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Als meus paresia l'Eva

“Nobody said it was easy

It’s such a shame for us to part
Nobody said it was easy

No one ever said it would be this hard,

Oh, take me back to the start”

The Scientist, Coldplay
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ACT: delta CT.

ABCA2: ATP binding cassette subfamily A member 2.
ABCA3: ATP binding cassette subfamily A member 3.

ABL1: ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase.
ABL2: ABL proto-oncogene 2, non-receptor tyrosine kinase.
ACIN1: apoptotic chromatin condensation inducer 1.
ADGRG1: adhesion G protein-coupled receptor G1.

AFDN: afadin, adherens junction formation factor.

AFF1: ALF transcription elongation factor 4.

AGO2: argonaute RISC catalytic component 2.

AKR1C3: aldo-keto reductase family 1 member C3.

AKT1: AKT serine/threonine kinase 1.

ALAL/LALA: ambiguous lineage acute leukemia,; leucemia aguda de llinatge ambigu.
ANKS1B: ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 18B.
Ara-C: citarabina (arabinosid de citosina).

ARHGAP22: Rho GTPase activating protein 22.

ARHGEF28: Rho guanine nucleotide exchange factor 28.
ARID1B: AT-rich interaction domain 1B.

ARID5B: AT-rich interaction domain 5B.

ASXL2: ASXL transcriptional regulator 2.

BCL11B: BCL11 transcription factor B.

BCL2: BCL2 apoptosis regulator.

BCR: BCR activator of RhoGEF and GTPase.

BET1: Betl golgi vesicular membrane trafficking protein.
BEX3: brain expressed X-linked 3.

bHLH: basic helix-loop-helix.

BLK: BLK proto-oncogene, Src family tyrosine kinase.

BLNK: B cell linker.

BMP2K: BMP2 inducible kinase.
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BRAF: B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase.
BRDSY: bromodomain containing 9.

BTG1: BTG anti-proliferation factor 1.

BTK: Bruton tyrosine kinase.

CAR: chimeric antigen receptor.

CART: chimeric antigen receptor T-cell.

CBF: core binding factor.

CBFA2T3: CBFA2/RUNX1 partner transcriptional co-repressor 3.

CBFB: core-binding factor subunit beta.

CBL: Cbl proto-oncogene.

CCL23: C-C motif chemokine ligand 23.

CCND2: cyclin D2.

CD34: CD34 molecule.

CDK®6: cyclin dependent kinase 6.

CDKN1B: cyclin dependent kinase inhibitor 1B.
CDKN2A: cyclin dependent kinase inhibitor 2A.
CDKN2B: cyclin dependent kinase inhibitor 2B.
CEBPA: CCAAT enhancer binding protein alpha.

Cl: confidence interval, interval de confianga.

C-KIT: KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase.
CML: chronic myeloid leukemia, leucemia mieloide cronica.
CNA: copy number alteration.

CN-LOH: copy neutral-loss of heterozigosity.
CNOT3: CCR4-NOT transcription complex subunit 3.
CNV: copy number variation.

COG: Children’s Oncology Group.

CPXM1: carboxypeptidase X, M14 family member 1.
CREBBP: CREB binding protein.

CRLF2: cytokine receptor like factor 2.

CSF1R: colony stimulating factor 1 receptor.

CSPG4: chondroitin sulfate proteoglycan 4.

CT: cycle threshold, cicle d’'umbral.
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CTnorm: CT normalitzat pel control interplaca (IPC).
CUX1: cut like homeobox 1.

DCAL: Diagnostic Center of Acute Leukemia.

DEK: DEK proto-oncogene.

DGCR8: DGCR8 microprocessor complex subunit.
DGKH: diacylglycerol kinase eta.

DICER1: dicer 1, ribonuclease II.

DNA; ADN: acid desoxiribonucleic.

DNMT3A: DNA methyltransferase 3 alpha.

DNMT3B : DNA methyltransferase 3 beta.

DOTI1L: DOT1 like histone lysine methyltransferase.
DPYSL3: dihydropyrimidinase like 3.

DROSHA: drosha ribonuclease Ill.

DS: desviacio estandard.

DUX4: double homeobox 4.

EBF1: EBF transcription factor 1.

EED: embryonic ectoderm development.

EGIL: European Group of Immunological classification of Leukemias.
EICH: enfermedad de injerto contra huésped; malaltia de 'empelt contra I’hoste.
ELL: elongation factor for RNA polymerase |l.

EML1: EMAP like 1.

EMP1: epithelial membrane protein 1.

EP300: E1A binding protein p300.

EPOR: erythropoietin receptor.

ERG: ETS transcription factor ERG.

ETP: Early T-cell precursor.

ETV6: ETS variant transcription factor 6.

EZH2: enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit.
FAB: French-American-British.

FAMB30A: family with sequence similarity 30 member A.
FBXW7F: box and WD repeat domain containing 7.
FDA: Food Drug Administration.

43



Abreviatures i acronims

FDR: false discovery rate.

FGFR1: fibroblast growth factor receptor 1.

FISH: fluorescence in situ hybridization.

FLT3: fms related receptor tyrosine kinase 3.

FUS: FUS RNA binding protein.

GATAZ2: GATA binding protein 2.

GATA3: GATA binding protein 3.

GLIS2: GLIS family zinc finger 2.

GRAAL: Group for Research on Adult Acute Lymphoblastic Leukemia.
GUS: 6-glucuronidase.

HCA: hierarchical cluster analysis.

HDAC: histona deacetilasa.

HDACI: inhibidor d’histona deacetilasa.

HLF: HLF transcription factor, PAR bZIP family member.

HR: hazard ratio.

HSC: hematopoietic stem cells.

iIAMP21: amplificacié intracromosomica del cromosoma 21.
[-BFM SG: International Berlin-Frankfurt-Miinster Study Group.
ICC: International consensus classification of myeloid neoplasm and acute leukemias.
ID4: inhibitor of DNA binding 4.

IDH1: isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 1.

IDH2: isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) 2.

IG/TR: immunoglobulina/receptor de cel-lules T.

IGH: immunoglobulin heavy locus.

IKZF1: IKAROS family zinc finger 1.

IKZF2: IKAROS family zinc finger 2.

IKZF3: IKAROS family zinc finger 3.

IL3: interleukin 3.

IL7R: interleukin 7 receptor.

IPC: control interplaca.

ITD: internal tandem duplication; duplicacié interna en tandem.

JAK1: Janus kinase 1.
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JAK2: Janus kinase 2.

JAK3: Janus kinase 3.

KAT6A: lysine acetyltransferase 6A.
KDMG6A: lysine demethylase 6A.

KMT2A (MLL): lysine methyltransferase 2A.
KMT2A-r: reordenaments de KMT2A.

KO: knock-out.

KRAS: KRAS proto-oncogene, GTPase.

LAPTMA4B: lysosomal protein transmembrane 4 beta.

LCR: liquid cefaloraquidi.

LDI-PCR: long-distance inverse PCR.

LEDGF: Lens epithelium-derived growth factor.
LEF1: lymphoid enhancer binding factor 1.
lincRNAs: long or large intergenic ncRNASs.

LLA: leucemia limfoblastica aguda.

LLA-B: leucemia limfoblastica aguda de Ilinatge B.
LLA-T: leucémia limfoblastica aguda de llinatge T.
LLC: leucemia limfatica cronica.

LMA: leucemia mieloide aguda.

LMOQO2: LIM domain only 2.

LPA: leucemia promielocitica aguda.

LSC: leukemic stem cells.

LSC17 score: 17-leukemic stem cells score.
LT-HSC: long-term hematopoietic stem cells.
LYL1: LYL1 basic helix-loop-helix family member.
LYN: LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase.
MAPK1: mitogen-activated protein kinase 1.
MAPK3: mitogen-activated protein kinase 3.
MBD: binding menin domain.

MECOM: MDS1 and EVI1 complex locus.

MEF2C: myocyte enhancer factor 2C.

MEF2D: myocyte enhancer factor 2D.
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MEIS1: meis homeobox 1.

MERTK : MER proto-oncogene, tyrosine kinase.

MiRNA: microRNA.

MLLT1 (ENL): MLLT1 super elongation complex subunit.
MLLT10 (AF10) : MLLT10 histone lysine methyltransferase DOTIL cofactor.
MLLT3 (AF9): MLLT3 super elongation complex subunit.
MLPA: multiplex ligation-dependent probe amplification.
MMRN1: multimerin 1.

MPAL: mixed phenotype acute leukemia.

MPO: mieloperoxidasa.

MPP: multipotent progenitors.

mMRISC: complex RISC unit a miRNA.

MRM: malaltia residual mesurable.

MRTFA (MKL): myocardin related transcription factor A.
MYC: MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor.
MYH11: myosin heavy chain 11.

NF1: neurofibromin 1.

NF-kB: nuclear factor kappa B.

NGS: next generation sequencing.

NK: natural killer.

NKX2.1: NKX2-1 antisense RNA 1.

NKX2.2: NKX2-2 antisense RNA 1.

NOPHO: Nordic Society of Paediatric Haematology and Oncology.
NOS: not otherwise specified.

NOTCH1: notch receptor 1.

NPM1: nucleophosmin 1.

NRAS: NRAS proto-oncogene, GTPase.

NRG4: neuregulin 4.

NS: negre Sudan.

NSD1: nuclear receptor binding SET domain protein 1.
NSD2 WHSC1: nuclear receptor binding SET domain protein 2.
NT5C2: 5'-nucleotidase, cytosolic Il.
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NTRK3: neurotrophic receptor tyrosine kinase 3.

NUP214: nucleoporin 214.

NUP98: nucleoporin 98 and 96 precursor.

NUTM1: NUT midline carcinoma family member 1.

NYNRIN: NYN domain and retroviral integrase containing.
P2RY8: P2Y receptor family member 8.

PASRs: promoter-associated short RNAs.

PAX5: paired box 5.

PBX1: PBX homeobox 1.

PCA: principal component analysis, analisi de components principals.
PCR: polimerase chain reaction.

PDGFRA: platelet derived growth factor receptor alpha.
PDGFRB: platelet derived growth factor receptor beta.
PETHEMA: Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia.
Ph+: cromosoma Philadelphia.

PHACTR3: phosphatase and actin regulator 3.

PHF6: PHD finger protein 6.

PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha.
piRNA: RNA associats a Piwi.

pLSC6 score: 6-gene pediatric leukemic stem cell score.

PML: PML nuclear body scaffold.

PPP1R27: protein phosphatase 1 regulatory subunit 27.
PROMPTs: promotor upstream transcripts.

PRKCZ: protein kinase C zeta.

PTEN: phosphatase and tensin homolog.

PTK28B: protein tyrosine kinase 2 beta.

PTPN11: protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11.
PTPNZ2: protein tyrosine phosphatase non-receptor type 2.
RARa: retinoic acid receptor alpha.

RB1: RB transcriptional corepressor 1.

RBM15: RNA binding motif protein 15.

RC: remissié completa.
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RD: repression domain.

RET: ret proto-oncogene.

RNA; ARN: acid ribonucleic.

RNAmM: RNA missatger.

RNAnc: RNA no codificant.

RNAr: RNA ribosomic.

RNA-Seq: Seqlienciacié/Analisi del transcriptoma.

ROS: reactive oxygen species.

RPL10: ribosomal protein L10.

RPL5: ribosomal protein L5.

RPN1: ribophorin I.

RT-PCR: reaccio en cadena de la polimerasa amb retrotranscripcié o transcripcio inversa.
RUNX1: RUNX family transcription factor 1.

RUNXI1T1: RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1.

SALL1: spalt like transcription factor 1.

SCUBE1: signal peptide, CUB domain and EGF like domain containing 1.
SEHOP: Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica.
SET: SET nuclear proto-oncogene.

SG: supervivencia global.

SH2B3: SH2B adaptor protein 3.

SLE: supervivencia lliure d’esdeveniment.

SMARCA2: SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent requlator of chromatin,
subfamily a, member 2.

SMIM24: small integral membrane protein 24.

SNC: sistema nervios central.

SNL: speckled nuclear localization domain.

SNP: single nucleotide polymorphism.

snoRNAs: small nuclear RNAs.

SOCS2: suppressor of cytokine signaling 2.

SPINKZ2: serine peptidase inhibitor Kazal type 2.

STAT: signal transducer and activator of transcription 1.

STP: short-term progenitors.
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SUz12: SUZ12 polycomb repressive complex 2 subunit.
TAF1: TATA-box binding protein associated factor 1.
TAL1: TAL bHLH transcription factor 1, erythroid differentiation factor.
TCF3: transcription factor 3.

TET2: tet methylcytosine dioxygenase 2.

tiRNA: RNA de transferencia.

T-UCRs: transcribed ultraconserved regions.

TKI: tyrosin-kinase inhibitor.

TLX3: T-cell leukemia homeobox 3.

TP53: tumor protein p53.

TPG: translocation partner gene.

TPH: transplantament de progenitors hematopoeétics.
TRA: T-cell receptor alpha locus.

TRB: T-cell receptor beta locus.

TRD: T-cell receptor delta locus.

TRG: T-cell receptor gamma locus.

TRM: treatment related mortality.

TSSa-RNAs: transcription start site antisense RNAs.
TYK2: tyrosine kinase 2.

US NCI: United States National Cancer Institute.

UTR: untranslated region.

VAF: variant allelic frequency.

WES: whole-exome sequencing.

WGS: whole-genome sequencing.

WHO/OMS: World Health Organization; Organitzacié Mundial de la Salut.
WNT16: Wnt family member 16.

WT1: WT1 transcription factor.

XPO5: exportin 5.

YAP1: Yes1 associated transcriptional requlator.
ZBTB46: zinc finger and BTB domain containing 46.
ZNF384: zinc finger protein 384.

ZNF618: zinc finger protein 618.
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ENUMERACIO DELS ARTICLES DE LA TESI

Tesi en format classic amb un article publicat i annexat i un treball no publicat. La tesi
consta de dos treballs que s’enfoquen en I'estudi de nous biomarcadors en pacients amb

leucemia pediatrica d’alt risc.

Treball 1: Estudi del paper dels microRNAs implicats en I'auto-renovacio de les cel-lules
progenitores hematopoeétiques i vies d'immaduresa (NOTCH, WNT/beta-catenina, HOX i
FLT3) en una cohort pediatrica de pacients diagnosticats amb leucémia aguda. Treball
publicat en forma d’article: Esperanza-Cebollada E, Gomez-Gonzélez S, Perez-Jaume S,
Vega-Garcia N, Vicente-Garcés C, Richarte-Franqués M, Rives S, Catala A, Torrebadell M,
Camods M. A miRNA signature related to stemness identifies high-risk patients in paediatric
acute myeloid leukaemia. Br J Haematol. 2023 Mar 23. doi: 10.1111/bjh.18746. Epub
ahead of print. PMID: 36951259. Factor d’'impacte 8.615, quartil 1, area de coneixement

Hematologia.

Treball addicional: Estudi del perfil d’expressid dels gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE],

PHACTR3 i NRG4 en pacients pediatrics amb leucemia aguda.
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RESUM DE LA TESI

ESTUDI DE NOUS BIOMARCADORS EN PACIENTS AMB LEUCEMIA PEDIATRICA D’ALT RISC

Antecedents: la supervivencia dels pacients pediatrics amb leucémia aguda ha millorat
notablement en les uUltimes decades gracies a les millores en el tractament i a la millor
estratificacio dels pacients en grups de risc al diagnostic i durant el seguiment. Tot i aixi,
hi ha alguns subtipus de leucémia amb major risc de recidiva, com les leucémies de
llinatge mieloide i els pacients que presenten reordenaments del gen KMT2A, entre
altres. En aquests pacients d’alt risc és prioritaria la cerca de noves terapies més precises,
eficients i segures per tal de millorar la seva supervivéncia i disminuir els efectes
secundaris. Algunes variables cliniques i biologiques, com les aberracions genétiques al
diagnostic i els nivells de malaltia residual mesurable, sén biomarcadors potents per a
predir el pronostic de la leucémia pediatrica. Les vies d'immaduresa o stemness regulades
per NOTCH, WNT/B-catenina, HOX i FLT3, entre altres, solen trobar-se alterades en
pacients amb leucémia i la seva activacié s’ha relacionat amb un pitjor pronostic en
pacients adults i pediatrics. Recentment, s’ha proposat un model per a identificar els
pacients pediatrics amb leucemia mieloide aguda d’alt risc, que integra les anomalies
genéetiques, la identitat transcripcional, aixi com el grau de stemness, mesurat pel
pediatric leukemic stem cell (pLSC6) score. Tot i aixi, encara es desconeix el paper de

I'epigeneética, i en particular dels microRNAs, en el pronostic d’aquests pacients.

D’altra banda, els reordenaments del gen KMT2A sén diversos i amb freqglencia
complexes i, en consequiéncia, el seu diagnostic i identificacido complerta poden requerir
I"aplicacio de metodologies complexes i costoses. A més, el pronodstic dels pacients amb

reordenaments del gen KMT2A varia segons |'edat del pacient, el llinatge i el partner.

Hipotesi: I'estudi de marcadors genétics i epigenétics (microRNAs) implicats en I'auto-
renovacio de les cel-lules mare hematopoetiques o vies d'immaduresa en leuceémies
pediatriques d’alt risc permetra la identificacid de nous biomarcadors diagnostics i
pronostics, que podrien aportar un valor afegit respecte els actualment utilitzats com la

genetica i els nivells de malaltia residual mesurable.
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Objectius: I'objectiu global del treball de tesi és estudiar I'expressié de marcadors
genetics i microRNAs com a reguladors epigenétics, en pacients pediatrics amb diferents
subtipus de leucémia aguda, per tal d’identificar possibles biomarcadors diagnostics i/o

pronostics.
Metodologia: aguesta tesi esta dividida en dos treballs amb la seglient metodologia:

1) analisi de I'expressié de 89 microRNAs seleccionats per la seva rellevancia en la
leucemia pediatrica i/o la seva relacido amb vies de stemness, mitjangcant PCR quantitativa
en 110 pacients pediatrics diagnosticats de leucemia aguda de I'any 2000 al 2020. Els
resultats d’aquest estudi es van validar en una série independent no esbiaixada amb
dades de 447 pacients pediatrics diagnosticats de leucemia mieloide aguda d’un

repositori public;

2) analisi de I'expressié de I'RNA missatger dels gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3
i NRG4 mitjancant PCR quantitativa en 57 pacients pediatrics diagnosticats de leucemia

aguda i 10 controls pediatrics amb patologia no neoplasica.

Resultats: hem identificat una firma de 24 microRNAs relacionada amb el grau de
stemness, capag de distingir el pronostic dels pacients pediatrics amb leucemia mieloide
aguda i hem validat aquests resultats en una cohort independent de pacients utilitzant
dades d’un repositori public. La firma de 24 microRNAs s’associa de manera significativa
amb el pLSC6 score i la genetica subjacent dels pacients. Tanmateix, la combinacié dels
factors pronostics classics (malaltia residual mesurable i genetica), el pLSC6 score i la
firma de 24 microRNAs, té una capacitat predictiva per predir la supervivencia global i la
supervivencia lliure d’esdeveniment major que cada una de les variables de manera

individual.

D’altra banda, hem observat que els gens PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 es
troben significativament sobreexpressats en pacients amb leucemia mieloide aguda
respecte els pacients amb leucémia limfoblastica aguda. A més, els pacients amb
leucemia de llinatge mieloide i reordenaments de KMT2A presenten major expressio
d’aquests gens. Els nostres resultats preliminars suggereixen, dins d’aquest grup de

pacients d’alt risc, una associacid entre I'absencia d’expressié del gen PHACTR3 i una
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millor supervivéncia, tot i que la série és limitada i és necessaria la confirmacié d’aquest

resultat en series més amplies.

Conclusions: La nostra firma de 24 microRNAs proporciona dades epigenéetiques a
integrar conjuntament amb les dades genéetiques, la malaltia residual mesurable i el
pLSC6 score, per a refinar |'estratificacié en grups de risc dels pacients pediatrics amb
leucémia mieloide aguda. L'expressio dels gens PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i
NRG4 s’associa als reordenaments de KMT2A en pacients pediatrics amb leucémia

mieloide aguda.
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INTRODUCCIO

1 HEMATOPOESI

L’"hematopoesi és el procés de formacio de les cél-lules sanguinies en el qual un reservori
de progenitors hematopoetics (Hematopoietic Stem Cells, HSCs) madura per donar lloc

als diferents llinatges de cel-lules de la sang.

