconi et al. [20] 57 −7 2 (3.5%) 7q31(D7S486)/CEN 7 (D7Z1)
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Yilmaz et al. [21] 26 7q−,  −7
Codispoti and Depalma [22] 21 7q− 

Present series (2012) 750  7q−, −7 

ISH of 7q be mandatory in those patients with non clonal -7/7q-
C results to verify clonality.
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4.3 Estudio de la arquitectura mutacional de 
la deleción 5q mediante técnicas de microarray 
genómico (SNP array) y  next-generation sequencing.
Alrededor de un 50% de los pacientes con SMD presentan alteraciones 
genéticas que además de tener un impacto clínico también definen una 
subcategoría morfológica de la WHO 2008 como es el SMD con delec-
ión aislada 5q. Las deleciones en el brazo largo del cromosoma 5 son 
muy heterogéneas y el límite de las CDR puede extenderse a una región 
más proximal o terminal, alteraciones que implican una menor longitud 
se han asociado a un mejor pronóstico que las que afectan a una zona 
más amplia del brazo q. La del(5q) se determina entre un 20%-30% 
de los SMD y puede detectarse aislada o en combinación con otras al-
teraciones. Los pacientes con deleción 5q aislada o con una alteración 
adicional se asocian a un mejor pronóstico y los que presentan depend-
encia transfusional pueden ser tratados con lenalidomida, es un análogo 
de la talidomida con capacidad antiangiogénica e inmonumoduladora. 
En cambio la del(5q) en el contexto de un cariotipo complejo se asocia 
a peor pronóstico y a otros tratamientos, como agentes hipometilantes. 
Además de las alteraciones cromosómicas, las alteraciones molecu-
lares que presenten estos pacientes pueden contribuir a la patogénesis 
de los SMD.

El objetivo del estudio consiste en determinar si el conocimiento de las 
alteraciones moleculares que afectan a los SMD y LMA con del(5q), 
tanto los localizados en el brazo q (brazo largo) del cromosoma 5, así 
como en otros cromosomas, pueden ayudar a clarificar los mecanismos 
patogénicos que hay detrás de esta enfermedad y explicar su heteroge-
neidad clínica. 

Se han analizado un total de 241 muestras (228 pacientes) con neo-
plasias mieloides (SMD y LMA) y del(5q). El criterio de inclusión de los 
pacientes fue que presentaran la del(5q) mediante citogenética conven-
cional (CC). Estos, se clasificaron en 4 grupos de estudio: SMD con 
del(5q) aislada (n=32) referente a la subcategoría de la WHO 2008,  del-
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eción 5q aislada (n=20), deleción 5q con una alteración adicional (n=8) 
y 5q en el contexto de un cariotipo complejo (n=24). Diecisiete pacientes 
no presentaron la deleción 5q mediante CC pero fueron incluidos en el 
estudio porque, eran muestras de seguimiento (n=4) que presentaron la 
del(5q) al diagnóstico, presentaban la alteración mediante FISH (n=2), 
presentaban la alteración mediante SNP-A (n=4) o mediante los estu-
dios que permiten determinar el tamaño del clon con del(5q) (n=2) o por 
que no pudimos determinar si la del(5q) se encontraba en el contexto de 
un cariotipo complejo (n=5). Para determinar si existe un perfil molecular 
común en estos pacientes se aplicaron técnicas de next-generation se-
quencing, como whole-exome sequencing (WES, n=93) y secuenciación 
dirigida mediante paneles (TruSeq, n=128). La muestra tumoral utilizada 
en ambas técnicas provenía de la extracción de ADN de MO total o 
células CD34+ seleccionadas de MO o de la fracción granulocítica de 
SP. El estudio de WES se realizó con muestras apareadas tumoral – 
control, siendo la muestra control linfocitos T, CD3+ aislados de SP, con 
una pureza por citometría de flujo superior al 85%. En el análisis medi-
ante TruSeq se seleccionaron 64 genes relacionados y frecuentemente 
mutados en pacientes con SMD. Estudios mediante SNP-A se llevaron 
a cabo en 79 pacientes para poder determinar mejor la longitud de la 
deleción 5q. Un total de 14 pacientes se estudiaron en dos momentos 
diferentes de la enfermedad. Nueve pacientes al diagnóstico y durante 
el tratamiento y 3 pacientes al diagnóstico y en recaída o progresión y 
un paciente durante el tratamiento y la progresión. 

Mediante un análisis bioinformático diseñado específicamente para es-
tos pacientes un total de 3.525 variaciones nucelotídicas fueron descri-
tas mediante WES. Debido a la alta heterogeneidad de mutaciones, de-
cidimos agrupar los genes que presentaban mutaciones en un mínimo 
de 3 casos. Los genes TP53 (n=25), DNMT3A (n=8), CSNK1A1 (n=7), 
PRPF8 (n=7), SF3B1 (n=6) y ASXL1 (n=5) fueron los que presentaron 
mayor número de casos mutados, así pues alteraciones en la familia de 
genes de metilación y de genes de factores de transcripción fueron los 
más mutados.

Estudio de perfiles moleculares en pacientes con síndrome mielodisplásicos
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Las mutaciones en el gen TP53, son de especial interés ya que se rela-
cionan con una peor respuesta al tratamiento con la lenalidomida. Desa-
fortunadamente ninguno de nuestros pacientes tratado con lenalidomi-
da presentaba mutaciones en TP53. La mayoría de mutaciones en este 
gen se localizaron en los casos con cariotipo complejo. En un sentido to-
talmente opuesto, CSNK1A1, se ha descrito como diana terapéutica en 
el tratamiento con lenalidomida. Dos de nuestros pacientes presentaron 
alteraciones en este gen y al ser tratados con lenalidomida presentaron 
una respuesta completa. No pudimos determinar genes que predispon-
gan a una mejor o peor respuesta al tratamiento con lenalidomida.

Mediante el estudio de la muestra normal, pudimos determinar el dese-
quilibrio alélico que se produce en el cromosoma 5 (por la pérdida en 
5q) y así determinar el tamaño clonal de dicha alteración que combi-
nada con la frecuencia alélica de cada gen nos permitió determinar si la 
del(5q) es un evento primario o secundario. En un 72% de los pacientes 
se mostró como evento primario seguido de una amplia variedad de 
genes que incluían CSNK1A1 y TP53. En cambio, en un 28% de los ca-
sos, mutaciones en diversos genes, siendo el más popular el gen TP53 
(en 3 casos), fueron anteriores a la deleción 5q. Aun así no se pudo 
establecer ninguna relación con la severidad de la enfermedad, el riesgo 
de progresión o respuesta o recaída en el tratamiento. 

El estudio seriado de muestras nos permitió determinar que durante 
el tratamiento la media de mutaciones disminuye respecto a la media 
de mutaciones al diagnóstico y que durante la recaída o progresión el 
número de mutaciones aumenta. Las muestras seriadas también nos 
permitieron evaluar una posible relación entre determinados genes (DN-
MT3A y ASXL1) y su relación con la edad, en nuestro caso parecen 
más relacionadas con el SMD o LMA y no con la edad avanzada, aun 
así más estudios de muestras secuenciales permitirán resolver mejor la 
relación de ciertas mutaciones con edades avanzadas sin neoplasias 
hematológicas.  

En conclusión, la aplicación de nuevas técnicas moleculares permite 
definir mejor a los pacientes, aun así parece ser que la elevada het-
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erogeneidad que presentan los SMD y la del(5q) se mantiene a nivel 
molecular. Estudios en un número más alto de pacientes quizás permi-
tan incluir toda esta heterogeneidad o estudios funcionales que se cen-
tren en los genes retenidos en el cromosoma 5 no delecionado podrán 
ayudar a determinar un posible perfil molecular. 

Los resultados de este trabajo todavía no han sido publicados, pero se 
adjuntan a continuación para su futura publicación.



1 
 

The mutational arquitecture of del(5q) 

Vera Ademà1 , Laura Palomo1, Przychodzen P Bartlomiej2 , Mar Mallo1 Diez-Campelo Maria3 , Naoko Hosono4, 
Blanca Xicoy5, Elisa Luño6, Bhumika J. Patel2, Cassandra M Hirsch2, Lurdes Zamora5, Thomas La Framboise7, 
Leonor Arenillas8 , Albert Perez-Ladaga9, Carme Pedro10, Michael Clemente2, Joan Bargay11, Julia Montoro12, 
Juan Carlos Caballero3, Brayan Merchan12, Victor Noriega13, Victor MarcosBetes 14, Consuelo Del Cañizo 15 , 
Rosario Lopez 16, José María Raya 17, Joaquin Sanchez-Garcia18, Eduardo Rios 19, Montserrat Arnan 20, Lourdes 
Florensa 8, Raquel de Paz 21, Angelina Lemes22 , Paula Gomez-Marzo 1, Nuri Haro1 , Francisco Fuster-Tormo1, 
Monica Bayes 23, Ivo Gut23, Rafael Bejar9, Mikkael A. Sekeres 24 , Jaroslaw P. Maciejewski 2 and Francesc Sole1  

1MDS Research Group, Institut de Recerca Contra la Leucèmia Josep Carreras, ICOHospital Germans Trias i 
Pujol, Universitat Autònoma de Barcelona, Badalona, Spain; 2Department of Translational hematology and 
Oncology Research, Taussing Cancer Institute, Cleveland Clinic, Cleveland, OH; 3Servicio de Hematología, 
Centro de Investigación del Cáncer, IBSAL (Instituto de Biomedicina de Salamanca) y BMCC, Universidad de 
Salamanca, Salamanca, Salamanca, Spain; 4Department of Hematology and Oncology, University of Fukui, 
Fukui, Japan; 5Hematology Service, ICOHospital Germans Trias i Pujol, Institut de Recerca Contra la Leucèmia 
Josep Carreras, Universitat Autònoma de Barcelona, Badalona, Spain; 6Hospital Universitario Central Asturias, 
Oviedo, Spain; 7Electrical Engineering and Computer Science, Case Western Reserve University, Cleveland, 
OH; 8Hematological Cytology Laboratory, Hospital del Mar, GRENTHE, IMIM (Hospital del Mar Research 
Institute), Barcelona, Spain; 9UCSD Moores Cancer Center, La Jolla, CA; 10Servei d’Hematologia Clínica, 
Hospital del Mar, GRETNHE, IMIM, Barcelona, Barcelona, Spain; 11Department of Hematology. Hospital Son 
Llatzer, Palma de Mallorca, Spain; 12Servei de Hematologia. Hospital Vall d’Hebrón, Barcelona, Spain; 13Servicio 
de Hematologia, Complejo hospitalario universitario A Coruña  Sergas, A Coruna, Spain; 14H Arnau de Vilanova 
de Lleida, Lleida, Spain; 15Servicio de Hematología, Centro de Investigación del Cáncer, IBSAL (Instituto de 
Biomedicina de Salamanca) y BMCC, Universidad de Salamanca, Salamanca, Spain; 16Hospital Althaia, 
Manresa, Spain; 17Hospital Universitario de Canarias, Tenerife, Spain; 18Servicio de Hematología. Hospital 
Reina Sofía, Cordoba, Spain; 19Haematology Service, Hospital Universitario Virgen de Valme, Sevilla, Spain; 
20Servei de Hematologia Clínica. ICO, Hospital Duran i Reynals, Barcelona, Spain; 21Servicio de Hematología. 
Hospital La Paz, Madrid, Spain; 22Hospital Dr. Negrín, Las Palmas de Gran Canaria, Las Palmas, Spain; 
23Centro Nacional de Análisis Genómico, Parc Científic de Barcelona, Barcelona, Spain; 24Leukemia Program, 
Cleveland Clinic, Cleveland, OH 

 

 

 

 

 



2 
 

INTRODUCTION: 

Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal hematopoietic stem or progenitor cell disorders (Tefferi and 
Vardiman, 2009), characterized by bone marrow dysplasia that led an ineffective hematopoiesis and increased 
apoptosis (Raza et al., 1995) resulting in peripheral blood cytopenias. Patients with MDS show a variable risk 
of progression to acute myeloid leukemia (AML) due to increasing failure of cellular differentiation (Tefferi and 
Vardiman, 2009). Acquired cytogenetic aberrations are present in approximately 50% of de novo MDS. It is well 
stablished that karyotype is an independent prognostic factor in MDS (Garcia-Manero, 2015; Schanz et al., 
2012). Cytogenetics abnormalities, cytopenias and blast count are used for the Revised International Prognosis 
Scoring System (IPSS-R) to estimate the prognosis of MDS patients, being the karyotype the strongest 
parameter with prognostic value (Greenberg et al., 2012). One of the most recurrent cytogenetics alteration, 
with an incidence around 10-15% of de novo MDS is the deletion in the long arm of chromosome 5 [del(5q)], 
representing the first cytogenetic abnormality that defines a MDS subtype (MDS with isolated del(5q)) (Jaffe et 
al., 2001; Swerdlow et al., 2008). Although 5q deletions are highly heterogeneous two distinct commonly deleted 
regions (CDRs) have been identified (Boultwood et al., 2002; Ebert, 2011). The most centromeric common 
deleted region (CDR) in 5q31.2-5q31.3 (CDR-1: MDS/AML) is associated with higher risk MDS and MDS with 
AML phenotype. The most distal one spans 1.5Mb on 5q32-q33.2 (CDR-2: 5q- Syndrome) and is associated 
with better prognosis and with 5q- Syndrome (Boultwood et al., 1994). The “5q- Syndrome” is a morphologic 
entity with good prognosis and low risk of AML progression. In addition, it is characterized by severe macrocytic 
anemia, hypolobulated megakaryocytes and normal or increased platelets counts (Van den Berghe et al., 1974) 
and sensitivity to lenalidomide (LEN) (List et al., 2006). However the prognosis is less favorable if a mutation in 
TP53 co-occurs in patients with del(5q) MDS (Jädersten et al., 2011; Mallo et al., 2013). When these patients, 
with TP53 mutation, underwent in lenalidomide’s treatment a worse hematological and cytogenetic response is 
achieved.  

Over the past decade, several studies have been published describing the application of new high-throughput 
technologies. SNP-array (SNP-A) analysis helped to identify chromosomal microdeletions and areas of copy 
number-neutral loss of heterozygosity (CNN-LOH) (Makishima and Maciejewski, 2011). The application of next-
generation sequencing (NGS) led to the identification in the study of several MDS recurrently mutated genes 
that substantially contributes to the pathogenesis of MDS (Bejar et al., 2011). However when previous studies 
were focus on del(5q) MDS no recurrent mutated genes mapping to the CDR were identified. Instead, it was 
discovered that haploinsufficiency of several genes located in this region were capable of generating the clinical 
phenotype seen in those patients. RPS14 haploinsufficiency has been shown as a cause of sever 
dyserythropoiesis and to increase levels of p53 in erythroblasts and promote their cell cycle arrest and apoptosis. 
Recently, it has shown that CSNK1A1 plays a central role in the pathogenesis of MDS and del(5q). CSNK1A1 
has been described as a tumor suppressor gene in colon cancer and AML through regulation of β-catenin (which 
is a major driver of stem cell self-renewal) (Schneider et al., 2014).  First studies of NGS in patients with MDS 
and 5q- were reported in smaller series of patients, three patients during treatment and follow up in Pellagatti et 
al., and four patients in Schnider et al.(Pellagatti et al., 2014; Schneider et al., 2014). Herein we present the 
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largest series of MDS and AML del(5q)- patients studied by whole exome sequencing (n=93) and targeted re-
sequencing (n=128). We hypothesized that mutations in the retained q arm as well as those on other 
chromosome may clarify the pathogenic mechanisms behind this lesion and explain the clinical heterogeneity. 

 

PATIENTS AND METHODS 

Patients:  

We studied a total of 241 samples (228 patients) with myeloid neoplasms, 182 MDS, 28 sAML (secondary AML) 
and 31 pAML (primary AML). Inclusion criteria was the detection of del(5q) by conventional cytogenetics (CC). 
Seventeen samples do not have del(5q) by CC, but were included because, five samples  had the del(5q) but 
we could not assess if it was or not in the context of a complex karyotype, four samples had the del(5q) by SNP-
A but not by CC, two samples del(5q) was only detected by FISH, two samples del(5q) was detected by clonal 
size assessment and four samples were follow up samples (during treatment or progression) with a diagnostic 
sample included in the study with del(5q).  Cytogenetics analysis were performed according to standard 
procedures on bone marrow cells culture and karyotypes were described according to the International System 
for Human Cytogenetic Nomenclature 2013 (Shaffer et al., 2013). Diagnosis was based according to WHO 2008 
(Swerdlow et al., 2008), and patients were classified according to the morphologic risk stratification: low-risk: 
refractory anemia with ring sideroblasts (RARS), refractory cytopenia with unilineage dysplasia (RCDU), 
refractory cytopenia with multilineage dysplasia (RCMD), MDS associated with isolated del(5q), and un 
classifiable MDS (MDS-U) and advanced disease: refractory anemia with an excess of blasts-1 (RAEB-1), 
RAEB-2 and secondary and primary AML (sAML and pAML). These studies were approved by the local ethics 
committees and all the procedures followed the revised Helsinki Declaration. All samples were obtained with 
signature of informed consent of the subjects. A total of 93 samples were studied by whole-exome sequencing 
(WES) and 128 were studied by targeted sequencing (panel of 64 genes). All patients’ characteristics are 
summarized in Table 1.   

 
DNA Extraction 
Sample collection and cell separation were performed in each center. Genomic DNA from tumor sample was 
obtained from whole bone marrow (BM) aspirate and from isolated CD34+ bone marrow cells when available, 
or from granulocytes fraction from peripheral blood. DNA from normal/control sample was obtained from T-
lymphocytes isolated [magnetic-activated cell sorting (MACS), Miltenyi Biotec GmbH, Germany] from peripheral 
blood.  
 
Single Nucleotide Polymorphism array (SNP-A) 
Single nucleotide polymorphism array (SNP-A) was performed in 79 patients (50MDS, 10 sAML and 19 pAML), 
from DNA obtained from tumor cells and from the paired normal cells. DNA samples from 14 patients were 
hybridized in 250K Nsp Array, 44 patients with Genome-Wide Human SNP Array 6.0 and 21 patients with 
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CytoScan® HD Array, all from Affymetrix®. In all cases protocols and quality control (QC) guidelines supplied 
by the manufacturer were followed.   
 
Whole-exome sequencing (WES)  

The Whole-exome sequencing data were generated by HiSeq 2000 (Illumina) instrument from 93 samples (66 
MDS, 12 sAML and 16 pAML). At least a minimum of 30x was determined in the 90% of the analyzed sample. 
WES was performed in paired samples, of DNA from tumor sample (bone marrow either total or isolated CD34+) 
with matched normal sample (isolated T-lymphocytes, CD3+, from peripheral blood). Sure Select Human Exome 
Kit version 3 (Agilent Technologies) was used for the whole-exome hybrid capture, with an initial input of DNA 
of 3ug. Captured libraries were sequenced with 100 base-pared (bp) paired-end reads on an Illumina HiSeq 
2000 platform. And in house bioinformatics pipeline was used to analyze all raw data (Supplementary Methods) 

Clonal size: 

WES data from normal sample allowed us to assess the clonal size of del(5q) in 67 patients in a total of 78 
samples (68 MDS, 8 sAML and 2 pAML), we calculated in the germ line samples, the allelic imbalance for 
informative heterozygous SNPs within the deletion region. The average deviation from the 50/50 ideal 
distribution in the tumor samples enables us to accurate determine the proportion of cells affected for the 
deletion.  

Targeted re-sequencing  

A TruSeq custom amplicon panel was designed in order to study 64 (Table 2) commonly mutated genes in 
myeloid malignancies.  This panel was used in in 128 samples on MiSeq (Illumina, Chesterford, UK) using 
custom amplicon based panel designed against the human NCBI37/hg19 reference genome to build DNA 
libraries. The panel focuses on 160Kb approximately consisting in 570 amplicons of 250bp length. Read 
alignment and variant calling were performed using an in-house pipeline method.  

Lenalidomide’s treatment 

Only patients who received lenalidomide after the diagnosis and at least two cycles were included for the 
statistical analyses. Response was evaluated according to the International Working Group response criteria for 
MDS (Cheson et al., 2006). For the statistical analyses patients were divided into responders (complete 
response and partial response) and non-responders (stable disease, failure or progression). 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed in the overall series of samples and on each study group. The overall 
survival (OS) was defined from simple acquisition to death or last follow up. All deaths, whether or not related 
to MDS, were considered as the endpoint of the follow-up interval. Kaplan-Meier test was used to estimate the 
OS. Statistical comparisons between different actuarial curves were based on log-rank tests. R software 
package (version 2.15.2) was used to perform competing risk analysis for AML evolution, in the presence of 
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death before transformation, considering time between sample acquisition to AML evolution or last follow-up 
respectively. Data is expressed as cumulative incidence and 95% CI. Multivariate analysis was performed in 
TruSeq results in order to include all patients’ information. For categorical variables the statistics used for the 
comparison was Chi-square or Fisher’s exact test. All P-values reported are two-sided. The selected P- value 
to considering differences statistically significant in all analyses was <0.05. All analyses were performed using 
the statistical package SPSS version 17 (SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)). 
 

RESULTS 

Conventional Cytogenetics 

A total of 241 sample underwent in to conventional cytogenetics (CC) analysis and were grouped into 4 
categories according to del(5q): MDS with isolated del(5q) (n=47) (WHO 2008), isolated 5q- (n=38), 5q- plus 1 
alteration (n=23) and del(5q) in a complex karyotype (n=116). Seventeen patients could not be classified into 
one of these subgroups, five samples  had the del(5q) but we couldn’t assess if it was or not in the context of a 
complex karyotype, four samples had the del(5q) by SNP-A but not by CC, two samples del(5q) was only 
detected by FISH, two samples del(5q) was detected by clonal size assessment and four samples were follow 
up samples (during treatment or progression) with a diagnostic sample included in the study with del(5q). For 
OS, 152 had information during the follow up, 99 samples were collected at diagnosis, 35 during treatment and 
18 at disease progression.  

A miscellaneous of cytogenetics alterations were found in group del(5q) and one additional alteration, including 
single cases of trisomy 8, monosomy 7, trisomy 21, monosomy Y, among others. Focusing on patients with 
complex karyotype the most common alteration above del(5q) were alterations affecting chromosome 7 [41 
cases with -7, and 24 cases with del(7q)] and alterations in 17p (11 cases with 17p- and 21 cases with -17). 

SNP-Arrays 

SNP-Arrays (SNP-A) were performed in 79 paired samples (tumor and normal sample from the same patient). 
Focusing on chromosome 5 the median deletion size of each group was: 67.2Mb for patients with isolated 5q- 
(whether or not MDS with isolated del(5q)), 70.3Mb in cases isolated 5q- + 1 additional alteration patients and 
92.6Mb with del(5q) in complex karyotype patients. There was a difference statistically significant (P<0.001) 
between deletion size and group and bigger deletions were included in complex karyotypes. However there 
were not statistically significant differences regarding OS and deletion size (P=0.958). SNP-A helped to redefine 
the length of 5q deleted segment. Whereas the most common start position by CC was 5q13 it changed after 
SNP-A to 5q14 for MDS with isolated del(5q), 5q- isolated and 5q-+1 alteration and for complex karyotype 
changed in some patients to 5q14 and in others to 5q11. End position by both (CC and SNP-A) techniques was 
5q33 in MDS with isolated del(5q), 5q- isolated and 5q-+1 alteration while for complex karyotype, the same 
number of cases presented the 5q33 and 5q35 breakpoint.  We could also estimate the CDR for patients with 
isolated 5q- (whether or not they were a 5q- syndrome) which extended from 5q31.1 to 5q32 (134274271-



6 
 

145457351; 11.2Mb) and for 5q- in a complex karyotype the CDR was from 5q23 to 5q31.3 (129201868-
140211102; 11Mb), CDR was not calculated for patients with 5q- + 1 additional alteration due to the low number 
of patients in this group (n=3). Regarding the number of alterations, in patients with isolated 5q- (whether or not 
5q- syndrome, n=37) 25 of them confirmed the isolation of 5q- by SNP-A, six patients had between 2 and 3 
additional alterations, two patients had 6 and 9 alterations and four patients had more than 10 alterations, these 
patients had a low number of metaphases and one of them had an add(5q). Regarding complex karyotype, 
SNP-A helped to elucidate the complexity of the karyotype. A total of 11 patients with complex karyotype did not 
showed the del(5q), but they were included in the study because six cases had a monosomy 5 and six patients 
had an add(5q). None of these patients showed a complete loss of 5q, instead of that SNP-A showed an 
interstitial deletion of 5q in all cases. 

When we focused on the CDR 1 and CDR 2, they were both deleted in all cases. However CRR1 and CRR2 
were only affected in three and four patients respectively in the isolated 5q- and +1 additional alteration group, 
while in patients with complex karyotype CRR1 was affected in 46.4 % and CRR2 was affected in 50% of 
patients. We could assess the OS in 28 out of 39 patients with complex karyotype and SNP-A results. There 
were significant difference of distribution of both CRR1 and CRR2 along the study groups (P<0.001 and 
P<0.001, significance of differences in group distribution in CRR1 and CRR2, respectively) being the complex 
karyotypes the ones who less retained these regions. However the OS was not statistically significant in cases 
that retained or not CRR regions.  

Whole-exome sequencing (WES) 

A total of 93 samples were studied by WES. Samples were classified according to the CC result, related to 
del(5q): MDS with isolated 5q- account for 32 samples, 20 were 5q- isolated, 8 were 5q- + 1 alteration and 24 
were complex karyotype involving 5q-, and nine samples could not be classified in our study group, because, 
four samples were during the follow up and the 5q- was not determined by CC, and three patients 5q- was 
identified by SNP-A and two samples by clonal size assessment. After the bioinformatics analyses we identified 
a total of 3525 non-synonymous variants. Due to the high heterogeneity of all variants, we clustered patients 
according to the mutations detected in ≥3 patients (Figure 1). The most mutated genes were: TP53 (n=25), 
DNMT3A (n=8), CSNK1A1 (n=7), PRPF8 (n=7), SF3B1 (n=6), ASXL1 (n=5). Clinical and outcome parameters 
according to the mutational status of the selected genes are listed in Table 3. Of note, TP53 had a significant 
difference according to the study group, however this is due to the high number of TP53 mutations in del(5q) in 
a complex karyotype. TP53 also had significant statistically different between clinical parameters, such us, 
platelets (P=0.002), leucocytes (P=0.018), ANC (absolute neutrophil count) (P=0.003) and BM blasts (P=0.012), 
this is because 10 out of 18 mutations are located in patients with primary AML, which is related to a more 
aggressive disease. Regarding DNMT3A there was a statistically significant difference (P=0.034) in BM blast 
percentage between mutated and non-mutated. According to ASXL1, the median age of mutated and non-
mutated genes showed a tendency (P=0.07), being older patients the ones who hold mutations in ASXL1. 
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Finally, CSNK1A1 had showed a tendency (P=0.074) but not significant difference in the study group between 
mutated and non-mutated cases. 

Clonal Size of del(5q)  

Assessment of del(5q) clone size was done in 72 patients by allelic imbalance combined with clonal burden by 
variant allelic frequency (VAF) allowed us to reconstruct the clonal hierarchy: in 72% of cases, del(5q) appeared 
to be the initial defect followed by a miscellaneous group of mutations including in two cases CSNK1A1 and in 
two other cases TP53. In contrast, in 28% of cases, a miscellaneous of genes were mutated, being TP53 the 
most observed (n=3), followed by a subclonal del(5q) abnormality (Table 3).  

Targeted re-sequencing  

A 64 gene panel, from well-known genes related to MDS was tested in 128 patients.  According to the study 
group 15 belong to MDS with isolated del(5q), 18 to the isolated del(5q), 15 in 5q- + 1 alteration and 80 to del(5q) 
in a complex karyotype. According to WHO 2008, 11 cases were included in RCUD, two cases in RARS, 18 
cases in RCMD, 15 cases in MDS with isolated del(5q),  23 cases in RAEB-1, 25 cases in RAEB-2, two cases 
in MDS-U, 15 cases in sAML and 11 cases in pAML. 

The median of mutations in MDS with isolated del(5q) was 0 (range: 0-2), in the isolated 5q and 5q- +1 alteration 
was 1 (range: 0-5) and in 5q- in a complex karyotype 2 (range: 0-7). In order to test the effect of number of 
mutations on the OS we categorized the mutations in three groups no mutations, 1 mutation and ≥ 2 mutations 
(Table 4).  

In order to assess the effect of mutations and clinical parameters we added to TruSeq information the mutation 
information for the 93 WES mutations (the ones related to the 64 gene panel). Then we selected the top genes 
founded by WES and we assessed the clinical parameters. Considering the significant variables, TP53 had a 
significant statistically difference between mutated and non-mutated cases regarding platelets number 
(P<0.001) and bone marrow blasts percentage (P<0.001). TP53 had also a significant impact on the OS when 
mutations are present in this gene. DNMT3A also had a significant impact on the OS, being lower in patients 
with mutations in that gene. No other statistical significant differences were found in the other genes. 

Serial samples 

A total of 14 patients were assessed in two different points of their disease. Nine samples were studied at 
diagnosis and during lenalidomide’s treatment, three patients at diagnosis and during progression of their 
disease and one patient during treatment and progression, samples characteristics are detailed in Table 6. 

The average of mutations of samples at diagnosis was 22 per patient and during the lenalidomide’s treatment 
the average of mutations was 21, however if we consider separately responder patients vs. non-responders the 
average was 9 vs. 39 respectively.  Patients at diagnosis and progression had an average of mutations of 6 vs. 
32, respectively.  
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Lenalidomide treatment 

A total of 38 patients received lenalidomide at diagnosis, among them 27 patients had isolated 5q, five patients 
with 5q- + 1 additional alteration and six patients with complex karyotype. Three patients belonging to the 
complex karyotype group had a monosomy 7, but the other patients of this group and also the ones in 5q- +1 
aditional alteration had a variety of alterations. The rate of response was 60.5% (23 responders vs. 14 non-
responders). Complex karyotype was present in four non-responder patients. When we assessed TP53 
mutational status, only one patient had TP53 mutation so we could not assess if it precludes responsiveness. 
We tested the effect on OS for the most common mutated genes in our series and we could nott find a difference 
statistically significant between responders and non-responders. 

Overall Survival 

Overall survival (OS) was assessed in 152 samples with available follow up information. Male and female ratio 
was 59:93, and the OS was significantly shorter in men than in female (median OS: 7.3 (11.2-26.0) vs. 32.0 
(35.3-56.2), P< 0.001; months respectively). Patients with isolated 5q- had a better OS than patients with del(5q) 
+1 additional alteration and patients with del(5q) in a complex karyotypes (57.7 (33.6-81.8) vs. 23.2 (7.3-38.9) 
vs. 6.1 (4.3-7.9); months respectively). Differences were significantly (P<0.001) when comparing complex 
karyotype with the other categories, but it only showed a tendency between all 5q- isolated and 5q- +1 alteration 
(P<0.178). We classified patients according to the risk, with a separate category for MDS with isolated del(5q), 
this one had the best median OS 80.9 months (57.6-104.2) in comparison to low risk 28.3 (13.1-43.5) and 6.8 
(4.6-9.0) in high risk, with a significance difference of P<0.001.  

Multivariate analyses were carried out using data from WES and TruSeq, regarding the low number of variables 
that were significant in the univariate analyses [study group, risk category, platelets, percentage of BM blasts, 
top six genes mutated (TP53, DNMT3A, CSNK1A1, PRPF8, SF3B1, ASXL1)]. The reference category was MDS 
with isolated del(5q), and the variable that retained an statistically significant difference was del(5q) in a complex 
karyotype HR (95%CI): 5 (2.3, 10.9), P<0.001. Regarding risk category (with low risk category as the reference) 
high risk patients had HR (95%CI): 2.3 (1.2, 4.2), P=0.008 and DNMT3A (being non-mutated the reference 
category) HR (95%CI): 1.9 (1.002, 3.4), P=0.049. 
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DISCUSSION 

Herein we present the largest series of del(5q) MDS and AML patients studied by next-generation 
techniques, whole exome sequencing and re-targeting sequencing. Initially we grouped our patients into 
four groups: MDS with isolated del(5q), MDS or AML with isolated del(5q), MDS or AML with del(5q) +1 
alteration and MDS or AML with del(5q) in a complex karyotype. The median OS between patients with 
MDS with isolated del(5q) and isolated del(5q) was not statistically different so we decided to group them 
for the OS analyses. This group of patients had a median OS higher than patients with complex karyotype 
and differences were statistically significant (P<0,001). This significance was also seen in the multivariate 
analyses where complex karyotype retained its independent influence on the OS. This is in agreement with 
previous studies that correlates the complexity of alterations with worse outcome (Haase et al., 2007; 
Malcovati et al., 2007; Schanz et al., 2012). Moreover, when we compared isolated del(5q) and del(5q) +1 
additional alteration there was a tendency (P<0.178) of a significant difference in the OS. However, 
according to the IPSS-R cytogenetics classification patients with del(5q) either isolated or with another 
alteration are grouped in Good prognosis group according to their similar OS (Greenberg et al., 2012; 
Schanz et al., 2012).  

In order to study deeply additional alterations, we studied by SNP-A a total of 79 patients. This allowed us 
to detect additional alterations in isolated del(5q) and +1 alterations and better define cases with complex 
karyotype. Additional alterations were detected in 12 out of 37 patients (32.4%). OS could not be assessed 
due to the low number of patients and lack of follow-up information. CC analyses of these patients did not 
reach the minimum of 20 metaphases analyzed, pointing out a low rate of dysplastic cell division clone/s. 
Besides, in patients with complex karyotype, SNP-A were useful to redefine complex alterations or to identify 
marker chromosomes as well as to confirm that monosomy 5 masks rearrangements involving a deletion of 
5q. 

Mutational studies are an increasing field of research that can lead us to understand molecular defects 
involvement in patients with del(5q). The application of WES in 93 samples allowed us to define top 6 
mutated genes: TP53, DNMT3A, CSNK1A1, PRPF8, SF3B1 and ASXL1, all of them previously described 
in MDS and AML. Low frequency (<5%) of mutations led us to enlarge the series by studying 128 patients 
by re-targeting sequencing (TruSeq) and to assess their impact on OS.  

The top mutated gene in our series was TP53 (n=63; 93.7%), it was mainly mutated in patients with complex 
karyotype confirming the observation made by other groups. TP53 have been related with no response to 
lenalidomide treatment (Jädersten et al., 2011). Unfortunately, we were not able to assess its impact due to 
the absence of follow-up in mutated and treated cases. Regarding OS, TP53 and DNMT3A mutated cases 
showed statistically significant differences in the univariate analyses.  

Regarding DNMT3A was pronominally mutated in complex karyotype group, this is in agreement with 
previous studies which correlate mutations in that gene with high risk and AML patients (Yang et al., 2015). 
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However, we also detected that mutations in seven patients with isolated del(5q) and in 4 patients with 
del(5q)+1 alteration. By univariate and multivariate analysis DNMT3A mutations retained the prognostic 
impact in OS.  Recently this gene has been described, with ASXL1 and TET2, as the most mutated genes 
in patients with clonal hematopoiesis and no hematological disease.(Jaiswal et al., 2014) In our WES 
analyses, one patient, who was studied at two different points (MDS stage and AML progression), was 
mutated in DNMT3A. According to Jaiswal et al. study (Jaiswal et al., 2014) this mutation could be related 
to age but it has been also related to AML either de novo or secondary (Yang et al., 2015). Also it retained 
its significance on the OS at the multivariate analysis (HR (95%CI): 1.9 (1.02, 3.5), P =0.042). Further studies 
are needed in order to elucidate if patients with primary or secondary AML has this tumor suppressor gene 
mutated previously of the hematological disease. In addition, two patients with ASXL1 mutations were 
studied in two different points, and although there was a difference statistically significance on age (median 
mutated vs. median non-mutated), this mutation could not be detected at diagnosis sample, so we could 
assume that these mutations are related to the MDS disease. Regarding TET2, although it was not one of 
the most mutated genes in MDS patients was not significantly related to age and it was not the most 
predominant mutation in 5q- patients. 

Focusing on patients with MDS with isolated del(5q), they showed the best OS, confirming the generally 
association with a better outcome. Those patients had a median of 1 gene mutated (CI 95%: 0-12), and the 
most common one was CSNK1A1 (n=6/47). No mutations of that gene were described in the complex 
karyotype group, however it was also detected in one patient with del(5q) +1 additional alteration). Recently, 
this mutation has been related as a targeted gene for lenalidomide treatment and subsequently with a better 
response (Krönke et al., 2015; Schneider et al., 2014). This has been observed in two of our patients with 
CSNK1A1 mutation, both treated with lenalidomide and achieved a complete response. We can assume 
that in both cases del(5q) could be the primary event, as it was present in 77% and 52% and the variant 
allelic frequency of CSNK1A1 was 68% and 42% respectively. We can think that mutation in CSNK1A1 was 
present in almost all cells with del(5q).  

MDS patients with del(5q) are treated by lenalidomide have a worse response if they present mutations in 
TP53 (Jädersten et al., 2011). Nevertheless, none of our patients treated with lenalidomide harbor mutations 
in that gene.  

Regarding our results there is not yet a mutational profile that could suggest a better or worse response. 
Focusing on patients with del(5q) isolated, four out of six had mutated SF3B1, mutations in that gene have 
been related to a better outcome (Papaemmanuil et al., 2011). In two cases this mutation, had a higher 
variant allelic frequency than del(5q), and was the most predominant mutation. This could be in agreement 
with Cazzola et al., that splicing mutations could be the ones that first arise in MDS disease. PRPF8 as 
SF3B1 gene has been described as a splicing mutation and related to ring sideroblasts. Splicing mutation 
had been described as a first event mutation that could lead a proliferative advantage for the cell, however, 
in our cases not all the mutations in these genes were the predominant ones (Cazzola et al., 2013).  
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Serial samples collected before and after therapy demonstrated that responses are associated with 
decreased clonal burden for del(5q) but there are a persistence of certain mutations.  In contrast, in refractory 
cases subclonal lesions persisted and new appeared, an event associated with progression. For instance, 
patients with CSNK1A1, TP53 or DNMT3A progressed and acquired additional variety of lesions but did not 
see disappearance of CSNK1A1, TP53 or DNMT3A.  

 

The mutational profile for patients with del(5q) could not be elucidated yet due to the high heterogeneity, 
although we analyzed a larger series of cases. However, CSNK1A1, TP53 or DNMT3A are important genes 
involved in the disease. Initial studies of mutational status could help to define patients with a better outcome 
when CSNK1A1 is present (they are clear candidates for lenalidomide treatment). In contrast, patients with 
TP53 mutations should be closely followed for its well-known negative impact on OS and lenalidomide 
response. Moreover, it is noteworthy the high negative impact of DNMT3A mutations in our series. Further 
studies are needed to clarify its impact on del(5q) patients. 
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Table 1: Whole cohort characteristics 

 MDS with 
isolated del(5q) 

Isolated 
del(5q) 

del(5q) +1 
alteration 

del(5q) in complex 
karyotype 

P value 

MDS, n (%)      

Primary 44 32 14 42 
< 0.001 

Secondary 1 3 4 24 

Age, years 74 (50-94) 68 (35-85) 68 (42-86) 67 (24-84)  

Sex (224)      

Male 7 11 9 75 
< 0.001 

Female 40 27 14 41 

Risk      

Low risk 47 16 12 26 
< 0.001 

High risk 0 22 11 90 

Additional Cytogenetics 
alterations 

     

-7/7q- 0 0 1 69  
-17/17p- 0 0 0 32  

WHO (2008)      

RCUD 0 6 4 5  

RARS 0 0 1 1  

RCMD 0 8 5 17  

RAEB-1 0 15 6 19  

RAEB-2 0 0 2 28  
MDS with isolated 5q- 47 0 0 1*  

MDS-U 0 1 1 2  

Secondary AML 0 5 3 19  

Primary AML 0 3 1 23  

IPSS (n=146)      

Good 27 9 0 4  
Intermediate-1 8 13 12 11  

Intermediate-2 0 0 1 33  

Poor 0 0 2 26  

IPSS-R (n=150)      

Very Good 7 2 0 1  

Good 20 7 5 0  

Intermediate 9 12 5 1  
Poor 0 3 3 13  

Very Poor 0 1 1 60  
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Blood Count, median  
(min-max) 

     

Hemoglobin (g/dL) 9.9 
(7.3-13.4) 

9.0 
(4.3-12.3) 

8.5 
(6.7-11.4) 

9.5 
(4.7-82.0) 

0.063 

Platelets x 109 /L 230 
(37-550) 

210 
(14-1042) 

120 
(12-386) 

40.5 
(3-340) 

<0.001 

Leucocytes x 109 /L 4.0 
(0.1-10.1) 

3.6 
(1.3-11.9) 

3.5 
(0.3-182.9) 

2.7 
(0.1-88.4) 

0.008 

ANC 1.6 
(0.5-7.67) 

1.5 
(0.35-7.40) 

1.6 
(0.1-89.6) 

0.7 
(0.1-6.0) 

<0.001 

BM Blasts (%) 2 
(0-5) 

6 
(0-76) 

4 
(0-45) 

9 
(0-87) 

<0.001 

Sequencing technique      

Whole exome  32 20 8 24  

TruSeq 15 18 15 80  
* original diagnosis  

 
 
 

Table 2: Gene panel 

 

GENE CHR LOCATION GENE CHR LOCATION GENE CHR LOCATION
APC 5q21q22 FLT3 13q12 PRPF8 17p13.3
ASXL1 20q11 GATA2 3q21 PTCH1 9q22.3
BCOR Xp11.4 GLI1 12q13.2-q13.3 PTPN11 12q24
BCORL1 Xq25-q26.1 GLI2 2q14 RAD21 8q24.11
BTRC 10q24.32 GNB1 1p36.33 RNF25 2q35
C7orf55 7q34 GPR98 5q13 RUNX1 21q22.3
CALR 19p13.3-p13.2 IDH1 2q32-qter SETBP1 18q21.1
CBL 11q23.3 IDH2 15q21-qter SF3B1 2q33.1
CCDC42B 12q24.13 IRF4 6p25-p23 SIMC1 5q35.2
CDH23 10q22.1 JAK2 9q24 SMC3 10q25
CEBPA 19q13.1 JAK3 19q13.1 SRSF2 17q25.1
CFTR 7q31.2 KDM6A Xp11.2 STAG2 Xq25
CSF1R 5q32 KIT 4q11-q12 STAT3 17q21.31
CUX1 7q22.1 KRAS 12p12.1 SUZ12 17q11.2
DDX41 5q35.3 MECOM 3q26.2 TET2 4q24
DDX54 12q24.13 MED12 Xq13 TP53 17p13.1
DHX29 5q11.2 MLL/KT2A 11q23.3 U2AF1 21q22.3
DNMT3A 2p23 NF1 17q11.2 U2AF2 19q13.42
EED 11q14.2-q22.3 NPM1 5q35.1 WT1 11p13
ERBB4 2q33.3-q34 NRAS 1p13.2 ZRSR2 Xp22.1
ETV6 12p13 OGT Xq13
EZH2 7q35-q36 PHF6 Xq26.3
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Table 3: Clinical parameters and study group characteristics of most mutated genes by WES. 