Durant el desenvolupament embrionari, aguest procés té lloc en diferents organs i teixits:
I"hematopoesi primitiva es dona en el sac vitel-li i anira desplacant-se cap el fetge i la
melsa per acabar instaurant-se principalment al moll de l'os. Aquest organ sera el

responsable de I'hematopoesi definitiva durant I'etapa adulta de I'individu (1).

L’hematopoesi es considera un procés jerarquic en el que a partir d’una cél-lula mare
hematopoetica pluripotent (long-term progenitor HSCs, LT-HSC), s’origina una cel-lula filla
més madura (multipotent progenitor, MPP) i una cél-lula idéntica que, gracies a la
capacitat d’auto-renovacio (self-renewal) de les LT-HSC mantindra la potencialitat i
caracteristiques de stem cell de la cél-lula mare tot i esdevenint un altre progenitor
hematopoetic. La capacitat d’auto-renovacioé anira perdent-se a mesura que els MPP es
diferenciin per donar lloc als short-term progenitors (STP), els quals maduraran cap a
progenitors de llinatge mieloide o limfoide (2) (Figura 1). Aixi, en aquest model, les
cel-lules sanguinies sorgeixen d’una serie de progenitors oligopotents que es
converteixen en progenitors unipotents. La presencia de cel-lules oligopotents és critica
en aquest model, ja que defineixen el cami des de les cel-lules mare fins el progenitors

unipotents.

En els darrers anys, pero, s’han publicat estudis en el que es suggereix un model diferent
d’hematopoesi. Notta F et al., proposen un model en el que la jerarquia cel-lular dels
elements sanguinis canvia durant el desenvolupament i, en I’edat adulta, en contrast amb
el model anterior, no existeixen progenitors oligopotents intermedis. En aquest model
les HSC en primer lloc es ramifiquen per donar el llinatge megacariocitic i en MPP, les
guals formaran tres progenitors unipotents i unilineals que formaran el Illinatge eritroide,

mieloide i limfoide (3,4) (Figura 2).

63



Introduccid |

LT-HSC a B v
Myeloid bmswolq Lymphoid biased
l CD150 [
Hoechst |
MPP (IT)
MPP (ST)
MPP l LMPP

GMP
MDP
/ CDP

/ Basophl) Monocyte i ProT ProNK ProB

i
Erythrocyte (Neutrophll) Denditic cell o @ °
(Eosmophll) Macmp{ageosleoclasl 3 7 T}en NK¢ceII Bill
Platelets Gmumcv?esa @ 0 @ °

Figura 1: Hematopoesi. Progenitors i llinatges hematopoetics. Procés jerarquic de maduracioé a partir del

qual els diferents progenitors hematopoetics es diferenciaran per donar lloc als diferents Ilinatges cel-lulars.
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Figura 2: Comparacié dels dos models actuals d’hematopoesis. Standard model: model estandard

d’hematopoesi,

progenitors unipotents que formaran els diferents Ilinatges.

en el que una serie de progenitors oligopotents es diferenciaran per donar lloc a

Redefined model: model redefinit

d’hematopoesi en el que es dona un canvi evolutiu en I'arquitectura de les cel-lules progenitores donant

Unicament dos nivells de jerarquia en 'edat adulta (3).
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Les vies de senyalitzaci6 WNT/beta-catenina, NOTCH, Hedgehog, FLT3 i HOX es troben
interrelacionades entre elles i regulen la transcripcié de gens relacionats amb la
proliferacio, diferenciacid, capacitat d’auto-renovacié i supervivencia de les HSCs. Aixi,
aquestes vies participen en la regulacié de I’hnematopoesi i es trobaran diferencialment
activades segons I'estat de diferenciacié de cada cél-lula. Quan es produeix una alteracio
en aquestes vies es pot produir un desequilibri entre la proliferacié i la diferenciacio, per

tant, no és d’estranyar que s’hagin relacionat amb el procés de leucemogenesi (6—9).
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2 LEUCEMIA AGUDA PEDIATRICA

2.1 Definicio

La leucémia aguda és una neoplasia hematologica clonal. Es caracteritza per la
transformacié maligna d’una cél-lula progenitora immadura (blast) que dona lloc a una
proliferacid clonal incontrolada. L'adquisicid per part dels precursors hematopoétics
d’una série d’anomalies genetiques i epigenétiques fa que s’alteri el procés de maduracio
normal, produint una aturada en el procés de diferenciacié i afavorint la proliferacié de
les cél-lules transformades. En conseqléncia, es produeix una proliferacié clonal
d’aquests blasts que envaeixen el moll de I'os i la sang periférica, produint un fracas de la
funcié medul-lar i una infiltracié blastica d’organs i teixits, principalment noduls limfatics,

fetge, melsa, sistema nervids central (SNC) i testes.

Depenent del llinatge del progenitor transformat, podem distingir entre leucemia
mieloide aguda (LMA) si el precursor hematopoétic esta compromes cap a llinatge
mieloide i leucémia limfoblastica aguda (LLA) si el precursor esta compromes cap a
llinatge limfoide. En el cas de la LLA, a més, es pot dividir en LLA de tipus B (LLA-B) o LLA
de tipus T (LLA-T) dependent de si la cel-lula afectada forma part del llinatge B o T. D’altra
banda, s’han descrit amb una freqlencia més baixa (2-5% dels casos) una serie de
leucemies agudes de fenotip mixte (mixed phenotype acute leukemia, MPAL) o llinatge
ambigu (ambiguous lineage acute leukemia, ALAL/LALA) que inclouen leucémies que
presenten caracteristiques de les dues linies, limfoide i mieloide, aixi com leucemies molt

indiferenciades en les que no es pot establir un Ilinatge especific (10-14).

2.2 Epidemiologia

La leucémia aguda és la neoplasia més freqlient en I'edat pediatrica, representant la
tercera part de tots els cancers infantils i la primera causa de mortalitat pediatrica
relacionada amb cancer (15). La incidéncia en |'edat pediatrica de la LLA i la LMA és de
39,9 8,1 casos per milio d’habitants/any, respectivament. A diferéncia del que succeeix
en adults, el subtipus més freqient en nens és la LLA, que representa aproximadament
un 75-80% de totes les leucemies agudes a aquesta edat. En la LLA s’observa un pic
d’incidencia entre els 2 i els 5 anys d’edat; en canvi, la incidéncia de la LMA és més
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freqlient en menors de dos anys, es manté estable durant I'edat pediatrica i torna a
augmentar progressivament amb I’edat. En general, la leucemia pediatrica presenta una
distribucid desigual entre sexes, sent més freqlent en nens que en nenes i amb
presentacio desigual entre les diferents etnies. En els ultims anys s’ha descrit una
tendéncia a I'alca en la incidéncia de la leucémia aguda pediatrica, fet degut en part a un
millor registre dels casos. D’altra banda, gracies a la millora en el diagnostic i el
tractament, la taxa de mortalitat presenta una tendéncia inversa i la supervivéncia global
(SG) de la malaltia ha superat el 80% als 5 anys en paisos de renda alta. Malgrat tot,
encara existeixen diferencies notables entre paisos i segons Ilinatges (16) (Figura 3) ((NIH)
NCI. US Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology and En Results (SEER

program/https://seer.cancer.gov/statfacts/html/childleuk.html)).
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Figura 3: A: taxa de nous casos per cada 100.000 habitants per sexe i etnia. B: percentatge de nous casos
per grups d’edat. C: incidencia i mortalitat. ((NIH) NCI. US Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology and
En Results (SEER program/https://seer.cancer.gov/statfacts/html/childleuk.html)). ((NIH) NCI. US National

Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology and End Results (SEER program).

2.3 Etiologia

La leucémia aguda pediatrica és una malaltia heterogenia en la que s’observa una gran

diversitat biologica, de manera que és molt improbable que tots els casos tinguin una
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Unica etiologia. Resulta més plausible que el desenvolupament de la malaltia sigui
conseqléencia de multiples factors genetics (predisposicid genética i susceptibilitat

genetica) i factors ambientals.

Els factors geneétics tenen un paper cada cop més rellevant en I’etiologia de la malaltia.
Trobem la predisposicid genetica heretada, que relaciona l'increment de risc que
presenta un individu de desenvolupar la malaltia amb I'existéncia de variants genétiques
germinals. Un percentatge petit dels casos de leucemia aguda (5% aproximadament)
estan associats a sindromes hereditaris que predisposen a la leucemogénesi, com la
Sindrome de Down, Sindrome de Li-Fraumeni, Sindrome de Nijmegen o Sindrome de
Louis-Bar (ataxia-telangiectasia), entre altres. D’altra banda, recents estudis han descrit
I'associacid de variables genetiques o polimorfismes (single nucleotide polymorphisms,
SNPs) en gens implicats en la patogénia de la leucémia aguda, que augmentarien la
probabilitat de desenvolupar-la, com per exemple CDKN2A, IKZF1, ETV6, GATA3, ARID58B,
RUNX1 o CEBPA (17,18). S’ha vist que alguns SNPs s’associen especificament a alguns
subgrups biologics, com determinades variants dels gens ARID5B o IKZF1, que s’associen
a LLA hiperdiploides (19). A més, també s’ha vist que certs SNPs que predisposen a la
malaltia son més o menys freqiients en segons quines étnies, el que podria explicar les
diferencies en la incidencia de la leucémia entre arees geografiques (20). D’altra banda,
la predisposicié genetica adquirida estableix una relacié directa entre I'aparicié de forma
espontania d’alteracions oncogéniques (drivers) en el genoma de lindividu i el
desenvolupament de la leucémia. Aquestes alteracions poden donar lloc per si mateixes

a I'aparicié de la malaltia o necessitar d’un segon esdeveniment per desenvolupar-la (21).

Pel que fa als factors ambientals que podrien estar jugant un paper important en el
desenvolupament de la leucémia, tot i que s’han realitzat diferents estudis prospectius,
la cerca d’una associacio entre I'exposicié a factors ambientals i processos oncologics és
complicada. Alguns factors ambientals proposats son I'ordre de naixement, la dieta, el
consum de drogues o alcohol durant la gestacié o el sobrepes en el naixement. Tot i aixi,
només s’ha pogut demostrar relacié directa entre el desenvolupament de la malaltia i
I"'exposicio a radiacions ionitzants (22) i a agents genotoxics que poden desencadenar
leucemies secundaries al tractament amb quimioterapics (23,24). Finalment, tenint en

compte que la majorincidéncia de la leuceémia es dona entre els 2 i els 5 anys, les hipotesis
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que relacionen la LLA amb I'exposicié a infeccions viriques o bacterianes en I'edat infantil
son les que tenen més acceptacido com a possibles causants del seu desenvolupament.
Les hipotesis més reconegudes en aquest camp sén: (1) La hipotesi de la “mescla de
poblacions de Leo Kinlen” i (2) la hipotesi de I'exposicio tardana de Mel Greaves (Figura
4) (25,26). Les dues hipotesis defensen que I'aparicié de la leucemia ve donada per una
resposta immune anormal a infeccions viriques o bacterianes comuns. La hipotesi de
Kinlen sosté que el flux de poblacions portadores d’un virus cap a regions amb una
poblacio pediatrica poc exposada a aquestes infeccions promou una resposta aberrant
del sistema immune que desencadena |'aparicié de leucemia infantil (27). En la segona,
Greaves proposa que el desenvolupament de la leucemia és degut, com a minim, a la
preséncia de dues mutacions independents. In utero o en una etapa molt precog post-
natal tindria lloc la primera mutacio (first hit). Posteriorment, aquells nens que han
crescut en ambients molt aseptics, davant d’una exposicid tardana a una infeccio,
desencadenarien una excessiva proliferacio limfocitaria que facilita I'aparicio de la segona

mutacio (second hit) (28).
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Figura 4: Hipotesi de la mescla de poblacions de Leo Kinlen i la hipotesi de I'exposicié tardana de Mel

Greaves, que relacionen la leucemia limfoblastica aguda amb I'exposicid a infeccions (29).

2.4 Mecanismes de leucemogenesi

Tot i que el que sabem sobre |'etiologia de la leucemia és encara limitat, el coneixement

sobre els mecanismes de leucemogenesi i la cél-lula leucemica ha avancat en les darreres
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décades. En el procés de la leucemogenesi, I'acumulacid de multiples anomalies
genetiques i epigenétiques en HSCs amb capacitat d’auto-renovacié condueix a la
formacié d’una poblacio de cél-lules tumorals, conegudes com Leukemic Stem Cells (LSC).
Alternativament, els esdeveniments leucemogenics poden afectar a progenitors en
estadis més diferenciats, els quals poden adquirir la capacitat d’auto-renovacié. Tot i
presentar-se com una malaltia heterogénia, s’ha vist que en aquest procés de
transformacié existeixen mecanismes comuns, com son 'laugment de la supervivéncia
cel-lular, I'increment de la capacitat de proliferacid, la inestabilitat genomica, el bloqueig
de la diferenciacié i l'augment o l'adquisicié de la capacitat d’auto-renovacio; en

definitiva, produeixen una pérdua de control dels processos cel-lulars (30).

Actualment, s’han pogut identificar algunes alteracions genétiques i moleculars
recurrents que participen en el procés de leucemogénesi i permeten definir diferents

subtipus biologics de leucemia aguda.
2.4.1 Leucemogenesi: suma d’alteracions primaries i secundaries

Alteracions primaries (founding, first hit)

Entre les lesions o alteracions primaries trobariem les translocacions, que es produeixen
per la recombinacié anormal de gens normalment situats en cromosomes diferents. Com
a consequeéncia de les translocacions es pot donar un augment de I'expressioé d’oncogens
(per exemple, fusid d'un oncogen amb el gen de la cadena pesada de les
immunoglobulines) o es poden produir proteines quimeériques aberrants (BCR::ABL1,
ETV6::RUNX1, etc.). Sovint, les translocacions poden definir subtipus de leucémia que

presenten caracteristiques biologiques propies amb patrons genomics distintius (31).

Les aneuploidies sén alteracions que involucren tot el set de cromosomes; es produeixen
guanys o peérdues de cromosomes que donen lloc a cariotips amb un nombre cromosomic
diferent de 46. Segons si hi ha guany o perdua, poden classificar-se en hiperdiploidia (>46
cromosomes), que inclou de forma especifica el subgrup de leucemies amb alta

hiperdiploidia (51-67 cromosomes), o en hipodiploidia (<46 cromosomes) (32).
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Alteracions secundaries (second hit)

Un cop es produeix l'alteracid primaria, els esdeveniments secundaris sovint sén
necessaris per tal que s’arribi a desenvolupar la leucémia. Aquestes alteracions per si
soles no son exclusives ni defineixen un subtipus genétic de leucémia i, tot i que poden
associar-se en alguns casos amb més freqiencia a una determinada alteracié primaria,
es presenten en diferents subgrups genétics. Entre les alteracions secundaries trobem
principalment les mutacions genetiques i les alteracions en el niUmero de copies geniques
(copy number alterations, CNA). La majoria d’aquestes alteracions en la LLA-B afecten
gens implicats en la maduracié limfoide (PAX5, IKZF1, EBF1, LEF1, etc.), gens reguladors
del cicle cel-lular i supressors de tumors (CDKN2A/B, PTEN, RB1, TP53, etc.), gens de vies
moleculars relacionades amb la proliferacié cel-lular (JAK, FLT3, NRAS, KRAS, etc.) i

diversos factors de transcripcié com ETV6 i ERG, entre altres (33).

Aixi, és probable que les alteracions primaries (translocacions o aneuploidies)
s’adquireixin en una fase primerenca de la leucemogéenesi i afavoreixin la desregulacio
transcripcional i epigenética i els processos d’auto-renovacio. Posteriorment, les lesions
o alteracions secundaries interrompen el desenvolupament limfoide i provoquen una
aturada en la maduracié o bé interfereixen en vies cel-lulars que controlen la regulacio

del cicle cel-lular, afecten a supressors de tumors o vies de senyalitzacio (Figura 5).
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Figura 5: Esquema de I'adquisicié d’alteracions geneétiques en la patogenia de la leucemia limfoblastica

aguda de llinatge B (33).

2.4.2 Leucemogenesi: evolucid clonal i laténcia

L’evolucio clonal i la sequéencia temporal (laténcia) en la que s’adquireixen aquestes
alteracions, encara s’estudia; tot i aixi, segons el tipus de leucémia, LLA o LMA, s’han

proposat diferents models amb episodis seqliencials que intenten aclarir-ho:

Evolucio clonal i laténcia en LLA:

Diversos estudis del grup de Mel Greaves realitzats amb cartes de Guthrie han evidenciat
la presencia d’alteracions cromosomiques ja en el moment del naixement en nens que
posteriorment han desenvolupat LLA. De fet, estudis realitzat en bessons univitel-lins han
demostrat que ambdds bessons neixen amb aquest primer esdeveniment pre-leucemic,
perdo només desenvolupa la malaltia el bessé portador d’altres alteracions secundaries
d’origen post-natal que no es troben en el germa sa (34,35). Davant aquestes evidencies,
el model més acceptat suggereix que la primera alteracid ocorre en una cél-lula
progenitora, bé amb capacitat d’auto-renovacié o bé més diferenciada que adquireix
aquesta capacitat com a conseqléncia de l'alteracid. Aguest clon pre-leucemic es va
mantenint fins que succeeix el segon esdeveniment, el qual acaba de transformar I'HSC

en una LSC (36).

Evoluciod clonal i laténcia en LMA:

Pel que fa a la LMA, s’havia suggerit que s’originaven a partir d’almenys dos
esdeveniments genetics somatics. Un d’ells conferia al progenitor hematopoétic un
avantatge proliferatiu (mutacions tipus 1); aquestes alteracions inclouen mutacions
activadores de vies de senyalitzacid on participen FLT3, C-KIT, NRAS, KRAS i PTPN11.
L"altre donaria lloc a un blogueig de la diferenciacié (mutacions tipus Il). En aquest darrer
cas s’inclourien principalment translocacions cromosomiques (RUNXI:RUNXI1TI,
CBFB::MYH11, PML::RARA) o mutacions en RUNX1, CEBPA i NPM1 (37). Tot i aixi, es pensa
gue aguest procés és molt més complex, ja que fins a un 40% de les LMA no seguirien
aquest patro (38). En els darrers anys, s’ha afegit un tercer grup de mutacions

patogéniques en gens relacionats amb alteracions epigenétiques que promouen, entre
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d’altres, modificacions de la cromatina, afectant a diferents factors de transcripcié i
conferint malignitat a les HSC. En adults es pensa que podrien océrrer com un
esdeveniment primari abans que les de tipus | (39-41). En la LMA pediatrica hi ha menys
estudis al respecte, perd s’ha suggerit que les mutacions en gens del complex cohesina

(com el gen SM(C3) també podrien produir-se de forma precog en la leucemogénesi.
2.4.3 Leucemogenesi: subclons

Recentment, s’ha revisat el concepte leucemogenesi i la linealitat en I'evolucié de les
leucemies (42). La teoria classica d’un clon inicial amb evolucio lineal que va originant
subclons a partir de noves alteracions genetiques es va substituint per una explicacio
darwiniana, en la que I'evolucié clonal tindria una arquitectura ramificada. Aixi, segons
aquesta nova visio, al diagnostic de la leucémia ja existirien diversos subclons de diferents

LSC amb diferents alteracions genetiques (43) (Figura 6).
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Figura 6: Relacio clonal entre el diagnostic i la recaiguda en mostres de pacients recaiguts amb leucémia
limfoblastica aguda. La majoria de les recaigudes tenen una clara relacio amb el clon majoritari al
diagnostic, amb evolucions clonals d’aquests, amb subclons ja presents al diagnostic que s’han mantingut

per seleccid o amb clons ancestrals presents abans del diagnostic (43).

Els subclons amb caracteristiques favorables per la supervivéncia de la cél-lula s’anirien
seleccionant i evolucionant, donant lloc a la leucémia i conferint resistencia als
tractaments (Figura 7). Aixi, en les recaigudes es poden trobar clons derivats d’una LSC

ancestral diferent al clon majoritari que va originar la leucémia. Aguesta teoria té
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importants implicacions en el seguiment i el tractament dirigit contra diferents dianes

terapeutiques (44,45).
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Figura 7: Diferents models d’evolucié clonal de la leucemia limfoblastica aguda i la leucémia mieloide aguda

(44).