 TP53 DNMT3A CSNK1A1 PRPF8 SF3B1 ASXL1 
 Mutated Non mutated P Mutated Non mutated P Mutated Non mutated P Mutated Non mutated P Mutated Non mutated P Mutated Non mutated P 

Age 71.0  
(54-86) 

71  
(35-94) - 76.5  

(62-82) 
71 
(35-94) - 75  

(62-85) 
71  
(35-94) - 72  

(65-84) 
71  
(35-94) - 82  

(63-94) 
71  
(35-94) - 79  

(69-83) 
71  
(35-94) 0.07 

Gender (M:F) 9:11 25:49 - 3:3 31:57 - 2:5 32:55 - 4:3 30:57 - 1:3 33-57 - 1:4 33:56 - 
WHO 2008                   
RCUD 0 4 - 0 4 - 1 3 - 1 3 - 1 3 - 0 4 - 
RARS 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 0 0 - 
RCMD 2 8 - 0 10 - 1 9 - 1 9 - 1 9 - 0 10 - 
RAEB-1 1 12 - 2 11 - 0 13 - 1 12 - 1 12 - 0 13 - 
RAEB-2 2 3 - 1 4 - 0 5 - 0 5 - 0 5 - 1 4 - 
MDS 5q- 1 28 - 0 29 - 5 24 - 0 29 - 1 28 - 4 25 - 
MDS-U 0 2 - 0 2 - 0 2 - 1 1 - 0 2 - 0 2 - 
sAML  4 8 - 2 10 - 0 2 - 2 10 - 0 12 - 0 12 - 
pAML 10 6 - 1 15 - 0 16 - 1 15 - 0 16 - 0 16 - 
Clinical Parameters                  
Hemoglobin 
(g/L) 

9.5  
(7.4-10.8) 

9.2  
(4.3-13.4) - 10.3  

(5.9-11.4) 
9.3  
(4.3-13.4) - 9.5  

(7.3-12.0) 
9.3  
(7.3-12.0) - 9.5  

(4.3-10.3) 
9.1  
(5.9-13.4) - 8.6  

(5.9-9.3) 
9.4  
(4.3-13.4) - 8.9  

(7.3-9.8) 
9.3  
(4.3-13.4) - 

Platelets 
(/L) 

59  
(9.0-128.0) 

143  
(11-653) 0.002 100.5  

(9.0-653.0) 
100.5  
(9.0-653.0) - 95.5  

(9-653) 
176  
(47.0-254.0) - 109.5  

(11-340) 
97.5  
(9-653) - 138.0  

(85-653) 
95.5  
(9-550) - 47  

(42-425) 
98  
(9-653) - 

Leucocytes 
(x109/L) 

0.8  
(0.1-76.9) 

3.3  
(0.1-182.9) 0.018 3.9  

(0.1-11.9) 
3.1  
(0.1-182.9) - 3.0  

(2.6-8.4) 
3.2  
(0.1-182.0) - 3.6  

(0.1-10.1) 
3.2  
(0-182) - 3.3  

(2.6-5.1) 
3.2  
(0.1-182.9) - 2.6  

(1.6-2.9) 
3.2  
(0-182.9) - 

ANC 
(/L) 

0.1 
(0.1-3.75) 

1.4  
(0.1-89.6) 0.003 1.83  

(0.1-6.0) 
1.1  
(0.1-89.61) - 1.4  

(0.8-5.0) 
1.1  
(0.1-89.6) - 2.4 

(0.1-4.9) 
1.1  
(0.1-89.6) - 1.6  

(0.9-3.8) 
1.1  
(0.9-3.8) - 1.1  

(0.07-1.10) 
1.15  
(0.0-89.6) - 

BM Blasts  
(%) 

17.0  
(1.0-64.0) 

3.0 
(0-76) 0.012 13.0  

(3.0-45.0) 
3.0  
(0.0-76.0) 0.034 3.0  

(0-76) 
2.8  
(0.0-4.0) - 2.0  

(0-35) 
3.0  
(0-76) - 0.5  

(0.0-7.0) 
3.0  
(0.0-76.0) - 3.0  

(0-15) 
3.0  
(0-76) - 

Study Group                   
MDS 5q- 1 30 

<0.001 

0 31 - 5 26 

0.074 

0 31 - 1 30 - 4 27 - 
Isolated 5q- 0 20 2 18 - 1 19 2 18 - 2 18 - 0 20 - 
5q- + 1 alt 1 7 2 6 - 1 7 1 7 - 1 7 - 0 8 - 
5q- + complex 18 17 2 33 - 0 35 4 31 - 0 35 - 1 34 - 
Presence of other mutations                 
Mutations alone 10 17 - 1 26 - 1 26 - 0 27 - 2 25 - 0 27 - 
Mutations ≥2 10 33 - 5 38 - 6 37 - 7 36 - 2 41 - 5 38 - 
Sample point                   
Diagnosis 4 46 

0.076 
2 48 - 6 44 - 3 47 - 4 46 - 3 47 - 

Treatment 2 14 1 15 - 0 16 - 2 14 - 0 16 - 1 15 - 
Progression 4 9 2 11 - 1 12 - 1 12 - 0 13 - 1 12 - 

OS 4.9 
(0.0-13.1) 

28.3  
(16.3-40.3) - 14.8  

(0.1-33.0) 
28.3  
(19.2-37.4) - 57.7  

(0.1-119.5) 
27.4  
(17.4-37.4) - NR 27.4  

(16.9-38.0) - 17.9  
(12.3-23.6) 

28.3  
(18.8-37.8) - NR 27.4  

(14.2-40.6) - 

 

Gender: M: Male, F: Female; WHO 2008: RCUD: Refractory Cytopenia with unilineage dysplasia; RARS: Refractory Anemia with Ring Sideroblasts; RCMD:  Refractory Cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB: Refractory 
Anemia with Excess Blasts type -1 and 2; MDS 5q-: MDS with isolated del(5q); MDS-U: MDS  Unclassificable; sAML: secondary AML; pAML: primary AML.  Study group: MDS 5q-: MDS with isolated del(5q); NR: Non reached.  
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Table 4: Relation of number of mutations detected by TruSeq and study group. 

 

 

 

 

* OS: median months; ** 1 alteration and ≥2 alterations were grouped. NR: non-reached. 

 

 

 

 

 Isolated 5q +1 alt CK (n=41) 

 Mutations OS* (P=0.652) Mutations OS* (P=0.450) Mutations OS* (P=0.799) 

0 alterations 24 NR 2 17.0 (-) 16 5.5 (3.1-7.9) 

1 alteration 10 NR 6 14.8** (0.1-32.2) 12 6.1 (0.1-13.7) 

≥2 alterations 4 17.93 (0.1-57) 1 - 13 5.2 (3.3-7.7) 
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Table 5: Clinical parameters and study group characteristics of most mutated genes by TruSeq and WES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gender: M: Male, F: Female; WHO 2008: RCUD: Refractory Cytopenia with unilineage dysplasia; RARS: Refractory Anemia with Ring Sideroblasts; RCMD:  Refractory Cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB: 
Refractory Anemia with Excess Blasts type -1 and 2; MDS 5q-: MDS with isolated del(5q); MDS-U: MDS  Unclassificable; sAML: secondary AML; pAML: primary AML.  Study group: MDS 5q-: MDS with isolated 
del(5q); NR: Non reached.  

 TP53 DNMT3A PRPF8 SF3B1 ASXL1 

 Mutated Non mutated  P Mutated Non mutated P Mutated Non 
mutated P Mutated Non mutated P Mutated Non mutated P 

Age 68 
(24-86) 

69 
(35-94) - 73.0  

(38-84) 
68.0  
(24-94) - 72  

(55-84) 
69  
(24-94) - 74  

(48-94) 
68  
(24-88) - 72  

(31-84) 
68  
(24-94) - 

Gender (M:F) 37:26 65:96 - 12:11 90:111 - 8:5 87:105 - 4:12 98:110 - 9:9 93:113 - 

WHO 2008                
RCUD 1 14 - 1 14 - 1 11 - 2 2 - 1 14 - 
RARS 0 2 - 1 1 - 0 2 - 1 1 - 0 2 - 
RCMD 10 19 - 3 26 - 1 27 - 5 5 - 3 26 - 
RAEB-1 6 30 - 4 32 - 1 27 - 1 1 - 3 33 - 
RAEB-2 19 11 - 4 26 - 2 27 - 1 1 - 1 29 - 
MDS 5q- 1 44 - 3 42 - 1 38 - 4 4 - 4 41 - 
MDS-U 1 3 - 0 4 - 1 3 - 0 0 - 0 4 - 
pAML 12 15 - 2 25 - 1 26 - 0 0 - 0 27 - 
sAML  10 17 - 4 23 - 4 23 - 2 2 - 2 25 - 
Clinical Parameters               

Hemoglobin 9.5 
(5.7-13.5) 

9.3 
(4.3-82.0) - 10.0  

(5.9-82.0) 
9.3  
(4.3-13.5) - 9.5  

(4.3-10.3) 
9.3  
(4.7-82.0) - 8.7  

(5.9-11.1) 
9.4 
(4.3-82.0) - 9.2  

(7.3-82.0) 
9.4  
(4.3-13.5) - 

Platelets 43 
(6-340) 

119 
(3-1042) <0.001 49  

(3-386) 
85  
(6-1042) - 59.5  

(11-340) 
63  
(3-653) - 159.0 

(12-653) 
72.0  
(3-1042) - 46.0  

(3-425) 
88.0  
(6-1042) - 

Leucocytes 2.6 
(0.1-88.4) 

3.3 
(0.1-182.9) - 3.8  

(0.1-17.6) 
3.1  
(0.1-182.9) - 2.8  

(0.1-22.9) 
3.1  
(0.1-182.9) - 3.5  

(0.32-7.4) 
3.2  
(0.1-182.9) - 2.6 

(0.7-22.9) 
3.3  
(0.1-182.9) - 

ANC 0.6 
(0.1-5.9) 

1.4 
(0.1-89.6) - 1.5  

(0.1-6.3) 
1.1  
(0.1-89.6) - 1.4  

(0.1-5.0) 
1.0  
(0.0-89.6) - 1.4 

(0.1-6.3) 
1.1 
(0.1-89.6) - 1.0  

(0.1-5.0) 
1.2  
(0.1-89.6) - 

BM Blasts 
(%) 

10.50 
(0.0-79.0) 

3.0 
(0.0-87.0) <0.001 10 

(1-87) 
4.0  
(0-79) - 5.0  

(0-87) 
4.5 
(0.0-79.0) - 2.0 

(0.0-40.0) 
5.0  
(0.0-87.0) - 4.0  

(0.0-79.0) 
5.0  
(0.0-87.0) - 

Study Group                
MDS 5q- 1 46 - 3 44 - 1 40 - 4 43 - 4 43 - 
Isolated 5q- 0 38 - 4 34 - 2 30 - 5 33 - 2 36 - 
5q- + 1 alt 3 20 - 4 19 - 1 18 - 5 18 - 0 23 - 
5q + complex 59 57 - 12 104 - 9 104 - 2 114 - 12 104 - 
Presence of mutations               
Mutations alone 13 29 - 6 36 - 4 38 - 4 38 - 2 40 - 
Mutations ≥2 13 17 - 5 25 - 3 27 - 5 25 - 4 26 - 
Sample Status                
Diagnosis 10 85 - 8 87 - 4 81 - 12 83 - 5 90 - 
Treatment 4 31 - 4 31 - 2 31 - 0 35 - 2 33 - 
Progression 6 12 - 4 14 - 2 16 - 1 17 - 1 17 - 

OS 7.3 
(2.3-12.4) 

23.7 
(12.5-40.0) <0.001 14.8 

(0.6-28.9) 
20.7 
(10.7-30.7) 0.039 NR 17.0 

(13.2-20.7) - 18.0 
(17.9-18.1) 

17.3  
(9.6-25.0) - 23.2 

(0.1-71.8) 
17.3 
(12.3-22.3) - 
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Table 6: Serial sample mutational characteristics. 

 

Patient 
ID WHO 2008 Study Group Mutations at diagnosis 

Mutations during treatment Mutations in progression 

Months from diagnosis Number of 
Mutations 

Months from 
diagnosis Number of Mutations 

1 MDS with isolated 
del(5q) 

MDS with isolated 
del(5q) 1   + 5 months 3 

2 MDS with isolated 
del(5q) 

MDS with isolated 
del(5q) 6 (CSNK1A1: 3%)   + 48 months 64 (CSNK1A1: 91%) 

3 MDS with isolated 
del(5q) 

MDS with isolated 
del(5q) 15 (DNMT3A: 38.9%) 

+8 months LEN  
+12 months without 
treatment 

8 (DNMT3A 19.1%)   

4 MDS with isolated 
del(5q) 

MDS with isolated 
del(5q) 22 (ASXL1: 29%) + 8 months LEN (CR) 8 (no ASXL1)   

5 RAEB-1 Isolated del(5q) 21 (RUNX1: 8.0%) + 6 months LEN (CR) 16 (RUNX1: 31.2%)   
6 RCUD (RA) 5q- +1 alteration 10 (SF3B1: 16.3%) + 9 months LEN (CR) 4 (no SF3B1)   
7 RAEB-1 Isolated del(5q) 6 + 24 months LEN (PR) 71 (IDH2:44%)   
8 RCMD Isolated del(5q) 10 + 12 months LEN (SD) 7   
9 RCMD Isolated del(5q) 39 (PRPF8: 27.7%) + 8 months LEN (CR) 34 (PRPF8: 47.2%)   

10 RCMD Isolated del(5q) 22 (CSNK1A1: 41.9%) +10 months LEN (CR) 26 (no CSNK1A1)   

11 MDS with isolated 
del(5q) 

MDS with isolated 
del(5q) 8 (TET2: 25.4%) +24 months LEN (CR) 16 (no TET2, ASXL1: 

35.5%)   

12 RCMD 5q- complex karyotype  +1 month LEN (NR)  + 5 months  
AML progression  

13 RCUD (RA) 5q- complex karyotype 12 (PRPF8: 6.0%) + 2 months LEN (NR)  + 1 month 
AML progression 29 (PRPF8: 3.0%) 

14 RAEB-1 5q- complex karyotype  + 10 months LEN (CR) 13 (dnmt3a: 21.8%) +10 months  
AML progression 

26 (DNMT3A: 23.3%; 
RUNX1: 12.5%) 

*    Only represented those mutations previously reported in MDS and VAF percentage. 
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Figure 1: Representation of non-synonymous variants detected by WES  

 

Genes
TP53 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
DNMT3A 1 1 1 1 1 1 1 1
CSNK1A1 1 1 1 1 1 1 1
PRPF8 1 1 1 1 1 1 1
SF3B1 1 1 1 1 1 1
ASXL1 1 1 1 1 1
DYRK1B 1 1 1 1 1
NALCN 1 1 1 1 1
TET2 1 1 1 1 1
CACNA1I 1 1 1 1
DBT 1 1 1 1
ELL 1 1 1 1
FAM83A 1 1 1 1
JARID2 1 1 1 1
NFIC 1 1 1 1
RUNX1 1 1 1 1
AKAP11 1 1 1
AMPD2 1 1 1
BNIP1 1 1 1
BSN 1 1 1
CLCA4 1 1 1
CMYA5 1 1 1
CNKSR2 1 1 1
CNTNAP4 1 1 1
CSMD2 1 1 1
DNAH5 1 1 1
FOXP4 1 1 1
FRAS1 1 1 1
FUT11 1 1 1
HAUS7 1 1 1
HOXB2 1 1 1
IDH2 1 1 1
KCNE1L 1 1 1
KDM3B 1 1 1
KLF4 1 1 1
LAMB4 1 1 1
LMTK3 1 1 1
LONP2 1 1 1
MAP1A 1 1 1
MEGF10 1 1 1
MFSD7 1 1 1
NFATC1 1 1 1
NUMA1 1 1 1
PCMTD1 1 1 1
PLXNA1 1 1 1
PRR12 1 1 1
PUS10 1 1 1
RP1L1 1 1 1
STRA6 1 1 1
TBX2 1 1 1
TCF15 1 1 1
UTP20 1 1 1
WRNIP1 1 1 1
CG Group 3 3 3 0 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 1 3 2 1 2 2 0 0 0 1 0 0 2 1 3 1 3 0 1 3 0 0 1 0 3 1 0 2 0 0 1 1 1 3 0 1 0 0 0 3 1 3 3 1 0 3 3 3 0 0 3 0 0 1 0 3 1 1 2 0 0 1 0 3 0 2 1 0 0 0 0 1 3 3
Lenalidomide

0 5q- synd Responder
1 isolated 5q- Non-responder
2 5q- + 1 NA 
3 complex

NA

CG Group Lenalidomide

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 10 20 30

Mu
tat

ion
s p

er
 pa

tie
nt

Mutations per gene



19 
 

SUPPLEMENTARY INFORMATION 

Whole-exome sequencing analysis 

All raw 100bp and 75bp were aligned to the human genome reference sequence (hg19) using BWA v.0.5.9-
r16 with default parameters for paired-end reads. Aligned reads were realigned using GATK’s. Indel 
Realigner v 1.6-5-g557da77 combining all reads from the same patients and subsequently splitting them. 
Duplicate reads were removed using Picard Tools (http://picard.sourceforge.ne) v 1.65 Mark Duplicates. 
Finally the GATK’s Table Recalibration tool was used to recalibrate the reads’ base quality scores. Median 
coverage was 60x. Somatic SNVs were identified by using VarScan2 v 2.3 to compare the tumor to the 
normal sample and identify, for each patient, the single nucleotide variants (SNVs) and small insertions and 
deletions (indels) that are inherited (germline variants), acquired in the tumor (somatic mutations), resulting 
from a loss of heterozygosity (LOH) or of unknown status. The required pileup files for VarScan2 were 
generated using SAMTools (PUBMED-ID: 19505943) mpileup v 0.1.18. 

 

 

  

http://picard.sourceforge.ne)
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DISCUSIÓN

 “Cuando ya no somos capaces de cambiar una situación, 
nos encontramos ante el desafío de 

cambiarnos a nosotros mismos”
Víctor Frankl 
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5   D ISCUSIÓN 
Los síndromes mielodisplásicos es una entidad altamente heterogénea 
que se caracteriza por citopenias en SP y un riesgo incrementado de 
progresión a LMA. Su diagnóstico se basa en la evidencia morfológica 
de la displasia mediante la observación de un aspirado de MO, y los pa-
cientes se clasifican en 7 grupos morfológicos de acuerdo con los crite-
rios establecidos por la WHO 2008 (Swerdlow et al., 2008). El pronóstico 
se mide mediante el cálculo de índices pronósticos, el más utilizado es 
el IPSS-R (Greenberg et al., 2012) que incluye las citopenias, el por-
centaje de blastos en MO y las características citogenéticas. La estrati-
ficación del riesgo de estos pacientes nos permitirá determinar cuál es 
la mejor terapia para el paciente, ya que los objetivos en pacientes de 
bajo riesgo y alto riesgo serán distintos.  En pacientes de bajo riesgo 
el objetivo es disminuir los requerimientos transfusionales y prevenir la 
transformación a un SMD de alto riesgo o la progresión a una LMA. 
En el caso de los pacientes de alto riesgo el objetivo será prolongar la 
supervivencia. 

La primera parte de esta tesis se centra en el estudio de pacientes me-
diante técnicas de citogenética convencional y FISH. Ambas técnicas se 
consideran el “gold estándar” en los laboratorios de citogenética par el 
estudio de las neoplasias mieloides. 

El estudio I (punto 4.1) de esta tesis se basa en el estudio del cariotipo 
complejo, este se detecta en un 15% de los pacientes con SMD y pre-
senta un pronóstico adverso, aunque heterogéneo. Durante los últimos 
años y a raíz de la definición del cariotipo monosómico se ha generado 
controversia para determinar si el cariotipo monosómico podría definir 
mejor un grupo de pacientes con un peor riesgo en el cariotipo complejo 
(Belli et al., 2011; Breems et al., 2008; McQuilten et al., 2015; Patnaik et 
al., 2011; Schanz et al., 2013). Para ello, analizamos las características 
citogenéticas de pacientes con cariotipos de menos de 3 alteraciones, 
cariotipos complejos y cariotipos monosómicos con el fin de determinar 
el impacto del cariotipo monosómico en la SG y en el riesgo de pro-

Estudio de perfiles moleculares en pacientes con síndrome mielodisplásicos



gresión a LMA de pacientes con SMD de novo. El estudio II (punto 4.2) 
se centró en determinar la incidencia de la deleción 7q y la monosomía 
7 en pacientes que mediante citogenética convencional no presentaron 
la deleción o la monosomía del cromosoma 7, y el impacto de la in-
formación adicional que aporta el estudio mediante la técnica de FISH 
así cómo cuál sería el grupo de pacientes que se beneficiaría de estos 
estudios.