2.5 Diagnostic

2.5.1 Caracteristiques cliniques

La presentacid clinica de la leucémia aguda pediatrica és variable; els signes i simptomes
al diagnostic sén derivats d’una fallida medul-lar, reflectint una infiltracid de cél-lules
leucemiques a la medul-la Ossia i altres organs. La durada d’aquests simptomes pot ser
de dies o inclus mesos i, tot i que poden presentar-se de forma insidiosa, generalment
I"aparicié és de caire agut, amb una historia de menys de tres mesos d’inici de la clinica
fins que es diagnostica. Un dels signes més freqlients és la febre, que apareix en més de
la meitat dels casos. Tot i que la febre pot ser de causa infecciosa, en la majoria de casos
és deguda a la propia leucémia i normalment es resol en 24-72 hores des de l'inici del
tractament amb glucocorticoides i/o quimioterapia. El simptomes més freqlents en
I'exploracio fisica al diagnostic sén aquells relacionats amb la insuficiencia medul-lar:
anémia, que es tradueix en pal-lidesa i asténia; trombopénia (equimosi, petequies),
neutropénia (febre), adenopaties i malestar general. A més, en una tercera part dels
casos, el simptoma principal és el dolor ossi o articular, que pot ser migratori o localitzar-
se en una extremitat. En alguns casos, especialment en pacients amb major recompte
leucocitari i en els pacients amb LLA de llinatge T, poden apareixer masses

mediastiniques, acompanyades de dispnea i ortopnea i fins a un 65% dels pacients
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presenten hepato-esplenomegalia. En els nens, també pot detectar-se infiltracié en els
testicles. En alguns casos, també poden presentar afectacié del SNC, que es pot
manifestar amb hipertensid endocranial o paralisi d’un parell cranial. Tot i que és menys
frequent, també podrien observar-se manifestacions secundaries a altres infiltracions

extramedul-lars (46,47).
2.5.2 Diagnostic biologic

Es important establir un diagnostic diferencial; per aixd, a més de I'exploracié fisica, és
necessari realitzar una serie de proves complementaries d’imatge i de laboratori. L’estudi
del moll de I'os és essencial, ja que en un 10% dels pacients amb leucémia aguda no es

detecten blasts en la sang periférica al diagnostic.

Hemograma: en la majoria de casos de leucemia aguda es pot observar anémia i/o
leucocitosi i/o trombocitopenia, que reflecteixen el grau en el que la medul-la ha estat
reemplacada per cél-lules immadures. En un 10% dels casos, ’hemograma al diagnostic

pot ser normal o presentar alteracions minimes.

Morfologia: el diagnostic es basa en I'observaciéo morfologica al microscopi. La preséncia
d’un 25% d’infiltracié de blasts al moll d’os (>30% a sang periferica) confirma el diagnostic
de LLA. En el cas de la LMA, pel diagnostic es requereixen >20% de blasts només en
aquells casos de LMA sense alteracions genetiques recurrents, les alteracions
considerades com a tal depenen de la classificacié utilitzada (10,11,14). Si bé el diagnostic
de la leucémia aguda es pot realitzar amb l'estudi de sang periféerica, és preferible
confirmar-ho mitjangant un aspirat de moll d’os. En alguns casos, I'obtencio de cel-lules
leucemiques és dificil i sdn necessaris diferents aspirats o bé la realitzacié d’una biopsia
de moll d’os degut a una infiltracid medul-lar important (medul-la empaquetada) o per
fibrosis. D’altra banda, també és important la realitzacid d’una puncid lumbar per

descartar la infiltracié del SNC mitjancant I'estudi del liquid cefaloraquidi (LCR).

Citometria de flux: permet establir el llinatge de la leucemia i I'estadi de diferenciacié dels

blasts mitjancant I'estudi de I'immunofenotip a través dels antigens de membrana i
intracel-lulars dels blasts. Aixi, la identificacid del fenotip aberrant s’utilitza per al
seguiment de la malaltia residual mesurable (MRM). D’altra banda, mitjancant la

citometria es pot estimar la ploidia cel-lular i calcular I'index de DNA dels blasts. L'estudi
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de I'index de DNA mitjancant citometria de flux permet detectar clons amb dotacié
cromosomica diferent, el que possibilita una millor identificacié i distincid entre les
leucemies amb hiperdiploidia real i aquells casos hipodiploids (casos amb baixa
hipodiploidia i quasi-haploidia) que han patit un fenomen d’endoduplicacié dels

cromosomes i poden apareixer al cariotip com a falsa hiperdiploidia.

Citogenetica: 'estudi genétic convencional, mitjancant I'obtencid del cariotip, permet
coneixer I'existéncia d’alteracions numeriques (aneuploidies) i especialment estructurals
(translocacions, delecions, etc.) en les cel-lules leucemiques. Gracies a aquesta técnica es
poden identificar alteracions genetiques amb gran implicacié pronostica L'estudi del
cariotip es pot complementar amb la técnica de FISH (Fluorescent in Situ Hybridization),
que ajuda a la deteccid d’alteracions criptiques no detectables amb la resolucié de la
citogenética convencional. En els darrers anys, alguns laboratoris han implementat I'Us
de I'Optical Genome Mapping (OGM). Aguesta metodologia permet detectar de forma
global translocacions equilibrades i desequilibrades, aneuploidies i alteracié/canvis en el

numero de copies geniques (48,49).

Biologia molecular: algunes alteracions només es poden detectar mitjancant tecniques

moleculars. La técnica molecular basica és la reaccid en cadena de la polimerasa
(polymerase chain reaction, PCR), que permet amplificar la regié genética d’interés i pot
ser qualitativa (deteccié/abséncia) o quantitativa. Aplicada en mostres de RNA amb una
fase prévia de retro-transcripcio (reverse transcription, RT-PCR), permet la deteccié dels
reordenaments de diferents gens (sobretot gens de fusié amb implicacié pronostica) a
causa d’alteracions estructurals, tant en la LLA com en la LMA (50). La PCR també permet,
a nivell de DNA genomic, I'estudi de la clonalitat limfoide mitjancant la deteccidé dels
reordenaments especifics dels gens de les immunoglobulines o dels receptors de cél-lules
T (IG/TR). Després de la deteccid i la confirmacié de la clonalitat d’aquests gens, la
seqienciacié dels reordenaments especifics del pacient i seguiment mitjancant PCR
quantitativa s’utilitza per al seguiment de la MRM en la LLA (PCR clonoespecifica d'IG/TR,
IG/TR PCR) (51).

L"amplificacio de panells de sondes dirigides mitjancant la técnica multiplex-independent
ligation probe amplification (MLPA, MRC-Holland) permet estudiar de forma senzilla les

alteracions en el nimero de copies génigues (CNAs).
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D’altra banda, recentment s’han implementat noves técniques moleculars d’alt
rendiment (high throughput) d’analisi massiu del genoma en el diagnostic integrat dels
pacients per ampliar la informacié relacionada amb la biologia de la malaltia, el seu
pronostic i possibles dianes terapeutiques personalitzades. Entre elles destaquen les
técniques per la deteccié de CNAs com els SNP arrays (single nucleotide polymorphism
arrays), 'OGM anteriorment esmentat, o les técniques de seqlenciacié massiva de nova
generacid (next generation sequencing, NGS) que permeten la deteccid de variants

puntuals, CNAs i translocacions de forma global o dirigida (52—-54).

La NGS permet millorar el rendiment i la sensibilitat i quantificar la freqiéncia al-lelica
d’una variant genetica (variant allelic frequency, VAF) i augmentar el nimero de pacients
estudiats en paral-lel en un mateix assaig en comparacio amb la seqlenciacié directa de
Sanger. Existeixen diferents aproximacions en la NGS segons el material de partida

utilitzat (DNA o RNA). Pel que fa al DNA trobem:

- Sequenciacié completa del genoma (whole-genome sequencing, WGS): consisteix
en la seqlenciacid completa del genoma tenint en compte tant les regions
codificants com les no codificants.

- SeqUenciacio de I'exoma (whole-exome sequencing, WES): es centra en 'estudi
exclusiu de les regions exoniques del genoma.

- SeqUenciacio dirigida (targeted panels): consisteix en I'aillament, enriquiment i
seqlenciacié de regions especifigues del genoma (normalment regions

codificants d’interes i zones introniques flanquejants).
Per a I'RNA, podem diferenciar:

- Sequenciacié/analisi del transcriptoma complet o RNA-Seq: mitjangant aquesta
aproximacio es seqtiencia I’'RNA que es transcriu a proteina en un moment donat.
Tot i que normalment s’utilitza per estudiar ’'RNA missatger (RNAm) que deriva
d’exons, hi ha RNA que queda fora d’aquesta regio (per exemple, introns, regions
intergéniques o petits RNAs com els microRNAs, etc.) i que també pot estudiar-se

mitjancant RNA-Seq.
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- Sequenciacié dirigida (targeted panels): el concepte és el mateix que per panells
dirigits de DNA, pero en aquest cas partint d’'RNA. Normalment s’utilitzen per a
estudiar fusions en les que es coneixen ambdds gens que la formen (panells

d’amplicons).

Qualsevol d’aquests panells es poden trobar dissenyats en el propi laboratori o bé
comercials. Els panells poden incloure I'estudi simultani del DNA i RNA. La introduccio

d’aquestes técniques ha permes un millor coneixement de la biologia de les leucémies.

Les alteracions genétiques presents en la leucémia cada vegada tenen més implicacions
pronostiques, passant a formar part dels criteris d’estratificacid dels pacients en els

diferents protocols de tractament adaptat segons el risc de recaiguda (55,56).

Per tant, degut a la complexitat del diagnostic biologic dels diferents subtipus de leucemia
aguda, és important un diagnostic integrat seguint les guies estandarditzades dels
diferents grups cooperatius, combinant tecniques classiques i tecnologies més

complexes.