La segunda parte de esta tesis se centra en el estudio mediante técnicas 
de microarrays genómicos (SNP-arrays, SNP-A) y de next-generation 
sequencing para el estudio de ganancias y pérdidas o alteraciones mu-
tacionales respectivamente en pacientes con SMD y LMA y la deleción 
5q. La utilidad de los SNP-A en pacientes con SMD y LMA ha sido am-
pliamente probada por distintos grupos (Jerez et al., 2012; Maciejewski 
et al., 2009; Makishima and Maciejewski, 2011; Mallo et al., 2013) y ha 
permitido caracterizar mejor el tamaño de la deleción 5q. Los estudios 
moleculares en pacientes con SMD han demostrado tener una clara 
relación entre fenotipo y genotipo, así como implicación pronóstica. En 
el estudio III (punto 4.3) hemos estudiado un total de 228 pacientes con 
la deleción 5q determinada mediante CC. Mediante técnicas de whole-
exome sequencing y de secuenciación dirigida, para determinar si las 
alteraciones moleculares proporcionan información adicional que nos 
permitan definir mejor el pronóstico de los pacientes así como la respu-
esta o recaída al tratamiento.

5.1  El cariotipo monosómico en los SMD es út il 
para def in ir  un subgrupo de peor pronóstico en los 
pacientes que presentan un cariot ipo alterado,  ya 
sea complejo o no,  y  por lo tanto ser de ut il idad 
como en los pacientes con LMA.

El cariotipo complejo (CK, complex karyotype) se define por pre-
sentar tres o más alteraciones clonales y se asocia claramente a un 
peor pronóstico (Greenberg et al., 1997, 1998, 2012; Haase et al., 2007; 

Vera Ademà Llobet                                                                                          Discusión
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Schanz et al., 2011).  Actualmente y gracias a la nueva clasificación 
citogenética para el IPSS-R, se ha demostrado que hay un pronóstico 
diferenciado entre los pacientes que presentan 3 alteraciones y los que 
presentan más de tres alteraciones (mediana de SG 15,6 meses vs. 
5,7 meses (P<0,01), respectivamente) (Schanz et al., 2012). Aun así 
es un grupo altamente heterogéneo y poco sabemos de la relevancia 
pronóstica que pueden tener los distintos subgrupos. Actualmente y a 
raíz del estudio publicado por Breems y cols (Breems et al., 2008) en 
el que determinaron que el cariotipo monosómico (MK, monosomal 
karyotype) suponía un peor pronóstico en pacientes con LMA, difer-
entes estudios han tratado de aclarar si el MK define un grupo de peor 
pronóstico en los SMD con cariotipo complejo.  

En el estudio I analizamos un total de 1.054 pacientes con SMD de 
novo, de los cuales 203 (19,3%) presentaban un CK. De ellos, 150 
(73,9%) también cumplían los criterios de MK (2 monosomías o una 
monosomía y una alteración estructural). El MK se describió en un total 
de 172 pacientes (16,3%), 150 (87,2%) de los cuales también cumplían 
criterios de CK. Esto demostraba una estrecha relación entre el CK y el 
MK, ya que sólo 22 pacientes presentaban un MK fuera del contexto de 
un CK. Schanz y cols (Schanz et al., 2013) también determinaron una 
fuerte relación entre el MK y un alto número de alteraciones, ya que 
observaron que el porcentaje de MK incrementa a medida que incre-
menta el número de alteraciones, así pues pacientes con 2, 3, 4 ó ≥ 5 
alteraciones citogenéticas adicionales presentan, 13%, 37%, 73% y un 
84% de pacientes con MK, respectivamente.

Inicialmente, analizamos el impacto de las alteraciones citogenéticas 
en los pacientes con CK para determinar si había algún grupo de peor 
pronóstico dentro del CK. Determinamos que la SG disminuía con el 
incremento en la complejidad del cariotipo, es decir, pacientes con CK 
y más de 3 alteraciones presentaban una peor SG que los pacientes 
con CK de 3 alteraciones y que los pacientes sin CK (mediana SG: 7,56 
vs. 10,23 vs. 47,7; P<0,001, respectivamente). Estos resultados concu-
erdan con los determinados para la clasificación citogenética del IPSS-R 
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realizada por Schanz y cols (Schanz et al., 2012) en el que demuestra 
que el CK con más de 3 alteraciones presenta una SG peor y significati-
vamente diferente que los pacientes con CK de tres alteraciones (medi-
ana SG: 5,7 vs. 15,6; P<0,01, meses respectivamente). 

Realizamos el mismo análisis para los pacientes con MK, demostrando 
que cariotipos con más alteraciones presentaban una peor superviven-
cia. La mediana de SG disminuía al incrementar el número de altera-
ciones en los grupos sin CK, CK de tres alteraciones y CK de más de 
tres alteraciones (20,57 vs. 9,38 vs. 7,62; P=0,02, meses respectiva-
mente). Cuando analizamos el efecto en la SG del MK en pacientes con 
CK, vimos una tendencia a una menor SG (P=0,092) (Figura 25), pero 
en todo caso no resultó significativa en el análisis univariado. 

Figura 25_ Curva Kaplan-Meier de la SG de pacientes con CK, comparación entre pacientes que 
además presentaban MK vs. pacientes sin MK.

El efecto del MK en pacientes con CK tampoco presentó influencia en 
el análisis multivariado. En el estudio de Schanz y cols (Schanz et al., 
2013), los resultados fueron similares a los nuestros y aunque el MK 
no mantuvo su influencia en la SG en el análisis multivariado, sí de-
terminaron una relación significativa entre el número de alteraciones 
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adicionales y el MK hasta un máximo de 4 alteraciones, es decir, el MK 
presentaba influencia en la SG en MK con 2, 3 y 4 alteraciones (medi-
ana SG: 13,4 vs. 8,0 vs. 7,9; P<0,001; meses respectivamente) pero a 
partir de 5 alteraciones el efecto negativo del cariotipo estaba muy influ-
enciado por el número de alteraciones y no por la presencia de un MK. 
Contrariamente McQuilten y cols (McQuilten et al., 2015) determinaron 
que la influencia del MK sí que se mantenía en pacientes con más de 
4 alteraciones citogenéticas respecto a pacientes sin MK (mediana SG: 
6,0 vs. 9,0; P=0,02; meses respectivamente), igual que los resultados 
obtenidos Patnaik y cols (Patnaik et al., 2011) que difieren de los nues-
tros, ya que, en ambos estudios el MK mantuvo su influencia independi-
ente en el análisis multivariado. En el estudio de Belli y cols (Belli et al., 
2011) determinaron un comportamiento similar entre el CK y el MK pero 
no incluyeron el MK en el análisis multivariado, con lo que no podemos 
saber si se habría mantenido o no significativo.

Para intentar esclarecer este punto y debido a la alta relación que de-
tectamos entre el MK y las alteraciones citogenéticas adicionales, decid-
imos analizar la SG de los pacientes con un máximo de dos alteraciones 
citogenéticas. De esta manera, manteníamos la definición de MK sin el 
contexto de un CK. Los pacientes con dos alteraciones que cumplían 
criterios de MK presentaron una SG inferior a los pacientes sin MK (me-
diana de la SG: 20,8 vs. 36,2; P=0,02; meses respectivamente) en el 
análisis univariado (Figura 26). Pero la influencia del MK se perdió en el 
análisis multivariado. Este hecho refuerza la hipótesis que la compleji-
dad del cariotipo determina el peor pronóstico en los pacientes con MK 
y CK, además cuando hacemos el análisis teniendo en cuenta si el CK 
tiene influencia en el MK, este demuestra tener un impacto independi-
ente en los pacientes con MK tanto en el estudio univariado como en 
multivariado. Los resultados obtenidos por Schanz y cols (Schanz et al., 
2013) apoyan esta teoría, ya que el pronóstico de los pacientes con MK 
empeora cuando incrementan el número de alteraciones adicionales, 
con lo que determinan que es el número de alteraciones lo que define 
el peor pronóstico independientemente del MK. En los estudios de Mc-
Quilten y cols, Patnaik y cols y Schanz y cols (McQuilten et al., 2015; 
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Patnaik et al., 2011; Schanz et al., 2013) no estudiaron el efecto del MK 
fuera del contexto de un CK.

Figura 26_ Curva Kaplan-Meier de la SG de pacientes con MK de 2 alteraciones vs. pacientes con 
cariotipo no monosómico de 2 alteraciones.

Aunque la influencia del MK no se mantuvo en el análisis multivariado, 
pero si en el análisis univariado, quisimos determinar si las monosomías 
en el cromosoma 5 y cromosoma 7, que son las más frecuentes en 
pacientes con MK, presentaban influencia en el MK. La SG de los pa-
cientes con MK y monosomías 5 y/ó 7 presentaron una peor SG que los 
pacientes con MK que involucraban otras alteraciones citogenéticas o 
los pacientes sin MK (mediana de SG: 8,12 vs. 8,19 vs. 46,17; P<0,001; 
meses respectivamente). La presencia de estas monosomías mantuvo 
su influencia en la SG en el análisis multivariado. En el estudio de Mc-
Quilten y cols (McQuilten et al., 2015) ambas alteraciones fueron sig-
nificativas en el análisis univariado pero no mantuvieron su significación 
en el análisis multivariado, probablemente porque la mayoría se encon-
traba formando parte de un CK. Contrariamente, en los estudios de Pat-
naik y cols (Patnaik et al., 2011) la SG fue similar entre pacientes con 
MK y monosomías 5 y/ó 7 que en pacientes con otras monosomías. Del 
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mismo modo, Schanz y cols (Schanz et al., 2013) no determinaron difer-
encias significativas entre la SG de pacientes con MK y monosomías 
5 y/ó 7 y los pacientes con MK con otras monosomías. Sin embargo 
cuando dividieron los pacientes en más o menos de 5 alteraciones los 
pacientes con menos de 5 alteraciones y sin los cromosomas 5 ó 7 
involucrados presentaban una mejor SG (mediana de SG: 12,2 vs. 8,2; 
P=0,053; meses respectivamente), la presencia de estas monosomías 
no presentaba ningún efecto en CK de más de 5 alteraciones. Segu-
ramente nuestro estudio determinó diferencias significativas, ya que la 
mayoría de los pacientes con MK involucraban estos cromosomas. El 
impacto de la monsomía 5, es controvertido, ya que en la mayoría de los 
casos no es una monosomía real (Galván et al., 2010) sino que deter-
mina una elevada inestabilidad clonal que enmascara reordenamientos 
de la del(5q). En el caso de la monosomía 7, se incluye como alteración 
de mal pronóstico en la nueva clasificación citogenética para el IPSS-R 
(Greenberg et al., 2012; Schanz et al., 2012) y demuestra una peor SG, 
con lo que su efecto negativo en el cariotipo monosómico era esperable. 

Respecto al riesgo de progresión a LMA, el MK no presentó influencia 
en la evolución a LMA, mientras que si lo hizo la complejidad cromo-
sómica. Patnaik y cols (Patnaik et al., 2011) tampoco obtuvieron resulta-
dos estadísticamente significativos, aunque la probabilidad de progresar 
a una LMA fue superior en pacientes con MK que en pacientes con CK 
(HR: 2,9, IC 95%, 0,8-9,0; P=0,09; respectivamente). En el estudio de 
Schanz y cols (Schanz et al., 2013) el MK tampoco presentó influencia 
independiente del riesgo de progresión a LMA.  

Con los datos obtenidos, parece ser que el MK no presenta una influ-
encia independiente en la SG de los pacientes con SMD. En cambio, la 
complejidad del cariotipo, es decir el número de alteraciones citogenéti-
cas sí que presentan un impacto independiente en la SG y en la proba-
bilidad de progresión a LMA. 
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5.2 Aplicabilidad y utilidad  de  las técnicas de 
c itogenética convencional y F ISH de 7q para el es-
tudio de los SMD.
El estudio citogenético de MO es una de las variables más importantes 
en el cálculo del pronóstico de los pacientes con SMD y en algunos ca-
sos, en la elección de la terapia más efectiva. Además de la citogenética 
otros estudios pueden ser útiles para el diagnóstico de los SMD, como 
la técnica molecular de FISH. La técnica de FISH nos permite detectar 
ganancias, pérdidas y translocaciones desequilibradas presentando una 
mayor sensibilidad que la CC convencional. Mediante el uso de sondas 
específicas de secuencia podremos estudiar células en interfase y evitar 
la necesidad de la obtención de células en metafase. 

Una de las alteraciones más representativas en los SMD de alto riesgo 
son las que involucran el cromosoma 7, tanto la monosomía (-7) como la 
pérdida intersticial de 7q [del(7q)]. Aproximadamente un 10% de los pa-
cientes con SMD presentan alteraciones en este cromosoma, tanto de 
manera aislada como formando parte de un cariotipo complejo (Haase 
et al., 2007).

En el estudio II analizamos un total de 820 pacientes con SMD y re-
alizamos el FISH aplicando la sonda 7q31 [D7S486/CEN 7 (D7Z1)]. En 
nuestro estudio pudimos detectar un total de 5,2% de casos positivos, 
demostrando que la técnica de FISH presenta una mayor sensibilidad 
en la detección de la -7 o la del(7q). 

Detectamos un total de 5,2% de casos positivos y la mayoría se de-
tectaron en pacientes con cariotipo normal. Dicho hallazgo no es de 
extrañar ya que el porcentaje de pacientes con SMD y cariotipo nor-
mal asciende al 50%, constituyendo un grupo altamente heterogéneo. 
Además, estudios anteriores mediante FISH de pacientes con SMD y 
cariotipo normal, como el de Bernasconi y cols (Bernasconi et al., 2003), 
el de Rigolini y cols (Rigolin et al., 2001) y el de Ketterling y cols (Ket-
terling et al., 2002) demostraron que la técnica de CC puede fallar en 
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revelar algunas alteraciones citogenéticas. Esto puede ser debido a al-
teraciones crípticas, en cuyo caso sería por una relación directa con la 
resolución de la técnica, pero en otros casos puede deberse a la inca-
pacidad del clon displásico de dividirse correctamente in vitro, es decir, 
porque presenta un bajo índice mitótico, o debido a una MO pobre en 
celularidad o un bajo porcentaje de células con la alteración. 

Para determinar si el FISH era igual de resolutivo en todos los pacientes 
con cariotipo normal, estratificamos el cariotipo normal en función del 
número de metafases que pudieron ser cariotipadas de acuerdo con 
el estudio de Mallo y cols (Mallo et al., 2008), y pudimos determinar 
una relación inversamente proporcional entre el número de metafases 
analizadas y el número de casos positivos, es decir, a mayor número de 
metafases analizadas menor porcentaje de casos positivos mediante 
FISH. Al mismo tiempo, los pacientes con un cariotipo sin metafases 
y los pacientes que presentaron entre 1 y 9 metafases normales pre-
sentaron un porcentaje similar de casos positivos por FISH (11,1% vs. 
8,6%, respectivamente), estos resultados confirmarían las hipótesis de 
estudios anteriores respecto a la sensibilidad por un bajo porcentaje de 
células con la alteración o por un bajo índice mitótico del clon displásico 
(Bernasconi et al., 2003; Ketterling et al., 2002; Rigolin et al., 2001). 
También sería importante la aplicación del FISH para verificar mono-
somías o deleciones que no alcanzan el mínimo de metafases para ser 
consideradas alteraciones clonales (las monosomías y las deleciones 
deben detectarse en un mínimo de 3 metafases o 2 metafases, respecti-
vamente) de acuerdo con las guías del ISCN 2013 (Shaffer et al., 2013), 
en el estudio de Wyandt y cols (Wyandt et al., 1998) pudieron confirmar, 
aunque no todas, algunas de las monosomías 7. Siendo la monosomía 
7 una alteración de mal pronóstico (Greenberg et al., 1997, 1998, 2012), 
sería recomendable realizar el FISH cuando la clonalidad no se puede 
establecer. El grupo control de nuestro estudio (n=47) de pacientes con 
-7 o del(7q) por CC presentaron una correlación del 100% con la técnica 
de FISH.

Aun así, la utilidad de la técnica de FISH presenta cierta controversia. 
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Bernasconi y cols y Rigolin y cols (Bernasconi et al., 2003; Rigolin et al., 
2001) demostraron que la aplicación de un panel de sondas en pacientes 
con cariotipo normal permitía detectar entre un 18% y un 15% de casos 
positivos, respectivamente. Demostrando que la efectividad el FISH no 
sólo residía en su mayor sensibilidad sino también en la capacidad de 
detectar clones minoritarios o clones tumorales con muy bajo índice 
mitótico. En cambio, estudios realizados por Cherry y cols (en pacientes 
con cariotipo normal y alterado) y Ketterling y cols (pacientes con cariot-
ipo normal)  (Cherry et al., 2003; Ketterling et al., 2002) no determinaron 
la superioridad del FISH respecto a la CC. Ambos estudios se realizaron 
en pacientes que presentaban un menor riesgo de acuerdo con el IPSS 
(Greenberg et al., 1997, 1998), de manera que la probabilidad de deter-
minar nuevas alteraciones era menor. Ambos estudios determinaron la 
limitación de la técnica de FISH en base a la heterogeneidad existente 
en los pacientes con SMD, ya que las alteraciones detectadas mediante 
FISH responden únicamente a las sondas que se aplican. En el estu-
dio de Romeo y cols (Romeo et al., 2002) determinaron las ventajas y 
las desventajas de ambas técnicas, ya que el resultado de su estudio 
les permitió por una parte correlacionar los resultados mediante FISH 
y CC, por otra parte determinar la mayor utilidad de la CC cuando las 
alteraciones, como por ejemplo, translocaciones que involucran otras 
regiones del cromosoma que no se corresponden a la sonda de FISH 
o alteraciones para las cuales no se había incluido la sonda de FISH, 
no pueden ser detectadas por FISH, y por último demostrar la utilidad 
del FISH en muestras sin metafases, ya que la aplicación del FISH les 
permitió determinar alteraciones en CC no informativas.

En casos con cariotipos complejos, el FISH nos ayuda a definir mejor 
la alteración, ya que algunas deleciones o monosomías del cromosoma 
7 en cariotipos complejos implican reordenamientos complejos que pu-
eden alcanzar zonas terminales y brazos cromosómicos enteros o impli-
car pequeñas inserciones, que pueden acabar formando pequeños mar-
cadores muy difíciles de identificar sin la ayuda del FISH (Shaffer et al., 
2013).  Aun así, y de acuerdo con el estudio de Li y cols (Li et al., 2008), 
técnicas de pintado cromosómico como, el SKY (Spectral Karyotyping) 
o el M-FISH (Multicolor-FISH) serán de más utilidad,  ya que permiten 
mejorar la caracterización de alteraciones cromosómicas complejas y 
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permiten descifrar marcadores cromosómicos inclasificables.

En nuestro estudio, también determinamos que la detección por FISH de 
la -7 o de la del(7q) suponía una disminución en la SG de los pacientes 
con FISH positivo (mediana SG: 38,7 vs. 82,8, P<0,001; meses respec-
tivamente). En nuestro estudio comparamos la SG entre los pacientes 
con -7 o del(7q) en los grupos de bajo riesgo, riesgo intermedio y de 
alto riesgo morfológico según la WHO 2008. Sólo pudimos determinar 
diferencias significativas en la SG en los pacientes de riesgo intermedio 
(mediana SG: 31,7 vs. 75,8; P=0,009; meses respectivamente) (Figura 
27). En los pacientes de bajo riesgo, no se puedo calcular debido al 
bajo porcentaje de pacientes con monosomía 7, y en los de alto riesgo 
la diferencia entre ambas alteraciones no fue significativa debido a que 
la mayoría presentaban un cariotipo complejo (que supone un efecto 
negativo en estos pacientes). Los resultados en el grupo de riesgo in-
termedio concuerdan con la nueva clasificación citogenética del IPSS-R 
de Schanz y cols (Schanz et al., 2012) en el que la monosomía 7 se 
clasifica como alteración de mal pronóstico y en cambio la del(7q) como 
alteración de riesgo intermedio (mediana SG: 9,9 vs. 37,1; P=0,006; me-
ses, respectivamente).

Figura 27_ Curva Kaplan-Meier de la SG de pacientes con SMD y grupo de riesgo intermedio 
(Swerdlow et al., 2008) con resultado de FISH positivo vs. negativo.
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Así pues, la técnica de FISH nos permite verificar alteraciones no clon-
ales así como detectar alteraciones en pacientes que presentan un 
cariotipo normal. Pacientes con un riesgo intermedio, de acuerdo con 
la clasificación morfológica de la WHO 2008, se pueden beneficiar de 
la aplicación del FISH ya que nos permitirá discriminar pacientes que a 
priori esperaríamos que tuvieran una mejor SG, a pacientes con un claro 
alto riesgo.

5.3  La elevada heterogeneidad de la arquitectura 
mutacional  de  la deleción 5q mediante técnicas de 
microarrays genómicos (SNP array) y  next-gener-
ation sequencing.
La deleción 5q es una de las alteraciones más comunes en los SMD, 
la podemos detectar en un 20%-30% de los pacientes (en un 5% se 
encontrará asociada a otra alteración y hasta un 10% formando parte 
de un cariotipo complejo) (Haase, 2008; Raza and Galili, 2012). En 
el estudio III, analizamos un total de 228 pacientes (241 muestras, in-
cluyen muestras de seguimiento), de los cuales 47 presentaban un SMD 
con del(5q) aislada (WHO 2008, (Swerdlow et al., 2008)), 38 presenta-
ban un SMD o LMA con una deleción aislada en 5q, 23 presentaban 
SMD o LMA del(5q) más una alteración acompañante y 115 con SMD o 
LMA la del(5q) formaba parte de un cariotipo complejo. 