2.6 Classificacid

La classificacié de les leucemies ha anat canviant amb el millor coneixement de la biologia
de la malaltia. Podem trobar diferents classificacions oficials que al llarg del temps han
anat incorporant els coneixements biologics per definir les leucemies: la morfologia,

I'immunofenotip i les alteracions genétiques i moleculars.

a) Classificacid morfologica i citoquimica o classificacido del grup cooperatiu FAB
(French-American-British), basada en les troballes morfologiques dels blasts (57).

b) Classificacid immunologica de la leucemia aguda limfoblastica segons el grup EGIL
(European Group of Immunologic classification of Leukemias), basada en |'estudi
immunofenotipic. En aquesta classificacio es sistematitza la leucemia en funcio de
I'estat maduratiu del blast (58).

c) Classificacid de la WHO (World Health Organization) de les neoplasies de
precursors hematopoetics. Aquesta classificacid integra aspectes clinics,
morfologics, immunofenotipics, genétics i moleculars. Recentment, s’ha publicat
una classificacio WHO que detalla els subtipus més prevalents i també detalla
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alguns dels subtipus exclusius de leucemia que només es presenten en l'edat
pediatrica (10).

d) Classificacid International Consensus Classification (ICC) 2022 (11). Aquesta
classificacié també integra aspectes morfologics, fenotipics, genetics i moleculars

de les leucémies.
2.6.1 Classificacio de les LLA

La classificacio morfologica del grup FAB (Taula 1) no s’utilitza actualment en els protocols
terapéutics per a l'estratificacid dels pacients amb LLA. Les dues classificacions més
emprades i de major utilitat per I'estratificacid d’aquests pacients sén la classificacio
immunologica segons el grup EGIL (Taula 2), que estratifica segons el grau de maduresa
de la cél-lula leucemica i d’altra banda les classificacions de la WHO i la ICC (Taules 3-7),
que integren els diferents aspectes anteriorment nombrats i reconeixen com a entitats

diferents subgrups de LLA.

Taula 1: Subtipus de leucémia limfoblastica aguda segons la classificacié del grup FAB (57).

Classificacié morfologica de la leucémia limfoblastica aguda (LLA) segons el grup FAB

LLA-L1 Blasts petits i homogenis, amb cromatina homogenia i nucli reqular
LLA-L2 Blasts de mida heterogénia, amb cromatina heterogeénia i nucli irregular
LLA-L3 Blasts de mida gran i homogenis, amb cromatina fina i presencia de vacuoles

Taula 2: Classificacié immunologica de la leucemia limfoblastica aguda (LLA) segons el grup EGIL (58).

Classificacié immunologica de la leucemia limfoblastica aguda LLA segons grup EGIL

LLA de linia B%: CD19++ i/o CD79a+ i/o CD22+

Pro-B (B-1) Sense expressié d’altres antigens de linia B
Comu (B-l) CD10+
Pre-B (B-1ll) IgM citoplasma+

B madura (B-1V) | Cadenes lleugeres de superficie o citoplasmatiques+

LLA de linia T?: CD3 de citoplasma/superficie +

Pro-T (T-I) CD7+

Pre-T (T-Il) CD2+ i/o CD5+ i/o CD8+

T cortical CDla+

T madura CD3 de superficie+, CD1a-

2positiu al menys 2 dels 3 marcadors. La majoria de casos son TdT+, HLA-DR+, excepte B-IV, que sovint és TdT-. La majoria de casos

son Tdt+, HLA-DR-, CD34-, perd aquests marcadors no es consideren pel diagnostic ni per la classificacio.
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Taula 3: Classificacio de la World Health Organization (WHO) de la leucémia limfoblastica aguda de llinatge

B de I'adult (59).

Classificacio dels tumors hematolimfoides de la WHO, 5a edicid: proliferacions limfoides de
cél-lules B

Neoplasies de cél-lules B precursores

Leucémia/limfoma limfoblastica de cél-lules B
Leucémia/limfoma de cél-lules B, NOS
Leucémia/limfoma de cél-lules B amb alta hiperdiploidia
Leucémia/limfoma de ceél-lules B amb hipodiploidia
Leucémia/limfoma de cél-lules B amb iAMP21
Leucémia/limfoma de cél-lules B amb fusié BCR::ABL1
Leucémia/limfoma de cél-lules B BCR::ABL-like
Leucémia/limfoma de cél-lules B amb reordenaments de KMT2A
Leucémia/limfoma de cél-lules B amb fusio ETV6::RUNX1
Leucémia/limfoma de cél-lules B ETV6::RUNX1-like
Leucémia/limfoma de cél-lules B amb fusié TCF3::PBX1

Leucémia/limfoma de cél-lules B amb altres anomalies genétiques

Taula 4: Classificacio de la World Health Organization (WHO) de la leucémia limfoblastica aguda de llinatge

T de I'adult (59).

Classificacié dels tumors hematolimfoides de la WHO, 5a edicié: proliferacions limfoides i imfomes de
cél-lules T i NK

Neoplasies de cel-lules T precursores

Leucémia/limfoma limfoblastica de cél-lules T
Leucémia/limfoma T, NOS
Leucémia/limfoma early T-cell precursor

Taula 5: Classificacié de la World Heath Organization (WHO) de la leucemia limfoblastica aguda de llinatge

Bi T pediatrica (10).

Classificacio de la WHO de les neoplasies pediatriques de precursors limfoides

Leucémia/limfoma limfoblastic de cél-lules B
Leucemia limfoblastica B amb t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR::ABL1
Leucemia limfoblastica B amb t(v;11923.3); KMT2A-reordenat
Leucemia limfoblastica B amb t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6::RUNX1

Leucemia limfoblastica B amb hiperdiploidia o alta hiperdiploidia

Leucemia limfoblastica B amb hipodiploidia, quasi haploide

Leucemia limfoblastica B amb baixa hipodiploidia

Leucemia limfoblastica B amb alta hipodiploidia

Leucemia limfoblastica B amb t(5;14)(q31.1;932.3); IGH::IL3

Leucemia limfoblastica B amb t(1;19)(q23;p13.3); TCF3::PBX1
Leucemia limfoblastica B amb, BCR::ABL1-like (Philadelphia-like B-ALL)

80



Leucémia limfoblastica B amb iAMP21

Introduccid |

Leuceémia/limfoma limfoblastic de cél-lules T i cél-lules natural killer (NK)

Leucémia/limfoma de cél-lules T
Leucemia limfoblastica Early T-cell precursor
Leucémia/limfoma limfoblastic Natural Killer

iAMP21: am'plificacié intracromosomica del cromosoma 21.

Taula 6: Classificacié de la ICC de la leucémia limfoblastica aguda de Ilinatge Bi T (11).

Classificacié de la leucémia limfoblastica aguda

Leucémia limfoblastica aguda B (LLA-B)
LLA-B amb anomalies genetiques recurrents
LLA-B amb t(9;22)(q34.1;q11,2)/BCR::ABL1
Amb afectacio unicament limfoide
Amb afectacio multillinatge
LLA-B amb t(v;11g23.3)/reordenaments de KMT2A
LLA-B amb t(12;21)(p13.2;922.1)/ETV6::RUNX1
LLA-B hiperdiploide
LLA-B amb baixa hipodiploidia
LLA-B quasi haploide
LLA-B amb t(5;14)(g31.1;932.3)/IL3::IGH
LLA-B amb t(1;19)(g23.3;p13.3)/TCF3::PBX1
LLA-B BCR::ABL1-like, reordenaments de classe ABL
LLA-B BCR::ABL1-like, amb activacié de JAK-STAT
LLA-B BCR::ABL1-like, NOS
LLA-B amb iAMP21
LLA-B amb reordenaments de MYC
LLA-B amb reordenaments de DUX4
LLA-B amb reordenaments de MEF2D
LLA-B amb reordenaments de ZNF384(362)
LLA-B amb reordenaments NUTM1
LLA-B amb reordenaments de HLF
LLA-B amb UBTF::ATXN7L3/PAN3, CDX2 (“CDX2/UBTF”)
LLA-B amb mutacio IKZF1 N159Y
LLA-B amb mutacidé PAX5 P80OR
Entitat provisional: LLA-B ETV6::RUNX1-like
Entitat provisional: LLA-B amb alteracions a PAX5
Entitat provisional: LLA-B amb mutacié ZEB2 (p.H1038R)/IGH::CEBPE
Entitat provisional: LLA-B amb reordenaments de ZNF384-like
Entitat provisional: LLA-B amb reordenaments de KMT2A-like
LLA-B, NOS

Leucémia limfoblastica aguda T (LLA-T)

LLA early T-cell precursor amb reordenaments de BCL11B
LLA early T-cell precursor, NOS

LLA-T, NOS

Entitat provisional: LLA de cél-lules natural killer
iAMP21: amplificacié intracromosomica del cromosoma 21. NOS: not otherwise specified.
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Taula 7: Noves entitats en la leucemia limfoblastica aguda T (tret del subtipus BCL11B-activat, tots sén

provisionals) (12).

Partner del gen de fusié/altres

Subtipus Freqgiiéncia Lesions concomitants*
reordenaments
) BETA (BCL11B Enhancer Tandem
30% de les ETP i
BCL11B- S Amplification a 14932, ~700kb distal de
T loides MPAL FLT3-ITD; WT1
activat /< rgf ;’; ESS s BCL11B); ARID1B, CCDC26/ MYC; CDK6; g
? STABI1; ETV6; ZEB2; RUNX1
30-40% .
TAL1/2- (TAL2 TCRA/D; TCRB (TAL2); 1p32 delecions (STIL); v NoTCHI, PTEN,
s . . SNV intergeniques generant un
R infrequents),mal usp7
L superenhancer desregulant TAL1
pronostic
5-10% nens, 30% PHF6, DNM2, BCL11B, RB1,
TLXI-R adults; bon pronostic TCR CDKN1B
— 0, 0,
TLX3-R 20-25% nens, <5A> TCR; BCL11B; CDK6 CDKNZ2A, NOTCH1, FBXW?7,
adults; bon pronostic PTEN
HOXA::TCRB/TCRG; KMT2A-R;
— 0, ’ Y
HOXA 15-25% PICALM::MLLT10; SET::NUP214
TCR; delecié criptica; enhancer/mutacions al  CDKN2A, NOTCH1, FBXW?7,
LMOI1-R 5%
LMO1/2-R LMO2-R 10% complex del promotor LMO amb bHLH PTEN,
? factors; sobreexpressio de LMO1/2 LEF1
CDKNZ2A, NOTCH1, PHFE6,
NKX2-R <5% nens NKX2.1/NKX2.2/NKX2.5::TCR; BCL11B; CDK6 LEF1,
RPL10O
0,
spip  <o% nens moltmal STMNZ; TCF7; BCL11B NRAS, KRAS
pronostic
Altres, TCRB::LYL1 TCR::BHLHB1; sobreexpressio de
BHLH <2%

LMO

*Les mutacions de NOTCHI i CDKN2A sén comuns en la leucémia limfoblastica aguda T (LLA-T), excepte en les LLA early T-cell

precursor. **R: reordenaments.
2.6.2 Classificacio de les LMA

Les classificacions de la WHO i la ICC (Taules 9-12) sén les més recents i permeten definir
entitats clinicament significatives integrant la informacié clinica, morfologica,
immunofenotipica i genetica, i actualment cada vegada substitueixen més la classificacié
classica del grup FAB (Taula 8), que divideix la LMA en 9 subtipus de MO a M7 i busca

identificar el equivalent leucémic de les cel-lules mieloides per cada estadi de

diferenciacio.
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Taula 8: Classificacié morfologica de la leucémia mieloide aguda (LMA) segons el grup de la FAB, freqléncia

en LMA pediatrica i associacio a alteracions citogenetiques recurrents (57).