La SG se evaluó en un total de 152 pacientes, que se clasificaron de 
acuerdo con 3 grupos de estudio: casos con del(5q) aislada, casos 
con del(5q) +1 alteración adicional y casos con cariotipo complejo y 5q-. 
Se determinaron diferencias estadísticamente significativas en la SG 
entre los diferentes grupos de estudio. Mostrando una peor SG el grupo 
del(5q) en cariotipo complejo respecto al grupo con del(5q) aislada y 
del(5q) +1 alteración adicional (mediana SG (IC 95%): 6,1 (4,3-7,9), 
57,7 (33,6-81,8), 23,2 (7,3-39,0), respectivamente, P<0,001) (Figura 
28). Como se ha comentado anteriormente, el impacto pronóstico del 
cariotipo complejo en los SMD, ha sido ampliamente validado y confir-
mado por la clasificación citogenética del IPSS-R (Schanz et al., 2012), 

Vera Ademà Llobet                                                                                          Discusión



149

que determinó dos pronósticos significativamente (P<0,01) distintos 
en función del número de alteraciones, mal pronóstico 3 alteraciones 
o más de 3 alteraciones muy mal pronóstico (mediana de SG: 15,6 vs. 
5,6, meses respectivamente). Generalmente los cariotipos complejos 
se asocian a una mayor inestabilidad genómica y a un mayor número 
de citopenias que disminuyen la vida del paciente (Haase et al., 2007; 
Schanz et al., 2012).

Figura 28_ Curva Kaplan-Meier de la SG en función de la situación de la del(5q), azul: del(5q) 
aislada, verde del(5q) + 1 alteracion y amarillo del(5q) en un cariotipo complejo.

Respecto a los grupos del(5q) aislada y del(5q) +1 alteración adicional 
no se determinaron diferencias significativas entre los grupos respecto a 
la SG. De acuerdo con la clasificación  citogenética del IPSS-R (Green-
berg et al., 2012) los pacientes con dobles alteraciones con el 5q- [que 
no incluyen la del(7q)] no presentan una peor SG y se incluyen en el mis-
mo grupo pronóstico (Buen pronóstico) que los pacientes con la del(5q) 
aislada. Estudios anteriores de Mallo y cols (Mallo et al., 2011), Holtan 
y cols (Holtan et al., 2008) y Haase y cols (Haase et al., 2007), tampoco 
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determinaron diferencias en la SG.  Aun así, el estudio de Giagounidis 
y cols (Giagounidis et al., 2004b) determinó una peor SG en pacientes 
con 5q- y una alteración adicional, sin que ninguna de ellas fuera del 
cromosoma 7. En nuestro estudio los pacientes presentaron una mis-
celánea de alteraciones acompañantes (sólo un paciente involucró el 
cromosoma 7) y aunque la SG no fue significativamente diferente, los 
pacientes con una alteración adicional sí presentaron una estimación de 
la mediana de SG en meses inferior a los pacientes con del(5q) aislada. 
Realizamos una subclasificación a la clasificación de riesgo morfológi-
co de la WHO 2008 (Swerdlow et al., 2008) y comparamos pacientes 
con SMD con del(5q) aislada, pacientes de bajo riesgo (CRDU, ARSA, 
CRDM) y pacientes de alto riesgo (AREB-1, AREB-2 y LMA), presen-
taron diferencias estadísticamente significativas en la SG, con una me-
diana de SG (IC 95%) de 80,9 (57,6-104,2), 28,3 (13,1-43,5) y 6,8 (4,6-
9,0); (P<0,001), meses respectivamente (Figura 29).

Figura 29_ Curva de la SG de casos con SMD con del(5q) aislada, pacientes de bajo riesgo 
(CRDU, ARSA, CRDM) y pacientes de alto riesgo (AREB-1, AREB-2 y LMA).
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5.3.1  Deleción 5q  y  SNP–A
Las alteraciones detectadas por CC tienen un papel muy importante en 
el diagnóstico y pronóstico de los SMD (Haase et al., 2007; Schanz et al., 
2011, 2012) ya que la clasificación pronóstica depende de la presencia o 
ausencia de la ganancia o pérdida de ciertos cromosomas (Greenberg 
et al., 1997, 1998, 2012). Aunque la CC es la técnica más ampliamente 
utilizada, el estudio mediante SNP-A nos permite aumentar la resolución 
en la detección de alteraciones crípticas, así como en la definición de 
dichas alteraciones, en pacientes con SMD (Maciejewski et al., 2009; 
Tiu et al., 2011). 

Si nos centramos en los pacientes con del(5q) aislada, la mayoría 
(67,6%) de los casos del(5q) aislada (n=25/37) no presentaron altera-
ciones adicionales mediante SNP-A, confirmando el bueno pronóstico 
de los pacientes con SMD y del(5q) aislada. Referente al resto de pa-
cientes, los SNP-A mostraron alteraciones adicionales, 6 pacientes pre-
sentaron entre 2 y 3 alteraciones adicionales, 2 pacientes entre 6 y 9 
alteraciones y 4 pacientes presentaron más de 10 alteraciones. Estos 
pacientes con alteraciones adicionales, presentaron una característica 
común, ninguno de ellos alcanzó las 20 metafases mediante CC, esto 
puede relacionarse con una baja ratio de división de las células disp-
lásicas que contienen las alteraciones, que a su vez puede deberse a la 
apoptosis incrementada que ha sido descrita en los SMD (Raza et al., 
1995, 1996) o a la variabilidad en la proporción de células con altera-
ciones clonales y no clonales que pueden presentar diferente tasa de 
crecimiento (Makishima et al., 2010b). Determinar alteraciones acom-
pañantes es importante ya que, aunque en la revisión de la clasificación 
del IPSS-R la del(5q) aislada y doble presenta el mismo pronóstico 
(Buen pronóstico), si estas se acompañan de otras alteraciones pasa-
rían a formar parte del cariotipo complejo (Mal o Muy mal pronóstico) 
con una SG inferior y un incremento en el riesgo de progresión a LMA 
(Greenberg et al., 2012). Debido al bajo número de pacientes con al-
teraciones adicionales y datos de seguimiento no pudimos realizar el 
estudio de la SG. 
Aunque los SNP-A nos permitieron detectar alteraciones adicionales, 
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actualmente la clasificación diagnóstica y pronóstica de los SMD no in-
cluye técnicas que no sea la CC. La aplicación de los SNP-A en los cari-
otipos complejos, en nuestra serie de estudio, no tiene una aplicación 
tan directa en el pronóstico, ya que todos los pacientes presentaban 
más de 4 alteraciones, es decir presentaban un Muy mal pronóstico 
según la clasificación citogenética del IPSS-R (Greenberg et al., 2012; 
Schanz et al., 2012). Sin embargo sí nos permitieron definir cromo-
somas marcadores que no pudieron ser interpretados por CC, así como 
definir mejor los reordenamientos complejos. Un ejemplo lo tenemos 
en la monosomía 5, en el año 2011 Galván y cols (Galván et al., 2010) 
demostraron que la monosomía 5 detectada por CC raramente se podía 
confirmar mediante FISH en neoplasias mieloides y que, en realidad, 
escondía una del(5q) reordenada en un cariotipo complejo. En nuestra 
serie tampoco pudimos validar la monosomía 5 observada en un total de 
seis pacientes por CC y la add(5q) que detectamos en seis pacientes, 
todos ellos presentaban un cariotipo complejo. Mediante los SNP-A de-
terminamos una deleción intersticial del brazo q del cromosoma 5 reor-
denada dentro del cariotipo complejo.

La mayor resolución de los SNP-A también nos permitió redefinir los 
puntos de rotura en 5q. La CC determinó la banda 5q13 como la más 
frecuente de rotura proximal, que fue redefinida mediante los SNP-A en 
5q14 para los grupos de estudio SMD con del(5q) aislada, del(5q) aislada 
y para la del(5q) más una alteración adicional, en cambio los pacientes 
con la del(5q) en un cariotipo complejo que presentaron mediante CC el 
inicio de la deleción en 5q13, mediante SNP-A se definió en 5q14 (28%) 
y en 5q11 (27%),el resto de alteraciones mostraron correlación entre la 
CC y los SNP-A. Respecto a la región terminal, fue definida en 5q33 por 
ambas técnicas en el grupo SMD con del(5q) aislada, del(5q) aislada y 
del(5q) más una alteración adicional y en el cariotipo complejo con 5q- 
presentaron el mismo número de pacientes con la posición 5q33 y 5q35.
 
La definición de los puntos de rotura es importante desde dos puntos de 
vista, primero de acuerdo con el estudio realizado por Jerez y cols en 
2012 (Jerez et al., 2012) en el que determinaron que las deleciones que 
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no involucraban los extremos de las regiones centromérica (5q14.2) y 
telomérica (5q31.2-5q31.3) se asociaban a un curso más indolente. En 
nuestra serie y como se puede observar en la Figura 30, los pacientes 
con del(5q) aislada y del(5q) con una alteración adicional presentaron 
una muy baja afectación tanto de la CRR1 como la CRR2 (8% y 10%, 
respectivamente), mientras que la del(5q) en el cariotipo complejo pre-
sentó un 46,6% de los casos con afectación en la CRR1 y un 50% de 
los casos con afectación en la CRR2. Una explicación es que los cari-
otipos complejos presentan una elevada inestabilidad genómica, que 
les permite acumular alteraciones cromosómicas a lo largo de los ciclos 
celulares, debido a esta permisividad y a la elevada inestabilidad se 
producen reordenamientos que afectan a grandes fragmentos de cro-
mosomas. La deleción en 5q, presentó diferentes tamaños de perdida, 
siendo de una mediana de 92,6Mb en el cariotipo complejo, de 70,3 Mb 
en la del(5q) más una alteración adicional y de 67,2Mb en la del(5q) 
aislada. Aunque el tamaño de la deleción no presentó un impacto en la 
SG, sí que presentó una relación significativa con el grupo de estudio, 
es decir, las pérdidas de mayor tamaño se relacionaron con los carioti-
pos complejos. 

También es importante definir el punto de rotura de la deleción, para 
delimitar los genes implicados en la región delecionada. Las CDR son 
regiones ricas en genes, de los cuales algunos presentan una estrecha 
relación con la patogenicidad de los SMD y se vieron delecionados en 
nuestro estudio. Como ya se ha mencionado anteriormente la deleción 
5q presenta dos regiones comúnmente delecionadas,  la CDR1 (5q32-
q33.2) en la que localizamos al gen RPS14 que produce un deterioro 
de la eritropoyesis pero que mantiene relativamente la megacariopoy-
esis (Ebert et al., 2008), los microARNs, miR-145 y miR-146 en 5q33, 
que pueden proporcionar una ventaja proliferativa del clon 5q- y causar 
un aumento en la cifra plaquetar (Kumar et al., 2011; Starczynowski et 
al., 2010) y CSNK1A1 (5q32) que en modelos murinos con inactivación 
heterocigota de Csnk1a1 causan la expansión de las células madre he-
matopoyéticas y la activación de β-catenina (Schneider et al., 2014). En 
la CDR2 (5q31.2-5q31.3) se localizan los genes EGR1, que incrementa 
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la renovación de células madre cuando una de las copias está delecio-
nada (Joslin et al., 2007) y el gen SPARC (5q31.3q32) que en haploinsu-
ficiencia incrementa la adhesión de las células (Boultwood et al., 2002; 
Pellagatti et al., 2007). La afectación de NPM1 en 5q35 se determinó 
sobretodo en casos de LMA y SMD de alto riesgo (Falini et al., 2005; 
Grisendi et al., 2005; Jerez et al., 2012). La implicación de los genes 
afectados en las CDRs afecta tanto a pacientes con SMD como LMA, 
por lo que parece que la deleción de todos estos genes presentarían un 
efecto  fenotípico y que la interacción con otras alteraciones a lo largo 
del genoma podrían ser una de las explicaciones de las diferencias que 
detectamos entre los grupos de estudio.

Figura 30_ Representación gráfica del cromosoma 5 y de las distintas deleciones determinadas 
mediante SNP-A (rojo: cariotipo complejo, azul: SMD con del(5q) aislada, verde: del(5q) con una 

alteración adicional).
5.3.2  Estudios moleculares
En el año 2011 se publicó el estudio de Bejar y cols (Bejar et al., 2011b) 
en el que estudiaron 111 genes en 493 pacientes con SMD para deter-
minar la implicación de estos genes (Figura 31) en la clasificación al 
diagnóstico de los pacientes con SMD así como la capacidad de estos 
genes para estratificar las diferentes subcategorías de acuerdo con el 
IPSS (Greenberg et al., 1997, 1998).
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Figura 31_ Mutaciones y alteraciones citogenéticas en 223 muestras con al menos una mutación, 
figura adaptada de Bejar y cols (Bejar et al., 2011b).

Con este estudio Bejar y cols (Bejar et al., 2011b) determinaron el efecto 
clínico de mutaciones puntuales en los SMD y el potencial que presen-
tan los datos moleculares para facilitar el diagnóstico, mejorar el pronós-
tico y evaluar el riesgo de progresión.

Las mutaciones más recurrentes (uniendo los resultados de WES 
y TruSeq) en nuestro estudio fueron: TP53 (n=63), DNMT3A (n=23), 
CSNK1A1 (n=6), PRPF8 (n=13), SF3B1 (n=16) y ASXL1 (n=18). En 
el estudio de Fernandez-Mercado y cols (Fernandez-Mercado et al., 
2013), aunque era un estudio de secuenciación dirigida, todos estos 
genes excepto CSNK1A1 y PRPF8 (ya que no formaban parte del panel 
de genes estudiados) se relacionaron con la del(5q). A continuación se 
discutirán los genes DNMT3A, CSNK1A1, SF3B1 y ASXL1. Por otro 
lado la discusión sobre TP53 se realizará más adelante y de manera 
más extensa debido a su relación con la falta de respuesta al tratami-
ento con lenalidomida. 

Las mutaciones en DNMT3A han sido descritas en SMD y LMA aso-
ciadas a una peor SG, mayor riesgo de evolución a LMA y a una mayor 
edad (Lindsley and Ebert, 2013). Cuando estudiamos conjuntamente los 
resultados de NGS, pacientes con mutaciones en este gen presentaron 
una menor SG, y DNMT3A presentó una influencia independiente en 
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el análisis multivariado (HR (95%CI): 1,9 (1,02-3,5), P=0,042). Aun así 
no presentó ninguna asociación con el grupo de estudio, mutaciones 
en este gen, quedaron repartidas a lo largo de los 4 grupos, aunque la 
mayoría de mutaciones se detectaron en casos con cariotipo complejo, 
en el estudio de Fernandez-Mercado y cols (Fernandez-Mercado et al., 
2013) tampoco determinaron una asociación con los SMD más avan-
zados, en ambos casos seguramente debido al bajo número de casos 
con DNMT3A mutado. Aun así nuestro estudio determinó un número 
más elevado de casos con mutaciones en DNMT3A en cariotipos con 
del(5q) aislada (n=7) que en el estudio de Fernandez-Mercado y cols 
(n=2) (Fernandez-Mercado et al., 2013). Recientemente se ha publicado 
una revisión sobre DNMT3A por Yang y cols (Yang et al., 2015) que 
concluyen que mutaciones en este gen se adquieren en etapas jóvenes 
de la vida que puede ir acumulándose a lo largo de los años, esto puede 
relacionarse con el estudio de Jaiswal y cols (Jaiswal et al., 2014) que 
detectan esta mutación en personas sin neoplasias hematológicas pero 
con una hematopoyesis clonal con este gen mutado. Nuestros datos no 
permiten relacionar las mutaciones con una edad avanzada. Aun así, 
uno de nuestros pacientes, que fue estudiado en el estadio de SMD y 
en el de LMA, dicha alteración ya estaba presente en el diagnóstico y 
se determinó también en el estadio de LMA. Mutaciones en DNMT3A no 
presentan una relación significativa con la edad pero si con el porcentaje 
de blastos en MO. 

Las mutaciones en CSNK1A1 han sido estudiadas por Heuser y cols 
(Heuser et al., 2015), en su estudio determinaron una frecuencia de 
mutación de 7,2% en pacientes con la del(5q) tanto SMD como LMA, 
en nuestra serie la frecuencia de mutación fue de 6,4% en pacientes 
con SMD y del(5q) aislada, pero no detectamos ningún caso con LMA 
y mutaciones en este gen. Además de obtener frecuencias parecidas, 
también coincidimos en la falta de mutaciones concurrentes entre TP53 
y CSNK1A1, y en la concurrencia con ASXL1. Respecto a la relación 
que determinan dichos autores (Heuser et al., 2015), entre la mutación 
y una mayor edad y una menor cifra de plaquetas, en nuestro estudio 
el número de casos mutados fue demasiado bajo para poder extraer 
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diferencias significativas entre los pacientes mutados y no mutados. Aun 
así, si se apunta una mayor edad y una cifra menor de plaquetas, pero 
no son valores significativos.
SF3B1 es el gen del spliceosoma más mutado en los SMD, afectando 
entre un 14-28% de los pacientes. Se relaciona con la presencia de SA 
y a una mayor SG y a una menor progresión a LMA (Papaemmanuil et 
al., 2011). De acuerdo con el estudio de Cazzola y cols (Cazzola et al., 
2013) las mutaciones en genes relacionados con el spliceosoma se pro-
ducirían en etapas iniciales de la enfermedad. En cinco de los casos con 
SF3B1 pudimos determinar el tamaño clonal y la alteración en SF3B1 
fue en cuatro casos menor que el porcentaje de la del(5q) y en un caso 
que fue superior el porcentaje de SF3B1 al de la del(5q) fue menor que 
el de otros genes. 

PRPF8 ha sido relacionado recientemente con los SMD de alto riesgo 
en el estudio de Kurtovic-Kozaric y cols (Kurtovic-Kozaric et al., 2015). 
En este mismo estudio relacionan mutaciones en este gen con SA he-
cho que no pudimos comprobar en nuestra serie y por su posición en 
17p ha sido relacionado con TP53. Así en nuestra serie, dos casos que 
presentaban LMA y cariotipo complejo presentaron mutaciones en TP53 
y PRPF8, confirmando la coocurrencia entre ambos genes y la presen-
cia en pacientes de alto riesgo. Kurtovic-Kozaric y cols (Kurtovic-Kozaric 
et al., 2015).

ASXL1 presenta un papel crítico en la remodelación de la cromatina 
actuando como modificadores de histonas o metilando el ADN. Las 
mutaciones en ASXL1 se han asociado a una peor SG con los SMD 
independientemente de otros parámetros clínicos (Bejar et al., 2011a, 
2011b). En nuestra serie la mayoría de mutaciones se concentraron en 
el grupo con cariotipo complejo. Este gen también se ha relacionado 
con la edad de acuerdo con el estudio de Jaiswal y cols (Jaiswal et al., 
2014). Si tenemos sólo en cuenta los pacientes estudiados por WES sí 
se determina una diferencia significativa entre la edad de los pacientes, 
esta relación no se mantiene cuando añadimos los casos estudiados 
por TruSeq. Además dos pacientes fueron estudiados al diagnóstico y 
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durante el tratamiento con lenalidomida y el otro en evolución. Al diag-
nóstico ninguno de los dos presentó mutación en ASXL1 que sí pre-
sentaron en la segunda muestra estudiada, con lo cual creemos que 
las mutaciones en este gen, en nuestros casos se relacionan con la 
enfermedad y no con la edad de los pacientes. 

5.3.2 Deleción 5q ,  mutaciones en TP53 y respuesta a 
la lenalidomida
En 2006 List y cols (List et al., 2006) presentaron los resultados del 
ensayo clínico (MDS-001, NCT00065156) en el que estudiaron la efec-
tividad de la lenalidomida1 demostrando su efectividad en pacientes con 
SMD con del(5q) aislada con tasas de respuesta de alrededor de 70%-
80% (List et al., 2006) y una tasa de respuesta del 12% en pacientes 
con una alteración adicional (Komrokji and List, 2011) y de un 26% en 
pacientes con un cariotipo complejo (Komrokji and List, 2011). 

En nuestro estudio un total de 38 pacientes fueron tratados con lenalido-
mida al diagnóstico, 27 pacientes con del(5q) aislada, 5 pacientes con 
una alteración adicional y 6 pacientes con cariotipo complejo. La tasa de 
respuesta fue del 60,5% (23 respondedores vs. 14 no respondedores). 
Los resultados concuerdan con lo descrito en el estudio de List y cols 
(List et al., 2006). Actualmente, el mecanismo de acción de la lenalido-
mida no está totalmente definido y sigue siendo motivo de estudio, pero 
sí se relaciona la buena respuesta de estos pacientes con  la haploinsu-
ficiencia de algunos genes localizados en la del(5q). 

Gracias a la aplicación de la técnica de SNP-A, pudimos definir me-
jor los puntos de rotura en la del(5q) y así, determinar que en todos 
nuestros pacientes los genes localizados en las CDR estaban delecio-
nados. La lenalidomida induce la sobreexpresión del gen supresor de 
tumores SPARC y TGFβ en las células progenitoras hematopoyéticas 
con del(5q), de manera que promueve la apoptosis. 
1 Lenalidomida está aprobada para el tratamiento de pacientes con SMD, IPSS Bajo o inter-
medio-1 (Greenberg et al., 1997, 1998), dependencia transfusional y la deleción 5q aislada 
por la EMA (European Medicines Agency) o para pacientes con dicha deleción con o sin otras 
alteraciones por la FDA (Food and Drug Administration).
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La haploinsuficiencia en RPS14 (Figura 32) produce una biogénesis ri-
bosomal defectuosa que produce una liberación nuclear de proteínas ri-
bosomales que se unen a MDM2A e inducen su autoubiquitinización, de 
manera que no puede unirse a p53 (que se acumula en los precursores 
eritroides) y por lo tanto se produce la apoptosis celular. La lenalidomida 
inhibe la autoubiquitinización de MDM2 mediante la hiperfosforilación 
(mediada por PP2A) restaurando la funcionalidad en el SMD con del(5q) 
aislada, de manera que rescata la activación de p53 en respuesta al 
estrés ribosomal. 

Wei y cols (Wei et al., 2013) demostraron que la lenalidomida era se-
lectivamente citotóxica en las células con la del(5q) ya que produce una 
inhibición directa e indirecta de las fosfatasas haploinsuficientes, PP2A 
y CDC25. En condiciones normales, PP2A defosforila CDC25 de man-
era que la célula puede entrar en el ciclo celular y dividirse. Cuando se 
produce la haploinsuficiencia de PP2A no puede defosforilar CDC25 y 
la célula queda arrestada en G2/M y eso conduce a la apoptosis de la 
célula. La lenalidomida inhibe directamente CDC25 por lo que inhibe in-
directamente PP2A, y esto se traduce en un arresto del ciclo en G2 y por 
lo tanto en apoptosis, células haploinsuficientes serán más sensibles al 
efecto de la lenalidomida.

Figura 32_ Esquema de la haploinsuficiencia de RPS14, PP2A y CDC25. 
Adaptado de Sallman y cols (Sallman et al., 2014).
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La haploinsuficiencia de CSNK1A1 (Figura 33) ha sido descrita re-
cientemente por Schneider y cols (Schneider et al., 2014) determinan-
do que en condiciones normales, CSNK1A1 regula negativamente los 
niveles proteicos de p53 y β-catenina por su interacción con MDM2A y 
β-catenina. En haploinsuficiencia los niveles de β-catenina incrementan 
de manera que se produce una dominancia clonal que contribuye a la 
patogénesis de la enfermedad. En homocigosis produce la inducción de 
p53 y la muerte de las células hematopoyéticas.  Krönke y cols (Krönke 
et al., 2015) han descrito que la actividad de la lenalidomida induce la 
degradación de CSNK1A1 por debajo de los valores de la haploinsufi-
ciencia de manera que se induce la actividad de p53 y la inhibición del 
crecimiento.

Figura 33_ Esquema de la actividad de CSNK1A1 adaptado de Schneider y cols (Schneider et al., 
2014) (en verde CSNK1A1 no mutado y en rojo CSNK1A1 mutado)

La resistencia o falta de respuesta a la lenalidomida se ha relacionado 
a mutaciones en TP53. Las mutaciones en este gen son frecuentes en 
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los SMD (5%-12%), sobretodo se detectan en pacientes con del(5q) 
y cariotipos complejos (Bejar et al., 2011b). En nuestra serie un 28% 
(n=63/228) de los pacientes presentaron mutaciones en TP53, de los 
que el 94% eran pacientes con un cariotipo complejo, los pacientes que 
presentaron clasificación de la WHO 2008 (Swerdlow et al., 2008),  25 
presentaban un SMD de alto riesgo (AREB tipo 1 y 2), 10 presentaban 
una LMA secundaria a SMD y 12 una LMA de novo. Las mutaciones se 
observaron preferentemente en pacientes con cariotipo complejo (n=59), 
una mutación fue descrita en el grupo del(5q) aislada y 3 mutaciones 
en del(5q) con una alteración acompañante. La SG de los pacientes 
con TP53 mutado fue significativamente inferior que los pacientes sin la 
mutación (mediana de SG, 7,3 (2,3-12,4) vs. 23.7 (12,5-35,0), P<0,001; 
meses respectivamente), con lo que pudimos establecer una relación 
entre la mutación y una peor SG, aun así y debido a la elevada cor-
relación de TP53 y el cariotipo complejo, en el análisis multivariado el 
cariotipo complejo fue el que retuvo la influencia en la SG (HR (95%CI): 
5 (2,3, 10,9), P<0,001).

Las mutaciones en TP53 son de especial interés en los pacientes con 
del(5q), ya que se han relacionado con la resistencia o falta de respu-
esta a la lenalidomida. Jädersten y cols (Jädersten et al., 2011) dem-
ostraron que los clones con TP53 incrementan de manera gradual con 
la evolución de la enfermedad, ya que serían clones resistentes a la 
lenalidomida. Ocho de los 10 pacientes con mutación en TP53 recibi-
eron tratamiento con lenalidomida, y observaron una tendencia a un 
mayor riesgo de progresión a LMA y una menor respuesta a la lenalido-
mida.  En nuestro estudio, un único paciente con SMD y del(5q) aislada 
presentó mutación en TP53 pero no fue tratado con lenalidomida. En 
relación a los pacientes con del(5q) y una alteración adicional, uno de 
los pacientes fue tratado con lenalidomida y respondió al tratamiento 
durante 2 años, pero perdió la respuesta y evolucionó, este resultado 
concuerda con la tendencia observada por Jädersten y cols (Jädersten 
et al., 2011). Aun así, el número de casos de los que disponemos nos 
hace imposible determinar cualquier relación entre TP53 y la respuesta 
o no a la lenalidomida. 
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En este estudio hemos podido determinar la elevada heterogeneidad 
que presentan los pacientes con del(5q) y aunque no hayamos podido 
definir un perfil molecular para la del(5q) sí que hemos podido detectar 
6 genes que parecen relacionarse con la del(5q). Entre ellos destacan 
CSNK1A1, TP53 y DNMT3A. Estudios mutacionales iniciales que nos 
permitan determinar mutaciones en CSNK1A1, nos pueden ayudar a 
predecir una mejor respuesta a la lenalidomida. En cambio, pacientes 
con TP53 mutado deberían tenerse en cuenta por su relación con un 
peor pronóstico y con una peor respuesta al tratamiento con lenalido-
mida. Ya por último, DNMT3A ha demostrado tener un impacto pronós-
tico independiente en nuestros pacientes con del(5q) con lo que futuros 
estudios pueden ayudar a describir mejor esta relación. 
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 “There are far better things ahead than any we have behind”
C.S. Lewis 
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6  CONCLUSIONS / CONCLUSIONES

1_ The monosomal karyotype study in MDS patients indicates
	
1.1_ MK does not have an independent impact on the OS in patients 
with MDS and CK. However, MK without CK display a worse OS in the 
univariate analysis. This impact is lost when this variant is included into 
the multivariate analysis. The influence of CK on the OS MK patients is 
statistically significant in both univariate and multivariate analyses.
1.2_ Monosomies of chromosomes 5 and/or 7 had an independent im-
pact on the OS in patients with MK compared to other affected chromo-
somes.
1.3_ Karyotype complexity has a statistically significance on the OS and 
risk of AML progression, being patients with more alterations the ones 
with worse outcome (less OS and increased risk of AML progression).

2_ FISH 7q study in patients with normal cytogenetics or without 
monosomy 7 or 7q deletion detected by conventional cytogeneics
(CC), demonstrate:
2.1_ A total of 5.2% positive cases were detected by 7q FISH technique 
A greater part of positive cases were detected when there was a low 
number of metaphases analyzed or unsuccessful CC study.
2.2_ In patients with intermediate morphologic risk, the application of 
FISH 7q allowed us to differentiate two groups with different OS, being 
worse for patients with -7 or del(7q) detected by FISH. It would be rec-
ommendable to perform FISH 7q in this group of patients.
2.3_ FISH 7q should be mandatory when clonality does not fulfill the 
established criteria by CC.

3_ The application of SNP-A and Next generation sequencing tech-
nology in patients with del(5q) helped to determine: 
	
3.1_ Related to SNP-A technique:
	 3.1.1. SNP arrays enable to better define the proximal break
 	           point at 5q14 and the terminal breakpoint at 5q33.
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	 3.1.2. The size of the CDR is larger in patients with complex 
	            karyotypes rather than in patients with isolated del(5q) and 
	          del(5q) + 1 alteration. 
	 3.1.3. In 32.4% of patients with isolated del(5q), additional 
	           alterations were determined by SNP-A.
	 3.1.4. In patients with complex karyotype, SNP-A elucidate com-
	          plex rearrangements, and explains that monosomy 5 masks 
	           multiple rearrangements involving chromosome 5. 

3.2_ Next-Generation Sequencing technology allowed us to illustrate
	 3.2.1. Top six mutated genes: TP53, DNMT3A, CSNK1A1, 
	          PRPF8, SF3B1 and ASXL1. 
	 3.2.2. High molecular heterogeneity included in del(5q) patients
	          whether isolated or with other alterations.

3.3_ Relation between clinical and Next-Generation Sequencing findings:
	 3.3.1. DNMT3A and complex karyotype have a statistically sig-
	           nificant negative impact on the OS of the studied patients, 
	           on the multivariate analysis.
	 3.3.2. TP53 had an statistically significant negative impact on 
	           the OS on the univariate analysis.

1_ El estudio del cariotipo monosómico en pacientes con SMD 
muestra que:
1.1_ El MK no presenta una influencia independiente en la SG en pa-
cientes con SMD y cariotipo complejo. Sin embargo, en el análisis uni-
variado el MK sin el contexto de un CK presenta una peor SG, esta influ-
encia se pierde en el análisis multivariado. Por otra parte la influencia en 
la SG del CK en pacientes con MK si es estadísticamente significativa, 
tanto en el análisis univariado como multivariado.

1.2_ Las monosomías 5 y/o 7 presentan una influencia independiente 
en la SG en pacientes con MK comparado con la afectación de otros 
cromosomas.
1.3_ La complejidad del cariotipo presenta, en el análisis multivariado, 
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una relación significativa independiente en la evolución del paciente 
(peor SG y mayor riesgo de progresión a LMA). 

2_ El estudio mediante FISH de 7q en pacientes con citogenética 
normal o sin monosomía 7 o deleción(7q) mediante CC nos ha per-
mitido observar:
2.1_ Se detectaron un total de 5,2% de casos positivos por la técnica de 
FISH 7q. La mayoría de los casos positivos se detectaron en pacientes 
con un bajo número de metafases estudiadas o con una CC no informa-
tiva. 
2.2_ En pacientes con riesgo morfológico intermedio, la aplicación de la 
técnica de FISH 7q permite diferenciar dos grupos con diferencias signif-
icativas en la SG, siendo el grupo con -7 o 7q- mediante FISH el de peor 
pornóstico. En estos casos sería recomendable aplicar esta técnica.
2.3_ La aplicación del FISH sería extremadamente recomendable en 
esos casos que requieren confirmación de la clonalidad citogenética.

3_ El estudio mediante SNP-Arrays y Next-Generation Sequencing 
de pacientes con la del(5q) nos ha permitido determinar:

3.1_ La técnica de SNP-A nos permite:

	 3.1.1. Definir con mayor precisión el punto de rotura proximal en
	           5q14 y en el punto de rotura terminal en 5q33.
	 3.1.2. Determinar un tamaño mayor de la CDR en pacientes con 
	           un cariotipo complejo, que en pacientes con del(5q) ais-
	           lada o pacientes con del(5q)+ 1 alteración. 
	 3.1.3. Detectar alteraciones adicionales en un 32.4% de los pa-
	           cientes con del(5q) aislada.
	 3.1.4. En pacientes con cariotipo complejo, los SNP-A definen
	           mejor las anomalías complejas, y explican que la mono-
	           somía 5 enmascara múltiples reordenamientos que invo-
	           lucran el cromosoma 5. 
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3.2_ La aplicación de las técnicas de Next-generation sequencing 
nos permiten:

	 3.2.1. Determinar un top 6 de genes: TP53, DNMT3A, CSN
	           K1A1, PRPF8, SF3B1 y ASXL1. 
	 3.2.2. Determinar una elevada heterogeneidad molecular en los
	           pacientes con del(5q) tanto aislada como acompañada de
	          otras alteraciones citogenéticas.

3.3_ Relación clínico patológica con las alteraciones de Next-generation 
sequencing

	 3.3.1. DNMT3A y el cariotipo complejo presentaron una influ-
	           encia negativa estadísticamente significativa en la SG de
	           los pacientes estudiados, en el análisis multivariado.
	 3.3.2. TP53 presentó una influencia negativa estadísticamente
	           significativa en la SG de los pacientes en el análisis uni-
	           variado.
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SUMMARY
The casein kinase 1A1 gene (CSNK1A1) is a putative tumor suppressor gene located in the common deleted
region for del(5q) myelodysplastic syndrome (MDS). We generated a murine model with conditional inactiva-
tion ofCsnk1a1 and found thatCsnk1a1 haploinsufficiency induces hematopoietic stem cell expansion and a
competitive repopulation advantage, whereas homozygous deletion induces hematopoietic stem cell failure.
Based on this finding, we found that heterozygous inactivation of Csnk1a1 sensitizes cells to a CSNK1 inhib-
itor relative to cells with two intact alleles. In addition, we identified recurrent somatic mutations in CSNK1A1
on the nondeleted allele of patients with del(5q) MDS. These studies demonstrate that CSNK1A1 plays a
central role in the biology of del(5q) MDS and is a promising therapeutic target.
INTRODUCTION

Deletions of chromosome 5q are the most common cytogenetic

abnormalities in myelodysplastic syndrome (MDS), and patients

with isolated del(5q) have a distinct clinical phenotype (Ebert,

2011; Haase et al., 2007; Hasserjian et al., 2008). To date, no

genes within the common deleted regions (CDRs) have been

found to undergo homozygous inactivation, copy-neutral loss

of heterozygosity, or recurrent mutation (Gondek et al., 2008;

Graubert et al., 2009; Heinrichs et al., 2009; Jerez et al., 2012;

Mallo et al., 2013). Functional studies have revealed individual

genes that contribute cooperatively to the clinical phenotype

through genetic haploinsufficiency (Boultwood et al., 2010;

Chen et al., 2011; Ebert, 2011; Kumar et al., 2011; Lane et al.,

2010; Starczynowski et al., 2010). Heterozygous loss of the

RPS14 gene, for example, has been linked to impaired erythro-
Significance

Our studies provide functional and genetic evidence indicatin
del(5q) MDS.We found that heterozygous inactivation ofCsnk1
activation. In addition, we found that Csnk1a1 haploinsufficien
an approach for the targeting of heterozygous deletions in canc
identified in genes within the common deleted regions of chro
subset of del(5q) MDS patients. In aggregate, these findings ind
treatment of del(5q) MDS.

C

poiesis via p53 activation (Dutt et al., 2011; Ebert et al., 2008).

While several 5q genes have been reported to alter hematopoi-

etic stemcell (HSC) function, themechanismof clonal dominance

of del(5q) cells remains a critical unsolved question (Joslin et al.,

2007; Lane et al., 2010; Min et al., 2008; Wang et al., 2010a).

CSNK1A1 encodes casein kinase 1a (CK1a), a serine/threo-

nine kinase, and is located in the distal CDR (5q32) in del(5q)

MDS. In a careful study of gene expression in CD34+ cells from

a large cohort of del(5q) and other MDS cases, CSNK1A1 was

one of the few genes in the del(5q) CDR that has approximately

50% normal expression (Boultwood et al., 2007). Recent studies

demonstrated that CSNK1A1 is a tumor suppressor gene in

colon cancer andmelanoma, controlling proliferation by its func-

tion as a central regulator of b-catenin activity (Elyada et al.,

2011; Sinnberg et al., 2010). In hematopoiesis, stem and progen-

itor cells respond in a graded fashion to canonical Wnt/b-catenin
g that CSNK1A1 plays a central role in the pathogenesis of
a1 causes hematopoietic stem cell expansion and b-catenin
cy sensitizes cells to casein kinase inhibition, demonstrating
er.While no recurrentlymutated genes have been previously
mosome 5q, we found recurrent mutations in CSNK1A1 in a
icate thatCSNK1A1 is a promising therapeutic target for the
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signaling (Luis et al., 2011). Constitutive activation of b-catenin

has been reported to increase HSC numbers followed by

apoptosis, HSC depletion, and bone marrow failure (Kirstetter

et al., 2006; Scheller et al., 2006). In contrast, less profound acti-

vation is associated with HSC expansion with enhanced repopu-

lation potential (Trowbridge et al., 2006). APC, like CK1a, is a

member of the b-catenin destruction complex and is inactivated

in approximately 95% of cases with del(5q) MDS. Mice with het-

erozygous deletion of Apc (Wang et al., 2010a) or heterozygous

for the ApcMin allele (Lane et al., 2010) have increased repopula-

tion potential in primary bone marrow transplants but decreased

repopulation potential of secondary transplants due to loss of

HSC quiescence.

We sought to explore whether haploinsufficiency or mutation

ofCsnk1a1 contributes to the biology of del(5q) MDS. In addition,

given evidence that Csnk1a1 is selectively essential for murine

MLL-AF9 leukemia cells relative to normal hematopoietic cells

(Järås et al., 2014), we investigated whether CK1a is a therapeu-

tic target in del(5q) MDS.

RESULTS

Csnk1a1 Is Required for Adult Murine Hematopoiesis
To explore the role of Csnk1a1 on HSC function, we generated a

mouse model in which Csnk1a1 exon 3, essential for CK1a ki-

nase function (Bidère et al., 2009), is flanked by loxP sites.

Following crosses to Mx1Cre transgenic mice, we induced

Csnk1a1 excision in hematopoietic cells by polyinosinic-polycy-

tidylic acid [poly(I:C)] and confirmed decreased messenger RNA

and protein expression (Figure 1A; Figure S1A available online).

We first examined whether Csnk1a1 plays a critical role in

hematopoiesis. Homozygous deletion ofCsnk1a1 in the hemato-

poietic system (Csnk1a1�/�Mx1Cre+) resulted in rapid lethality

5–17 days after gene excision, accompanied by a significant

decrease in all peripheral blood counts and histologic evidence

of fulminant bone marrow failure with evidence of ischemia in

multiple organs (Figures 1B–1E and S1B).

We next examined whether the observed hematologic abnor-

malities were associated with changes in hematopoietic stem

and progenitor cells (HSPCs). Ten days after Csnk1a1 excision,

Csnk1a1�/�Mx1Cre+ mice had a highly significant reduction of

HSCs (LSK; LinlowSca-1+ckit+), including long-term (LT; Linlow

Sca-1+ckit+CD150+CD48�) and short-term (ST; LinlowSca-1+

ckit+CD150�CD48�)-HSCs and multipotent progenitor cells

(MPPs; LinlowSca-1+ckit+CD150-CD48+), indicating thatCsnk1a1

is essential for HSC survival (Figures 1F and S1C).

CK1a is a major regulator of p53 activity, so we investigated

whether Csnk1a1 ablation activates p53 in the bone marrow

(Elyada et al., 2011; Wu et al., 2012). Homozygous, but not het-

erozygous, Csnk1a1 deletion caused accumulation of p53 as

well as of p21, a p53 target, demonstrating that p53 is both pre-

sent and active (Figure 1G). Consistent with this finding, we

found that only complete ablation of Csnk1a1 led to significant

induction of early and late apoptoses (Figures 1H and S1D).

Csnk1a1-ablated HSCs exited quiescence and entered the cell

cycle, with a marked decrease in the number of Csnk1a1�/�

Mx1Cre+ HSC (LSK) in G0 and a significant increase in S/G2/M

compared to Mx1Cre+ controls (Figure 1I and Figures S1E

and S1F).
510 Cancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc.
Csnk1a1 Loss Induces Increased b-Catenin Levels in
Both Hematopoietic and Stromal Cells
CK1a is a critical regulator of b-catenin (Cheong and Virshup,

2011). In our murine model, heterozygous and homozygous

knockout of Csnk1a1 induced strong nuclear accumulation

of b-catenin (Figure 1J). In the heterozygous knockout bone

marrow, positive staining was predominantly in hematopoietic

cells proximal to endothelial and endosteal cells, while in the ho-

mozygous knockout bone marrow, b-catenin nuclear accumula-

tion was observed in nearly all cell types, highlighting graded

b-catenin activation by Csnk1a1 gene dosage.

In addition, we observed a striking accumulation of b-catenin

in the bone marrow stroma cells of heterozygous and homozy-

gous Csnk1a1 knockout mice, consistent with the expression of

Mx1Cre in bone marrow stroma (Walkley et al., 2007). We vali-

dated this finding in mesenchymal stroma cells (MSCs) isolated

from endosteal bone (Zhu et al., 2010) and confirmed Csnk1a1

excision in the stroma (Figure S1G). We found strong b-catenin

expression in MSCs from heterozygous Csnk1a1 knockout mice

and even more pronounced expression in homozygous

knockout mice (Figure S1H). In in vitro long-term culture initi-

ating cell assays, both Csnk1a1�/+Mx1Cre+ and Csnk1a1�/�

Mx1Cre+ MSC had significantly impaired hematopoiesis-sup-

porting capacity. Inactivation of b-catenin rescued the effect

of Csnk1a1 loss in stromal cells (Figure S1I). The hematopoietic

effects of Csnk1a1 haploinsufficiency that we found in vitro were

also observed in vivo. Eight weeks after poly(I:C) treatment, we

observed a significant reduction in bone marrow cellularity and

in the percentage of LT- and ST-HSCs in Csnk1a1�/+Mx1Cre+

mice compared to Mx1Cre+ controls (Figures S1J–S1M).