Comportament citoquimic Associacio a
% de
FAB Nom Esterases alteracions
casos MPO/NS . ...
inespecifiques citogenétiques
MO* LMA amb poca <5 } ko
diferenciacio
M1 LMA sense maduracid 15-20 + - t(8;21)(q22;922)
M2 LMA amb maduracié 15-25 + - t(15;17)q22,912)
M3 Leucemia promielocitica 5.10 + )
aguda
M4 Leucemia mielomonocitica 20 + ) inv(16)(p13,922)/
aguda t(16;16)(p13,;922)
M4 Eo M4+ amb eosinofilia al 5.10 + ;
moll de I'os
M5 Leucemia 10-20 ) ; KMT2A (MLL)
monoblastica/monocitica reordenat
M6 Leucémia eritroide 3-5 + -
M7* Leucémia aguda <5 ; SEEHE t(1;22)(p13;q13)

megacarioblastica

MPO: Mieloperoxidasa. NS: Negre Sudan.
*Subtipus definits posteriorment incorporant criteris immunologics.
**|es céllules son positives per algun antigen mieloide per immunofenotip.

***es cel-lules son positives per alfa-naftil-acetat-esterasa i per al factor VIl o la glicoproteina plaquetaria Ilb/llla i negatives per la
naftil-butirat-esterasa.
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Taula 9: Classificacio de la World Health Organization (WHQ) de la leucémia mieloide aguda de I'adult (14).

Classificacié de la WHO de les neoplasies pediatriques de precursors mieloides

Classificacié de la leucémia mieloide aguda en funcié de les alteracions genétiques

Leucemia promielocitica aguda amb fusié PML::RARA

Leucemia mieloide aguda amb fusié RUNX1::RUNX1T1
Leucemia mieloide aguda amb fusio CBFB::MYH11

Leucemia mieloide aguda amb fusié DEK::NUP214

Leucemia mieloide aguda amb fusido RBM15::MKL1 (MRTFA)
Leucemia mieloide aguda amb fusié BCR::ABL1

Leucémia mieloide aguda amb reordenaments del gen KMT2A (MLL)
Leucemia mieloide aguda amb reordenaments del gen MECOM
Leucemia mieloide aguda amb reordenaments de NUP98
Leucemia mieloide aguda amb mutacions de NPM1

Leucemia mieloide aguda amb mutacions de CEBPA

Leucémia mieloide aguda relacionada amb displasia

Leucemia mieloide aguda amb altres alteracions genetiques

Classificacié de la leucémia mieloide aguda en funcié de I'estat de diferenciacié

Leucémia mieloide aguda amb minima diferenciacié
Leucemia mieloide aguda sense maduracid
Leucemia mieloide aguda amb maduracio

Leucemia basofila aguda

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monocitica aguda

Leucemia eritroide aguda

Leucemia aguda megacarioblastica
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Taula 10: Classificacié de la World Health Organization (WHQO) de la leucémia mieloide aguda pediatrica

(10).

Classificacio de la WHO de les neoplasies pediatriques de precursors mieloides

Leucémia mieloide aguda, NOS

Leucémia mieloide aguda amb alteracions genetiques recurrents
Leucemia mieloide aguda amb t(8;21)(g22;q22.1); RUNX1::RUNX1T1
Leucémia mieloide aguda amb inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB::MYH11
Leucemia mieloide aguda amb t(15;17)(q24;q21); PML::RARA
Leucemia mieloide aguda amb reordenaments del gen KMT2A (MLL)

Leucémia mieloide aguda amb t(6;9)(p23;q34.1); DEK::NUP214

Leucemia mieloide aguda amb inv(3)(g21.3926.2) o0 t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2,
RPN1::MECOM (EVI1)

Leucémia mieloide aguda amb fusions de ETV6

Leucemia mieloide aguda amb t(8;16)(p11.2;p13.3);KAT6A::CREBBP
Leucémia mieloide aguda amb t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15::MKL1 (MRTFA)
Leucemia mieloide aguda amb CBFA2T3::GLIS2 (inv(16)(p13q24))

Leucemia mieloide aguda amb fusions de NUP98

Leucémia mieloide aguda amb t(16;21)(p11;922); FUS::ERG

Leucemia mieloide aguda amb mutacié a NPM1

Leucemia mieloide aguda amb mutacid bial-lelica a CEBPA
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Taula 11: Classificacio de la ICC de la leucémia mieloide aguda (11).

Classificacio de la leucémia mieloide aguda (AML) segons el percentatge de blast necessaris per al
diagnostic

Leucémia promielocitica aguda amb t(15;17)(q24.1;921.2)/PML::RARA > 10%
Leucémia promielocitica aguda amb altres reordenaments de RARA* > 10%
LMA amb t(8;21)(422;022.1)/RUNX1::RUNX1T1 > 10%
LMA amb inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11 > 10%
LMA amb t(9;11)(p21.3:923.3)/MLLT3::KMT2A > 10%
LMA amb reordenaments de KMT2A** > 10%
LMA amb t(6;9)(p22.3;934.1)/DEK::NUP214 > 10%
LMA amb inv(3)(g21.3926.2) o t(3;3)(g21.3;q26.2)/GATA2; MECOM(EVI1) > 10%
LMA amb altres reordenaments de MECOM*** > 10%

LMA amb altres translocacions rares recurrents > 10%
LMA amb t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABLI1 **** > 20%
LMA amb mutacions de NPM1 > 10%

LMA amb mutacions in-frame de bZIP CEBPA > 10%
LMA i sindromes mielodisplasiques/LMA amb mutacions a TP53 10-19% (sindrome
mielodisplasica/LMA) i = 20% (LMA)
LMA i sindromes mielodisplasiques/LMA amb mutacions de gens relacionats amb mielodisplasia 10-
19% (sindrome mielodisplasica/LMA) i>20% (LMA)
Definides per les mutacions de ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, or
ZRSR2
LMA amb anomalies citogenétiques relacionades amb mielodisplasia 10-19% (sindromes
mielodisplasiques/LMA) i = 20% (LMA)
Definida per la deteccid de cariotips complexes (= 3 anomalies cromosomiques clonals no
relacionades en abséncia d'altres anomalies genétiques recurrents definitories
(del(5q)/t(5q)/add(5q), -7/del(7q), +8, del(12p)/t(12p)/add(12p), i(17q), -17/add(17p) or
del(17p), del(20q), and/or idic(X)(q13))

LMA no especificades (NOS) 10-19% (sindromes mielodisplasiques/LMA) i = 20% (LMA)

Sarcoma mieloide

*Inclou LMA amb t(1;17)(q42.3;021.2)/IRF2BP2::RARA; t(5;17)(935.1;921.2)/NPM1::RARA;
t(11;17)(923.2;21.2)/ZBTB16::RARA; inv(17q) criptica o del(17) (g21.2g21.2)/STAT5B::RARA,
STAT3::RARA; altres gens rarament reordenats amb RARA:TBLIXR1 (3q26.3), FIP1L1 (4912), BCOR (Xp11.4).
**Inclou LMA amb (921.3;023.3)/AFF1::KMT2A; t(6;11)(q27,923.3)/AFDN::KMT2A;
£(10;11)(p12.3;023.3)/MLLT10::KMT2A; t(10;11)(q21.3;923.3)/TET1::KMT2A;
£(11;19)(q23.3;p13.1)/KMT2A::ELL; £(11;19)(g23.3;p13.3)/KMT2A::MLLT1.

***nclou  LMA  amb  t(2;3)(p11~23;026.2)/MECOM::?;  1(3;8)(q26.2;q24.2)/MYC,  MECOM,;
t(3;12)(926.2;p13.2)/ETV6::MECOM,; t(3;21)(926.2;922.1)/ MECOM::RUNX1.

****| a categoria de sindromes mielodisplasiques/LMA no s’utilitza per LMA amb BCR::ABL1 degut al seu
solapament amb la progressid de la leucémia mieloide cronica, BCR::ABL1 positiva.
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Leucemia mieloide aguda (LMA) amb altres translocacions recurrents rares % de blasts
LMA amb t(1;3)(p36.3;921.3)/PRDM16::RPN1 >10%
LMA amb t(3;5)(g25.3;935.1)/NPM1::MLF1 >10%
LMA amb t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP >10%
LMA megacarioblastica amb t(1;22)(p13.3;913.1)/RBM15::MRTF1* >10%
LMA amb t(5;11)(g35.2;p15.4/NUP98::NSD1* >10%
LMA amb t(11;12)(p15.4;p13.3)/NUP98::KMD5A* >10%
LMA amb NUPS8 i altres partners* >10%
LMA amb t(7;12)(q36.3;p13.2)/ETV6::MNX1* >10%

*Tenen lloc predominantment en nens.

2.6.3 Classificacié de les leucemies agudes de llinatge ambigu

En les leucemies en les que el llinatge del progenitor compromes és ambigu (ambiguous

lineage acute leukemia, ALAL/LALA), la WHO i la ICC proposen les classificacions descrites

en les taules 13 i 14 respectivament (11,14).

Taula 13: Classificacié de la World Health Organization de les leucémies agudes de llinatge ambigu (14).