Consistent with this finding, the survival of Csnk1a1�/+Mx1Cre+

primary mice was significantly impaired (Figure 1B). After

15 months, Csnk1a1�/+Mx1Cre+ mice developed pancytopenia,

a significant decrease in the LT-HSCs and ST-HSCs, and a

near-complete loss of myeloid progenitor cells (Figures S1N–

S1V). These results are comparable to the recently described

consequences of constitutively active b-catenin in osteoblasts

(Kode et al., 2014), although we did not observe any evidence

of malignant transformation in Csnk1a1�/+Mx1Cre+ mice at

15 months.

Cell Intrinsic Csnk1a1 Ablation Leads to Bone
Marrow Failure
Having observed thatCsnk1a1 excision in primaryMx1Cre+mice

has striking effects on hematopoiesis, and given the cell-

extrinsic effects of stromal b-catenin activation on hematopoietic

cells (Kode et al., 2014; Lane et al., 2010; Stoddart et al., 2014;

Wang et al., 2010a), we examined the cell-intrinsic effects of

Csnk1a1 inactivation in hematopoietic cells using bone marrow

transplantation into wild-type (WT) recipient mice. We trans-

planted whole bone marrow cells from Csnk1a1�/�Mx1Cre+ or

Mx1Cre+ mice (CD45.2+) into lethally irradiated WT recipient

mice (CD45.1+). Prior to induction of Csnk1a1 excision, 4 weeks

after transplantation, more than 90% of peripheral blood cells in

recipient mice were reconstituted with donor-derived CD45.2+

cells. All recipient chimeric mice reconstituted with Csnk1a1�/�

Mx1Cre+ cells became moribund with bone marrow failure 8–

14 days after Csnk1a1 excision (Figure 2A; Figures S2A–S2C).

Flow cytometric analysis revealed a complete loss of HSPCs in



Figure 1. Conditional Homozygous Inactivation of Csnk1a1 Results in HSPC Ablation

(A) Deletion of Csnk1a1 in whole bone marrow cells was determined 7 days after poly(I:C) induction by quantification of Csnk1a1 transcript levels by quantitative

real-time PCR. Data are presented as remaining Csnk1a1 transcript expression in percent relative to Mx1Cre+ control mice (mean ± SD, n = 3; **p < 0.001).

(B) Kaplan-Meier survival curve ofCsnk1a1�/+Mx1Cre+ (n = 10),Csnk1a1�/�Mx1Cre+ (n = 10), andMx1Cre+ (n = 10) control mice. Time point 0 is the day of the first

of three poly(I:C) inductions.

(C) Absolute numbers of white blood cells (WBC) and hemoglobin (Hb) levels in peripheral blood from Csnk1a1�/+Mx1Cre+, Csnk1a1�/�Mx1Cre+, and Mx1Cre+

controls 10 days after poly(I:C) induction (mean ± SD, n = 3; **p < 0.001).

(D) Numbers of whole bone marrow cells collected from tibias, femurs, and pelvis of Mx1Cre+, Csnk1a1-/+Mx1Cre+, and Csnk1a1�/�Mx1Cre+ 10 days after

poly(I:C) induction (mean ± SD; n = 3; *p < 0.05, **p < 0.001).

(E) Histological analysis of H&E-stained spine from Csnk1a1�/+Mx1Cre+, Csnk1a1�/�Mx1Cre+, andMx1Cre+ controls 10 days after poly(I:C). Scale bar, 200 mm.

(F) Analysis of the HSC compartment, defined as LSK cells, LT-HSCs, ST-HSCs and MPPs, in the bone marrow (BM) from Csnk1a1�/+Mx1Cre+,

Csnk1a1�/�Mx1Cre+, and Mx1Cre+ controls 10 days after poly(I:C) (mean ± SD, n = 5; **p < 0.001).

(G) Western blot of whole bone marrow lysate 8 days after induction of poly(I:C).

(H) Apoptosis was assessed in the LSK fraction frombonemarrowby Annexin V and 7-AAD staining (early apoptosis: Annexin V+/7-AAD�; late apoptosis: Annexin
V+/7-AAD+ (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

(I) Cell cycle was analyzed by combined proliferation (Ki67) and cell cycle (Hoechst 33342) staining in permeabilized LSK from bonemarrow (G0: Ki67�/Hoechst�;
S/G2/M: Ki67+/Hoechst+) (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

(J) Immunofluorescence staining of paraffin-embedded bone marrow with an antibody against b-catenin (DAPI counterstaining). Asterisks highlight erythrocyte-

filled sinusoids. Scale bar, 20 mm.

See also Figure S1.
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recipient mice. These studies confirm that a cell-intrinsic func-

tion of Csnk1a1 is essential for hematopoiesis.

In striking contrast to mice transplanted with Csnk1a1�/�

Mx1Cre+ cells, mice transplanted with Csnk1a1�/+Mx1Cre+

had no change in survival compared to Mx1Cre+ control mice

(Figure S2A). Transplanted Csnk1a1 haploinsufficient hemato-

poietic cells fully reconstituted the bone marrow, resulting in a

normal-to-hypercellular marrow, a normal hemoglobin, and

significantly elevated white blood cell counts with lymphocytosis

(Figures 2B–2D). The lymphocytosis was caused by an increase

in T cells, consistent with reports demonstrating that moderate

Wnt activation promotes T cell differentiation (Luis et al., 2011,
C

2012). The percentage of Gr1+CD11b+ myeloid cells (Figure 2E)

and CD19+ B cells (Figure S2D) was not affected.

Pathological evaluation of the Csnk1a1 haploinsufficient

bone marrow revealed increased and mildly dysplastic hypo-

lobulated (micro)megakaryocytes in atypical locations, remi-

niscent of the megakaryocyte morphology in del(5q) MDS

(Figures 2F, S2E, and S2F). This phenotype was recapitulated

in vitro when whole bone marrow cells were cultured in the

presence of 10 ng/ml murine thrombopoietin. Nuclear ploidy

analysis of the CD41+ megakaryocytes revealed a shift

toward hypoploidy, consistent with hypolobation apparent in

cytospins of the cultures (Figures 2G and 2H). Over time,
ancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc. 511



Figure 2. Homozygous Csnk1a1 Inactivation Causes Cell-Intrinsic HSC Ablation, while Csnk1a1 Heterozygous Inactivation Causes Cell-

Intrinsic Lineage Expansion

(A) Donor chimerism (CD45.2) of Csnk1a1�/+Mx1Cre+-, Csnk1a1�/�Mx1Cre+-, and Mx1Cre+-derived hematopoietic cells was monitored over time (mean ± SD,

n = 7).

(B) Histomorphological analysis of transplanted Csnk1a1�/+Mx1Cre+ and Mx1Cre+ cells 8 weeks after poly(I:C) induction. Scale bar, 200 mm.

(C) Hemoglobin (Hb) levels were followed over time (mean ± SD, n = 7).

(D) White blood cell and lymphocyte count were monitored over time (mean ± SD, n = 7; *p < 0.05, **p < 0.001).

(E) Distribution of donor-derived (CD45.2+) myeloid cells (Gr1+/CD11b+) and T cells (CD3+) was analyzed by flow cytometry in bone marrow, spleen, and pe-

ripheral blood (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

(F) Histomorphological analysis of megakaryocyte dysplasia in transplanted Mx1Cre+ and Csnk1a1�/+Mx1Cre+ 8 weeks after poly(I:C) induction. Scale bar,

100 mm.

(G) Detailed megakaryocyte morphology on cytospin preparations (May-Grünwald-Giemsa staining, oil immersion) Scale bar, 20 mm.

(H) Representative ploidy analysis and quantification onCD45.2+, CD41+megakaryocytes usingHoechst 33342 staining on fixed and permeabilized cells (mean ±

SD, n = 4; *p < 0.05).

(I) Platelet counts were taken over time (mean ± SD, n = 7; *p < 0.05, **p < 0.001).

See also Figure S2.
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the mice developed a significantly elevated platelet count

(Figure 2I).

Haploinsufficiency of Csnk1a1 Leads to b-Catenin
Activation and Cell-Intrinsic Expansion of HSCs
CSNK1A1 has been reported to be a tumor suppressor gene in

solid tumors due to activation of b-catenin (Elyada et al., 2011;

Sinnberg et al., 2010). We first examined whether Csnk1a hap-

loinsufficiency causes a cell-intrinsic effect on the number and

function of HSCs in a noncompetitive transplantation assay.

We found an increase in the percentage of the HSC-enriched

LSK compartment, in contrast to the decrease in LSK and

Linlowckit+Sca-1� (LK) cells observed in the setting of an ab-

normal microenvironment in primary Mx1Cre+ animals (Figures

1F, S1M, and S1R). In particular, the proportion of LT-HSCs

was significantly elevated (Figure 3A).
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To analyze whether HSC expansion might be due to exit

from quiescence and enhanced HSC proliferation, we per-

formed cell cycle analysis on HSPCs. In comparison to

CD45.2+ Mx1Cre+ control baseline hematopoiesis, CD45.2+

LSK cells and LT-HSCs from Csnk1a1�/+Mx1Cre+ cells had

a significantly lower percentage of cells in the quiescent G0

fraction (in LT-HSCs but not LSK cells) and a significantly

higher percentage of cells in the cycling G1 fraction (Fig-

ure 3B) and in the S phase as seen by bromodeoxyuridine

(BrdU) incorporation (Figure S3A), consistent with exit from

quiescence.

We next examinedwhetherCsnk1a1 heterozygousHSCs have

altered b-catenin or cyclin D1 activity, as these pathways could

contribute to decreased quiescence. Csnk1a1�/+Mx1Cre+

hematopoietic cells, transplanted into WT mice, had increased

nuclear b-catenin accumulation by immunohistochemistry



Figure 3. Haploinsufficiency of Csnk1a1 Leads to Cell-Intrinsic Expansion of Transplanted HSCs

(A) HSC chimerism (CD45.2) was analyzed in CD45.1 mice repopulated with Csnk1a1�/+Mx1Cre+ andMx1Cre+ cells 8 weeks after induction with poly(I:C) in the

LSK cells, MPPs, LT-HSCs, and ST-HSCs (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

(B) Cell cycle was analyzed by combined proliferation (Ki67) and cell cycle (Hoechst 33342) staining in permeabilized LSK cells and LT-HSCs from bone marrow

(G0: Ki67�/Hoechst�; S/G2/M: Ki67+/Hoechst+) (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05, **p < 0.001).

(C) Intracellular flow cytometry for b-catenin and cyclin D1 (fluorescein isothiocyanate [FITC]-labeled secondary antibody each) on the CD45.2+ viable LSK

population (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

(D) Corresponding representative flow blots to the quantitative analysis of intracellular b-catenin and cyclin D1 accumulation.

(E) Mean fluorescence intensity (MFI) of intracellular b-catenin and cyclin D1 in LSK cells (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

See also Figure S3.
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(Figure S3B) and by intracellular flow cytometry (Figures 3C–3E).

We found increased b-catenin in the stem-cell-enriched LSK

fraction. b-catenin accumulation in HSCs was accompanied by

significantly increased expression of cyclin D1, a major regulator

of cell cycle progression, corroborating the G1-phase progres-

sion in the cell cycle of Csnk1a1 haploinsufficient cells. In the

lineage-positive fraction, the differences in b-catenin were not

apparent. These experiments demonstrate that heterozygous

Csnk1a1 inactivation is associated with increased levels of

b-catenin in the HSC.

As heterozygous deletion of APC occurs in approximately

95% of MDS cases and APC and CK1a are both negative

regulators of b-catenin, we analyzed the combinatorial effect

of Csnk1a1 and Apc on b-catenin levels and HSC expansion

(Figure S3F). Compound heterozygous (Csnk1a1�/+Apc�/+

Mx1Cre+) hematopoietic cells were transplanted into lethally

irradiated mice and analyzed over a period of 52 weeks. Com-

pound heterozygous inactivation of Csnk1a1 and Apc resulted

in significantly increased LT-HSCs, increased b-catenin levels,

and increased activation of the cell cycle in HSCs in long-term

transplants (Figures S3G–S3J). In aggregate, our data highlight

a central role for b-catenin in the pathophysiology of del(5q)

MDS.
C

Csnk1a1 Haploinsufficient HSCs Have Increased
Self-Renewal Ability In Vivo
As Csnk1a1 haploinsufficiency leads to a significant increase in

cycling LT-HSCs, we examined the functional capacity of

Csnk1a1 haploinsufficient cells in a competitive repopulation

assay. Four weeks after transplantation, mice were treated

with poly(I:C) to induce Csnk1a1 deletion. Csnk1a1 haploinsuffi-

cient cells outcompeted WT cells, while Mx1Cre+ control cells

were stable over time, and cells with homozygousCsnk1a1 inac-

tivation were rapidly depleted (Figure 4A).

To determine the long-term repopulating potential of Csnk1a1

haploinsufficient bone marrow, whole bone marrow cells from

the primary recipients were injected into lethally irradiated sec-

ondary and tertiary recipients. Csnk1a1 haploinsufficient bone

marrow cells had a significantly impaired response to the stress

of transplantation, resulting in significantly lower numbers of

CD45.2+ donors cells in the peripheral blood compared to

Mx1Cre+ controls each 4 weeks after secondary and tertiary

transplantation. However, 16 weeks after each round of trans-

plantation, Csnk1a1 haploinsufficient cells recovered and again

outcompeted the control cells (Figure 4A).

Having observed a competitive advantage for Csnk1a1 hap-

loinsufficient bone marrow evaluated in the peripheral blood,
ancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc. 513



Figure 4. Csnk1a1 Haploinsufficient HSCs Show Increased Repopulating Ability Consistent with Increased Self-Renewal

(A) Competitive repopulation assays were performed by mixing CD45.2-expressing cells (Csnk1a1�/+Mx1Cre+, Csnk1a1�/�Mx1Cre+, or Mx1Cre+) with CD45.1

competitor cells at an approximately 50:50 ratio and transplanting the cells into lethally irradiated CD45.1 recipients. The percentage of CD45.2 donor cell

chimerism in the whole peripheral blood (PB) from peripheral blood of lethally irradiated recipient animals is shown. Time (in weeks) denotes the time relative to

termination of the poly(I:C) injections; poly(I:C) = time point 0. After 16 weeks, bone marrow was harvested and transplanted for secondary transplants, and

16 weeks later for tertiary transplants in lethally irradiated mice (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05, **p < 0.001). tx, transplant.

(B) Donor chimerism of total bone marrow cells performed at 16 (first competitive transplant), 32 (secondary competitive transplant, 16 weeks after trans-

plantation) or 48 (tertiary competitive transplant) weeks after poly(I:C) induction (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

(C and D) Donor chimerism of the HSC (LSK) (C) and progenitor cell compartments: LK; common-myeloid progenitors (CMP), LK CD34+CD16/32�; granulocyte-
macrophage progenitors (GMP), LK CD34+CD16/32+; and myeloerythroid progenitors (MEP), LK CD34�CD16/32� (D) performed at 16 (first competitive

transplant), 32 (secondary competitive transplant), or 48 (tertiary competitive transplant) weeks after poly(I:C) induction (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

(E) Chimerism of hematopoietic lineages in the bone marrow each 16 weeks after the first, second, and third competitive transplant. Composite data of donor

(CD45.2+) granulocytes (Gr1+CD11b+), B cells (CD19+), or T cells (CD3+) are shown (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05, **p < 0.001).

Cancer Cell

Casein Kinase 1A1 in del(5q) MDS
we next evaluated HSPCs in the setting of competitive repopula-

tion (Figures 4B–4E). At both 16 weeks following the primary

transplant and 16 weeks following the secondary transplant,

Csnk1a1 haploinsufficient cells were significantly more abundant

than their WT counterparts in the percentage of LSK cells and

downstream myeloid progenitor cells, Gr1+CD11b+ myeloid

cells, and CD3+ T cells in the bone marrow.

Csnk1a1 Haploinsufficiency Sensitizes Cells to Casein
Kinase 1 Inhibition
Having demonstrated a selective advantage for cells with het-

erozygous Csnk1a1 inactivation and a severe disadvantage for
514 Cancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc.
cells with homozygous Csnk1a1 inactivation, we postulated

thatCsnk1a1 haploinsufficiency might sensitize cells to CK1a in-

hibition. Partial inhibition of CK1a would be expected to cause

WT cells to have a phenotype similar to haploinsufficient cells,

while CK1a inhibition in cells that already have one allele inacti-

vated would approach closer to complete ablation of CK1a

activity, thereby establishing a therapeutic window for CK1a in-

hibition in del(5q) MDS cells. We tested this hypothesis using

D4476, a selective small molecule inhibitor of CK1 (Rena et al.,

2004). Since D4476 has a short half-life in vivo, we treated puri-

fied myeloid progenitors from Csnk1a1 haploinsufficient cells

and Mx1Cre+ controls with D4476 in vitro. D4476 significantly



Figure 5. Csnk1a1 Haploinsufficiency Pro-

vides a Therapeutical Window for the

Specific Treatment of Disease-Propagating

HSCs

(A) Sorted hematopoietic progenitor cells (LK)

were prestimulated for 24 hr after the sort and

treated for 72 hr with varying concentrations of

D4476. Viability of cells was analyzed after 72 hr

with the CellTiter-Glo assay, apoptosis by com-

bined Annexin V and 7AAD staining discriminating

early (Annexin V+7AAD�), and late apoptosis

(AnnexinV+7AAD+) using flow cytometry (mean ±

SD, n = 5; *p < 0.05).

(B) Twenty-one days after poly(I:C) treatment,

Csnk1a1�/+Mx1Cre+ or CD45.1 bone marrow was

harvested and LSK cells were sort purified. Equal

ratios of Csnk1a1�/+Mx1Cre+ and CD45.1+ LSK

cells were mixed and treated for 72 hr ex vivo with

either D4476 or DMSO, followed by trans-

plantation into lethally irradiated CD45.1 mice. The

chimerismwas followed over time in the peripheral

blood (PB) (mean ± SD, n = 6; *p < 0.05, **p <

0.001).

(C) The chimerism of Csnk1a1�/+Mx1Cre+ in the

bone marrow was analyzed in the LSK and pro-

genitor fractions after 12 weeks under DMSO or

D4476 treatment conditions (mean ± SD, n = 6;

**p < 0.001).

See also Figure S4.
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decreased viability and increased apoptosis inCsnk1a1 haploin-

sufficient cells relative toMx1Cre+ controls at a range of concen-

trations, consistent with a therapeutic window for targeting

Csnk1a1 haploinsufficient cells (Figure 5A).

To assess the relative effect of D4476 treatment on HSC and

progenitor cell function in vivo, we performed a competitive repo-

pulation experiment following ex vivo exposure toD4476. Purified

LSK cells from Csnk1a1�/+Mx1Cre+ (CD45.2) and WT CD45.1

mice were mixed in a 1:1 ratio and treated ex vivo with either

D4476 or DMSOcontrol for 48 hr, followed by injection of the cells

into lethally irradiatedmice. FollowingDMSO treatment,Csnk1a1

haploinsufficient cells outcompeted the WT controls, as as-

sessed by peripheral blood chimerism. In contrast, following

treatment with D4476, Csnk1a1 haploinsufficient cells were

selectively depleted. Similarly, D4476 caused a selective deple-

tion of Csnk1a1 haploinsufficient stem and progenitor cells in

the bonemarrow (Figures 5B and 5C) and reducedCsnk1a1 hap-

loinsufficient HSPCs in colony-forming unit assays (Figure S4A).

To examine if partial, systemic inhibition of CK1a would be

tolerated in a therapeutic approach targeting haploinsufficiency,

we analyzed the effects of global heterozygous Csnk1a1 inacti-

vation. Csnk1a1�/+EIIaCre+ mice, in which heterozygous dele-

tion of Csnk1a1 is induced in all tissues, were born in normal

Mendelian ratios without apparent malformations. Histopatho-

logical analysis at 6 and 10 months of age revealed structural

integrity of organs, and blood counts were normal and stable

over this period of time (Figures S4B–S4D). In aggregate, these

data indicate that Csnk1a1 inhibition is an attractive therapeutic

approach for the selective targeting ofCsnk1a1 haploinsufficient

cells, such as MDS cells with del(5q).
C

Identification of Recurrent SomaticCSNK1A1Mutations
in Patients with del(5q) MDS
In parallel with our functional studies, we performed whole-

exome sequencing on MDS samples to identify genetic drivers

of del(5q) MDS: genes that are selectively mutated in del(5q)

MDS or genes within the del(5q) CDRs that are recurrently so-

matically mutated in MDS cases without del(5q). We performed

whole-exome sequencing on paired samples (MDS-derived

bone marrow sample and matched normal CD3+ cells) of 21

cases: 19 del(5q) and 2 with normal karyotypes (Table S1). We

identified two cases with somatic mutations in CSNK1A1, both

in untreated cases with del(5q) withWT TP53 (Table 1). Both mu-

tations caused the same amino acid change, E98K (Figure 6A).

The mutations were confirmed to be present and somatic by

Sanger sequencing (Figure 6A). Only a fraction (75% in patient

1 and 42% in patient 2) of the nondeleted CSNK1A1 allele was

mutated. By SNP array analysis (Figure S5A), the percentage

of the del(5q) MDS clone was 70%–80% in patient 1 and 90%–

100% in patient 2. These data indicate that deletion of chromo-

some 5q occurred first and that theCSNK1A1mutation occurred

on the remaining allele of chromosome 5q. The mutation was

identified in only less than 5% of the matched control samples

from T cells. We analyzed an additional set of 22 MDS samples

with isolated del(5q) and found one additional mutation, also

altering the same codon (E98V). We examined published MDS

genome-sequencing data and found one CSNK1A1 mutation,

D140A, in a case with MDS and a normal karyotype (Graubert

et al., 2012) and CSNK1A1 D140Y in a patient with del(5q)

MDS (Woll et al., 2014). Additional CSNK1A1 mutations were

identified in the literature in other malignancies (Dulak et al.,
ancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc. 515



Table 1. Clinical Data of Patients with the Identified Somatic

CSNK1A1 Mutations

Data #1 #2 #3

Age at diagnosis 85 82 65

Gender M F F

FAB RA RA RA

Karyotype 46,XY,del(5)

(q13q31) [17]/

46,XY[3]

46,XX,del(5)

(q13q33)[14]/

46,XX[6]

46,XX,del(5)

(q13q33)[4]/

46,XX[2]

IPSS-R 2, low risk 1, very low risk 1, very low risk

TP53 WT WT WT

Hemoglobin

(grams per deciliter)

10.6 11.8 9.5

Absolute neutrophil

count (109 per liter)

4.96 0.951 5.01

Platelets (cells per

microliter)

140,000 118,000 72,000

M, male; F, female; RA, refractory anemia; FAB, French-American-British

classification; IPSS-R, revised International Prognostic Scoring System.
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2013; Sato et al., 2013), two of which are also missense muta-

tions of codon 98 and one of codon 140 (Figure S5B). CSNK1A1

is, therefore, a gene with recurrent somatic mutations within a

del(5q) CDR in MDS.

We tested the function of the CSNK1A1 E98V mutation by

retroviral expression of the mutant complementary DNA

(cDNA) in Csnk1a1�/�Mx1Cre+ hematopoietic cells, reflecting

the finding of mutations in del(5q) cells without a WT allele.

ckit+ hematopoietic cells were transduced with retroviruses ex-

pressing a WT CSNK1A1 cDNA, the CSNK1A1 E98V mutation,

or the CSNK1A1 D136N cDNA with mutational inactivation of

the CK1a kinase activity (Bidère et al., 2009; Davidson et al.,

2005; Peters et al., 1999). Four weeks after transplantation of

transduced cells into lethally irradiated recipients, we induced

excision of both endogenousCsnk1a1 alleles. Mice transplanted

with cells expressing the kinase-dead CSNK1A1 D136N cDNA

died rapidly as expected, as the mutant cDNA was unable to

rescue the effect of the Csnk1a1 ablation (Figures S5C–S5E).

In contrast, cDNA overexpressing CSNK1A1 and CSNK1A1

E98V cDNA rescued the HSC ablation in Csnk1a1�/�Mx1Cre+

cells (Figures 6B and S5C). After 12 weeks, the bone marrow

of the recipient mice was fully reconstituted by cells transduced

with eitherCSNK1A1 cDNAorCSNK1A1E98V cDNA (Figure 6C).

Cells expressing CSNK1A1 or CSNK1A1 E98V reconstituted lin-

eages, as well as stem and progenitor cells (Figures 6C and S5F).

We next examined the cellular consequences of theCSNK1A1

E98V mutation. Csnk1a1�/�Mx1Cre+ cells transduced with

CSNK1A1 E98V cDNA, compared to cells expressing the WT

cDNA, had increased nuclear b-catenin accumulation by immu-

nofluorescence and higher b-catenin accumulation by intracel-

lular flow cytometry (Figures 6D–6F and S5G). While expression

of the kinase-dead CSNK1A1 D136N cDNA caused increased

apoptosis and HSC ablation, the CSNK1A1 E98V cDNA did

not induce p53 or apoptosis (Figures 6D, 6F, S5G, and S5H).

Furthermore, bone marrow cells expressing CSNK1A1 E98V

cDNA had an increased frequency of cells in the G1 phase of

the cell cycle, with no change in cells in G0 (Figure 6G). In aggre-
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gate, these findings indicate that the codon 98 mutations are not

loss of function and do not cause increased p53 activation but do

increase b-catenin activity, providing a potential selective

advantage to del(5q) MDS cells.

Having demonstrated that Csnk1a1 haploinsufficient cells are

sensitized to CK1 inhibition, we tested whether CSNK1A1 E98V-

expressing cells in a Csnk1a1 null background are more sensitive

to treatment with a CK1 inhibitor than WT or Csnk1a1 haploinsuf-

ficient cells. Green-fluorescent-protein-positive (GFP+) CSNK1A1

E98V- andCSNK1A1-expressing LSK cells andCsnk1a1 haploin-

sufficient and WT LSK cells were sorted and treated with D4476

(Figure 6H). Treatment of Csnk1a1�/�Mx1Cre+ cells transduced

with CSNK1A1 E98V cDNA were significantly more sensitive to

the compound than Csnk1a1 haploinsufficient cells. Similar re-

sults were obtained from a coculture competition assay in the

presence of D4476 (Figures 6I and S5I).

DISCUSSION

Our studies converged on a critical role for CK1a in the patho-

genesis of del(5q) MDS. Activation of b-catenin downstream of

Csnk1a1 haploinsufficiency in a murine model, and downstream

of CSNK1A1 mutations in MDS patient samples, provides a po-

tential mechanism of clonal selection. In contrast, homozygous

inactivation of Csnk1a1 is not tolerated due to activation of

p53. The sensitivity of hematopoietic cells to Csnk1a1 gene

dosage provides a therapeutic window for targeting CK1a in

haploinsufficient cells.

In a previous study, we found Csnk1a1 to be a therapeutic

target in acute myeloid leukemia (AML) and that D4476 selec-

tively kills leukemic stem cells relative to normal HSPCs (Järås

et al., 2014). Both the knockdown of Csnk1a1 using small hairpin

RNA and the genetically engineered mouse model show that

reduction of Csnk1a1 expression by more than 50% has a nega-

tive effect on HSC expansion and survival. Haploinsufficiency, in

contrast, increases the number and function of HSCs.

b-catenin is a major driver of stem cell self-renewal and

neoplasia in multiple cellular lineages (Baba et al., 2005; Elyada

et al., 2011; Willert et al., 2003; Yeung et al., 2010). HSCs have a

graded response to b-catenin, with modest levels leading to

increased stem cell self-renewal (Baba et al., 2005) and more

marked induction leading to stem cell exhaustion (Albuquerque

et al., 2002; Kirstetter et al., 2006; Lane et al., 2010; Luis et al.,

2011). Forced expression of b-catenin, in combination with

HOXA9 and MEIS1, induces leukemia in progenitor cells (Wang

et al., 2010b), and b-catenin is essential for leukemia cells driven

by the MLL-AF9 oncogene (Miller et al., 2013). Histopathological

studies have found nuclear, nonphosphorylated b-catenin

expression in bone marrow specimen from de novo AML and

MDS patients to be a predictor for clinical outcome, and these

studies suggested an association between nuclear b-catenin

expression and del(5q) MDS, although the number of samples

studied was too small to be conclusive (Xu et al., 2008). CK1a

is a member of the b-catenin destruction complex and is, there-

fore, a known central regulator of b-catenin activity (Cheong and

Virshup, 2011). In our studies, Csnk1a1 haploinsufficiency

conferred to increased intrinsic self-renewal of HSC, with asso-

ciated nuclear b-catenin accumulation, cyclin D1 induction, and

exit from quiescence in LT-HSCs.



Figure 6. Identification and Functional Characterization of CSNK1A1 Mutations in del(5q) MDS Patients

(A) Summary of CSNK1A1 mutations identified in del(5q)MDS patients (upper panel) and Sanger sequencing results around codon 98 of the normal control

(germline) and tumors (somatic) (lower panel).

(B) Kaplan-Meier survival analysis of chimeric mice transplanted withCsnk1a1�/�Mx1Cre+ HSPCs expressing Csnk1a1 cDNA, Csnk1a1 D136 cDNA, or Csnk1a1

E98V cDNA. Time point 0 is the first day of poly(I:C) induction (n = 5).

(C) GFP expression in whole bone marrow (BM; left) and distribution of the different lineages (Gr1+CD11b+ neutrophils, CD3+ T cells, CD19+ B cells) in GFP+ bone

marrow cells (right) (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

(D) Coimmunofluorescent staining of b-catenin and p53 in cytospin preparations of red-blood-cell-lysed whole bonemarrow cells (red, b-catenin; turquoise, p53;

green, GFP MIG vector; blue: DAPI). Scale bar, 20 mm.

(E) Quantification of b-catenin intensity using the mean fluorescence intensity (MFI) (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

(F) Intracellular flow cytometry measurement of b-catenin and p53 in permeabilized whole bone marrow cells. (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

(G) Cell cycle was analyzed by combined Ki67 and Hoechst 33342 staining in permeabilized whole bone marrow cells (mean ± SD, n = 3; *p < 0.05).

(H) GFP+ LSK cells from mice transplanted with either CSNK1A1 or CSNK1A1 E98V-expressing Csnk1a1�/�Mx1Cre+ cells as well as Csnk1a1 haploinsufficient

LSK andWT LSK cells were sort purified and exposed to vehicle, 2.5 or 10 mMD4476 for 72 hr and viability of cells was analyzed after 72 hr with the CellTiter-Glo

assay (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

(I) LSK cells (all CD45.2), isolated as in (H), were treated in competition to CD45.1 WT cells in one culture well to analyze selective ablation of cells under the same

culture condition (mean ± SD, n = 5; *p < 0.05).

See also Figure S5 and Table S1.
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Increased LT-HSC proliferation and expansion was a cell-

intrinsic effect in our study. Inactivation of Csnk1a1 in stromal

cells in our model caused stromal b-catenin levels to increase,

with consequent effects on hematopoiesis, including pancyto-

penia and HSPC depletion. This observation is consistent with

recent studies demonstrating that b-catenin accumulation in

the stroma negatively regulates HSC maintenance and might

also contribute to leukaemogenesis (Kode et al., 2014; Lane

et al., 2010).

APC, anothermember of the b-catenin destruction complex, is

also deleted in the vast majority of del(5q) MDS cases. Hemato-

poietic cells with Apc haploinsufficiency have been shown to
C

have enhanced repopulation potential, indicating a cell-intrinsic

gain of function in the LT-HSC population. However, in contrast

to Csnk1a1 haploinsufficiency, Apc haploinsufficient bone

marrow was unable to repopulate secondary recipients due to

loss of the quiescent HSC population (Lane et al., 2010; Wang

et al., 2010a). Different levels ofWnt activationmay explain these

findings. Similarly, deletions of Csnk1a1 and of Apc in the gut

have significantly different effects. While Csnk1a1 deletion led

to robust activation of Wnt target genes and proliferation without

invasion, Apc deletion induced immediate dysplastic transfor-

mation and rapid death (Elyada et al., 2011). CK1a has many

phosphorylation targets that could alter stem cell function
ancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc. 517
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(Bidère et al., 2009; Elyada et al., 2011; Wu et al., 2012). As has

been postulated previously, it is possible that CK1a inactivation

restrains hyperactive Wnt signaling through mechanisms yet to

be defined.

Our sequencing studies revealed recurrent mutations in a

gene located in an MDS CDR on chromosome 5q. SNP array

studies have not identified any genes on 5q that undergo homo-

zygous deletion in del(5q) MDS (Gondek et al., 2008; Graubert

et al., 2009; Heinrichs et al., 2009). Indeed, our studies would

indicate that homozygous inactivation of CSNK1A1 would be

highly deleterious to a hematopoietic cell. Although CSNK1A1

mutations in MDS are rare, they provide powerful evidence

that these lesions are genetic drivers of clonal dominance. In

functional studies, expression of the identified CSNK1A1 E98V

allele, in the setting of inactivation of both WT alleles to mimic

the genetic context of the mutations observed in patients,

caused an induction of nuclear b-catenin and a significant HSC

cell cycle progression compared to expression of the WT

CSNK1A1. Future experiments using a conditional knockin

mouse strain will be helpful to study the long-term hematopoietic

effects of the mutant allele expressed at physiological levels.

Our results indicate that CSNK1A1 is a CYCLOPS (copy num-

ber alteration yielding cancer liabilities owing to partial loss) gene

(Nijhawan et al., 2012). Heterozygous inactivation of Csnk1a1

sensitized cells to CK1 inhibition with D4476. The ablation of he-

matopoiesis in Csnka1a1 null cells and the normal-to-enhanced

hematopoiesis in Csnk1a1 haploinsufficient cells provide a

mechanistic basis for this therapeutic window. We demon-

strated that systemic Csnk1a1 haploinsufficiency in our murine

model does not have significant effects on other organs, indi-

cating that partial pharmacologic inhibition of CK1 would likely

be well tolerated. While D4476 does not have pharmacokinetic

properties for in vivo use and lacks specificity for CK1a, a

more selective compound has the potential for therapeutic utility

in the treatment of patients with myeloid malignancies associ-

ated with del(5q).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Generation of a Csnk1a1 Conditional Knockout Mouse

Mouse embryonic stem cells with Csnk1a1 exon 3 targeted in a C57BL/6N

genetic background were generated by the KOMP consortium (project ID:

CSD45494). The neomycin/lacZ cassette was flipped out in vitro by transfec-

tion of a plasmid expressing the flippase recombinase (FRT). Successful FRT

recombination was validated by PCR (forward primer: 50-TCGCACTTGAGC

TATTGGGGAGT-30; reverse primer: 50-AGGCATGGTAGCTCACACCTGA-30).
Following confirmation of germline transmission, mice were crossed with the

Mx1-Cremouse strain (Jackson Laboratory, stock number 002527). To excise

Csnk1a1 exon 3, Csnk1a1 conditional mice were given three rounds of 200 mg

of poly(I:C) (GE Healthcare Life Sciences) using intraperitoneal injections. Suc-

cessful excision of Csnk1a1 exon 3 was validated using forward primer

(mentioned earlier) and reverse 50AGCTGGGCTACCAAGAGGCAA-30 primer.

All experiments and procedures were conducted in the Children’s Hospital

Boston animal facility and were approved by the Children’s Hospital Institu-

tional Animal Care and Use Committee.

Flow Cytometry

Bone marrow cells were isolated by flushing and crushing pelvis and hind leg

bones with PBS (GIBCO) + 2% fetal bovine serum (FBS) + penicillin/strepto-

mycin (GIBCO). Whole bone marrow was lysed on ice with red blood cell lysis

solution (Invitrogen/Life Technologies), and washed in PBS (GIBCO) + 2%

FBS. Single-cell suspensions of spleen were prepared by pressing tissue
518 Cancer Cell 26, 509–520, October 13, 2014 ª2014 Elsevier Inc.
through a cell strainer followed by red blood cell lysis. Cells were labeled

with monoclonal antibodies in 2% FBS/PBS for 30 min on ice (see Supple-

mental Experimental Procedures for the information on antibodies used) and

analyzed using an LSR II flow cytometer (BD Biosciences). Apoptosis (Annexin

V APCApoptosis Detection Kit, eBioscience) and cell cycle (Ki67 cell cycle and

proliferation kit, BD Biosciences) assays were performed according to the

manufacturer’s instructions.

Bone Marrow Transplantation Assays

In transplantation assays of Csnk1a1 cells into CD45.1 WT mice, 5 3 106

freshly isolatedwhole bonemarrow cells were harvested before poly(I:C) treat-

ment and injected into the tail vein of lethally irradiated (1,050 rads) CD45.1-

positive B6.SJL (Jackson Laboratory) recipient mice without support cells. In

competitive bone marrow transplantation studies, 2 3 106 freshly isolated

bone marrow cells were harvested and transplanted via tail vein into lethally

irradiated CD45.1+ recipient mice together with 2 3 106 freshly isolated

CD45.1+ bone marrow competitor cells in an equal ratio. Four weeks after

transplantation, blood samples were taken and donor cell chimerism was

determined by flow cytometric analysis. Shortly thereafter, mice were given

three rounds of poly(I:C) treatment, and donor blood cell chimerismwas deter-

mined every 4 weeks.

Western Blots

Western blots were performed according to standard protocols. In brief, cell

lysis was performed in RIPA buffer with protease/phosphatase inhibitors. After

protein quantification, lysates were resuspended in Laemmli sample buffer

and loaded to gradient gels (Criterion Tris-HCl Gel, 8%–16%). Proteins were

transferred onto Immobilon polyvinyl difluoride membranes. As primary anti-

bodies, b-catenin (rabbit polyclonal, 9562, 1:500, Cell Signaling), p53 (mouse

monoclonal, DO-1, 1:500, Santa Cruz Biotechnology), p21 (rabbit polyclonal,

1:200, C-19, Santa Cruz Biotechnology), cyclin D1 (rabbit monoclonal,

1:200, SP4, Thermo Fisher Scientific), and GAPDH (rabbit polyclonal,

1:4000, Bethyl Laboratories) were applied.

Histopathology

For histological and immunohistochemical analyses, murine organs were fixed

in 3.7% formaldehyde overnight, dehydrated, and prepared for paraffin

embedding. Hematoxylin and eosin (H&E) staining was performed according

to routine protocols. For immunohistochemical stainings, the avidin-biotin

complex was applied. Peripheral blood smears were stained with May-Grün-

wald-Giemsa (Sigma-Aldrich). Images were obtained on a Nikon Eclipse E400

microscope equipped with a SPOT RT color digital camera (model 2.1.1, Diag-

nostic Instruments).

Viral Vector Cloning

MIG-CSNK1A1, MIG-CSNK1A1(E98V), and MIG-CSNK1A1(D136N) were

flanked by Not1 and Xho1 sites for convenient cloning into the MIG vector

backbone.

Patient Samples and Sequencing

Patients included in the whole-exome sequencing were diagnosed between

2008 and 2013 at different Spanish hospitals affiliated with the MDS Spanish

Group (Grupo Español de SMD, GESMD). Patients were diagnosed with

MDS according to the French-American-British and 2008 World Health Orga-

nization classifications. Samples were deidentified at the time of inclusion. This

study was approved by institutional review boards (Clinical Research Ethics

Committee Institut Català de la Salut/Germans Trias i Pujol Hospital and Clin-

ical and Ethics Committee Parc de Salut MAR) and performed in accordance

with the Declaration of Helsinki. All patients gave their informed written con-

sent. Whole-exome sequencing was performed using paired-end reads gener-

ated fromDNA libraries prepared fromMDSsamples (whole bonemarrow) with

matched normal samples (CD3+ lymphocytes isolated from peripheral blood).

Whole-exome hybrid capture was carried out on 3 mg of genomic DNA using

the SureSelect Human Exome Kit version 3 (Agilent Technologies). The

captured exome library was sequenced with 100 base-pair (bp) paired-end

reads on an Illumina HiSeq2000 platform (Illumina). Whole-exome sequencing

data were analyzed using an in-house bioinformatics pipeline as previously re-

ported elsewhere (BWA;GATK’s; VarScan2; SAMTools; SnpEff: (Koboldt et al.,
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2012; McKenna et al., 2010). Somatic mutations identified as alterations pre-

sent in tumor but not in the matched CD3+ sample were validated by Sanger

sequencing. Sanger sequencing was performed on genomic DNA isolated

from whole bone marrow cells and CD3+ cells using the GentraPuregene

Cell kit (QIAGEN). Exon 3 from CSNK1A1 gene was amplified by PCR using

the following primers: forward primer: 50-TCCTTTTGTTTCGTTAGGTGGT-30

and reverse primer 50-AAGGTTAAATAGTGATGCACAGGA-30; amplification

size, 251 bp). SNP arrays were performed with the Genome-Wide Human

SNPArray 6.0 fromAffymetrix. Assayswere performed according to Affymetrix

protocols.

ACCESSION NUMBERS

The Gene Expression Omnibus accession number for SNP arrays is

GSE59244.
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“Fes una foto del terrat, que des d’aquí puc veure Mart. La roba 
estesa, el meu agost, un camp d’espigues i cargols. Esperar-
em que passi el fred i sota l’arbre parlarem de tot. Un bioritme 
elemental, un mar d’antenes i animals. Els astronautes volen 
baix,  els núvols passen com qui no diu res. Amb les butx-
aques a les mans, caminarem els passos d’altres peus. Es-
morzarem pa amb oli i sal, ho vestirem amb unes copes de 
vi. Deixant de banda la ciutat, la tarda és llarga, i portser més, 
molt més, la nit. Un altre lloc, un altre temps, on parlarem amb 
altres déus. El meu secret subtitulat, camins d’arròs, camins 
de blat. Esperarem que baixi el sol,  i sota l’arbre parlarem 
del temps. Un bioritme elemental, un tros de vida artificial. Els 
astronautes volen baix, els núvols passen com qui no diu res. 
Amb les butxaques a les mans, caminarem els passos d’altres 
peus.  Esmorzarem pa amb oli i sal,  ho vestirem amb unes 
copes de vi. Deixant de banda la ciutat,  la tarda és llarga, i 
portser més, molt més, la nit.”

Pa amb oli i sal. El Turista. Blaumut, 2012