Leucemia aguda de llinatge ambigu amb anomalies genétiques definitories

Leucémia aguda de fenotip mixte amb fusions de BCR::ABL1

Leucemia aguda de fenotip mixte amb reordenaments de KMT2A

Leucemia aguda de llinatge ambigu amb altres alteracions genetiques definides
Leucemia aguda de fenotip mixte amb reordenaments de ZNF384
Leucemia aguda de Ilinatge ambigu amb reordenaments de BCL11B

Leucemia aguda de llinatge ambigu definides segons l'immunofenotip

Leucémia aguda de fenotip mixte, B/mieloide
Leuceémia aguda de fenotip mixte, T/mieloide
Leucémia aguda de fenotip mixte, subtipus rars
Leucemia aguda de llinatge ambigu, no especificades

Leucemia aguda indiferenciada

Taula 14: Classificacié de les leucemies agudes de llinatge ambigu segons la International consensus

classification of myeloid neoplasm and acute leukemias (14).

Classificacio de la leucémia aguda de llinatge ambigu

Leucemia aguda indiferenciada

Leucémia aguda de fenotip mixte (MPAL) amb t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR::ABL1
MPAL, amb t(v;11923.3); amb reordenaments de KMT2A

MPAL, B/mieloide, NOS

MPAL, T/mieloide, NOS

NOS: not otherwise specified.
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2.7 Subtipus genétics i moleculars

Gracies als avancos tecnologics, s’han identificat noves alteracions genetiques que
permeten una subclassificacid de les leucemies, ajudant al refinament en I'estratificacié

dels grups de risc i la identificacid de dianes terapeutiques
2.7.1 Subtipus genetics i moleculars en la LLA-B:

La LLA-B és el subtipus de leucémia pediatrica més comu. Les alteracions genétiques
presents en la LLA-B difereixen segons l'edat, de manera que a l'edat pediatrica
predominen les alteracions de bon pronostic, mentre que a I’edat adulta predominen les

alteracions amb pitjor pronostic (Figura 8) (56).

100% Other
®Ph
90% = == Ph-like
® |[KZF1 N159Y
80% I PAXS PSOR
- Paxsan
70% p— u BCL2/MYC
' ' TCF3-HLF
60% ® NUTM1-rearranged
— = m MEFZ2D-rearranged
50% m ZNF384-rearranged
— TCF3-PBX1
40% . e ¥ DUX4-rearranged
KMT2A-rearranged
30% i ] ETV6-RUNX1-like
- B ETVE-RUNX1
20% : ; = Low hypodiploid
® Near haploid
10% . . iAMP21
B Low hyperdiploid
0% — ® High hyperdiploid
Childhood SR Childhood HR AYA Adult

(1to<10years (<1 or 10-15 years (15-39 years) (>40 years)
and WBC <50) or WBC = 50)

Figura 8: Freqiencia dels diferents subgrups genétics segons I'edat. Les alteracions de pitjor pronostic

augmenten la seva freqliéncia a mesura que augmenta I'edat (56).

Les alteracions o aberrancies cromosomiques que defineixen els diferents subtipus
constitueixen l'esdeveniment primari en el procés de leucemogenesi, pero soén
insuficients per se per desenvolupar-la. En general, les translocacions solen ser de dos
tipus segons les consequencies funcionals de la translocacio. El primer tipus es
caracteritza pel reordenament que provoca el posicionament d’un oncogen a prop de la

regio reguladora de I'expressié (enhancer o promotor) d’'un gen amb alta expressio.
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D’altra banda, el segon tipus de translocacié implica la juxtaposicié de dos gens que porta
a la formacio d’una proteina de fusidé quimeérica amb caracteristiques i funcions diferents

gue presenten els seus gens d’origen de forma individual.

Aixi, s’han pogut identificar subtipus genetics i moleculars amb entitat clinica i biologica

diferenciada i amb valor pronostic.
2.7.1.1 Alteracions primaries:

1) Subtipus préviament establerts:

a) Alta hiperdiploidia (51-67 cromosomes):

La LLA amb alta hiperdiploidia és el subtipus genetic més comu en la LLA-B pediatrica (25-
30% dels pacients) i s’associa a caracteristiques cliniques favorables. Els pacients
presenten duplicacions cromosomiques (trisomies i tetrasomies) d’entre 5 i 19
cromosomes, donant lloc a cariotips entre 51 i 67 cromosomes. Els guanys cromosomics
no sén a l'atzar, sind que els cromosomes 4, 6, 10, 14, 17, 18, 21 i X son els més
recurrents. Solen presentar molt bona resposta al tractament amb una SG del 80-90%.
En alguns casos, poden associar-se a altres alteracions primaries desfavorables com la
t(9;22)/BCR::ABL1 o la t(1;19)/TCF3::PBX1 i en aquests casos es prioritza el pronostic que

marca la translocacié (60-62).

Es important ressaltar que el subgrup que s’associa a un prondstic favorable és Ialta
hiperdiploidia, entre 51 i 67 cromosomes, amb un patré en general de trisomia dels
cromosomes 4, 10, 17 i X, tetrasomia del 14, 18 i 21 i diploidia dels cromosomes 1, 2 i 3.

S’ha de diferenciar aquest subgrup de la baixa hiperdiploidia, de 47 a 50 cromosomes i

pronostic desfavorable (63,64) i dels casos amb un ndmero major de 67 cromosomes
(quasi triploidies o tetraploidies), que poden tenir un pronostic diferent i en els quals es

pot sospitar un fenomen d’endoduplicacié cromosdmica (veure a sota).
b) Hipodiploidia (<46 cromosomes):

La hipodiploidia és un subtipus infreqlent i s’associa a mal pronostic. Podem distingir tres

subgrups:
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Alta hipodiploidia (40-45 cromosomes): representen menys de I'1% de la LLA-B. Poden

associar-se a les translocacions t(9;22), t(1;19) o t(12;21)(65).

Baixa hipodiploidia (30-39 cromosomes): es presenta amb una freqtencia de 2-3% de

LLA-B pediatriques i és més comu en adults. La perdua de cromosomes no és a l'atzar, es
caracteritzen per presentar monosomies dels cromosomes 3, 7, 15, 16, 17 i disomies dels
cromosomes 1, 16, 11 i 18 (60,66). Cal destacar que en aquest subtipus genétic pot
observar-se el fenomen d’endoduplicaciéo cromosomica, de manera que alguns subclons
hipodiploids dupliquen el seu material cromosdomic, donant lloc a clons quasi triploides
(60-78 cromosomes). En aquests casos, és important no confondre-ho amb una alta
hiperdiploidia associada a un millor pronostic, el que comportaria una classificacid
erronia del pacient. Per distingir aquestes dues entitats pot ser util analitzar el patré de
guany de cromosomes o I'estudi de la pérdua d’heterozigositat (loss of heterozygosity,
LOH) mitjancant SNP array. Les baixes hipodiploidies poden associar-se a mutacions de
IKZF2, RB1, CDKN2A/B, i TP53. Les mutacions de TP53 son especialment freqients (90%
de casos) en el subtipus de baixa hipodiploidia i amb freqléncia es troben en la linia
germinal; en aquests darrers casos, la leucémia podria considerar-se una manifestacio de

la sindrome de Li-Fraumeni (60,63,65,67—70).

Quasi haploidia (<30 cromosomes): és molt infreqlent, i només es troba descrita en un

1% dels casos en la poblaciod pediatrica. Normalment es perden els cromosomes sexuals,
X iY, i es mantenen els cromosomes 10, 14, 18 i 21. Es caracteritza per mutacions
freqUents en la via de RAS (particularment NF1 pero també FLT3, N/KRAS o PTPN11) i
delecions/mutacions del gen IKZF3. Es considera un subtipus de molt mal pronostic i per
tant, tot i que és freqlient la endoduplicacié del clon primari, no s’ha de confondre amb

I"alta hiperdiploidia donades les implicacions a nivell pronostic (60,63,65,67—69).
¢) t(12;21)(p13:;q22)/ETV6::RUNXI (TEL::AMLI):

Es troba en un 25% de les LLA-B pediatriques, sent la més freqiient en aquesta poblacid,
i la seva freqiiéncia disminueix amb I'edat (fins un 2% en adults). Es una translocacié
criptica en el cariotip, de manera que la seva deteccié es fa mitjancant FISH, RT-PCR o
altres técniques moleculars. Presenta molt bon pronostic, amb supervivencies lliures

d’esdeveniment (SLE) superiors al 90%. En la majoria dels casos, aquesta translocacio
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requereix de 'adquisicié d’altres alteracions secundaries per a desenvolupar la leucémia.
Entre aquestes alteracions s’inclouen la delecio de I'al-lel germinal d’ETV6, delecid de
PAX5 i mutacions a WHSCI; tot i aixi, aquestes alteracions addicionals no tenen impacte

negatiu en el pronostic (60,71).
d) t(1;19)(q23;p13.3)/TCF3::PBX1 (E2A::PBX1):

En la majoria dels casos, la translocacié t(1;19)(q23;p13.3) dona lloc al gen de fusid
TCF3::PBX1, per0 en alguns casos, quan la translocacid no és balancejada, només
s'observa el der(19)t(1;19). Representa un 5-6% de les LLA-B pediatriques i només un 1%
en adults i sovint s’associen a un fenotip pre-B. Aquestes leucemies presenten un perfil
d’expressid caracteristic amb sobreexpressié de quinases com PRKCZ, EB-1, WNT16, BLK
i MERTK entre d’altres. Historicament la translocacio t(1;19)(g23;p13.3) s’ha associat a
un mal pronostic, perdo amb els nous protocols terapéutics pot arribar a tenir un pronostic

intermig o inclus favorable (72-74).
e) t(17;19)(q22;p13)/TCF3::HLF:

Aquesta translocacié és molt infreqlent (<1%) perd comporta un pronostic molt
desfavorable. Presenta un perfil d’expressid i mutacional especific, associant-se amb
expressié de marcadors mieloides i de stem cell, delecions de PAX5 i VPREBI i alteracions
de la via de RAS (75). Clinicament es pot presentar amb hipercalcémia i coagulacio
intravascular disseminada i el seu pronostic tan advers justifica la seva estratificacié en

grups de molt alt risc i I'Us de terapies experimentals.
f) t(v;11g23); reordenaments del gen KMT2A (MLL):

Les translocacions que impliquen el gen KMT2A son el subtipus més freqient en lactants
(<1 any), presentant-se en el 80% dels casos de leuceémia en aquesta franja d’edat, i
representant un 15% de la LLA-B en adults. Aquest gen pot reordenar-se amb diferents
partners, de manera que la técnica diagnostica més util d’entrada per a la seva deteccid
és la FISH. Pot presentar-se en LLA, LMA o en leucemies de fenotip mixt. Les
translocacions més frequents en la LLA son la t(4;11)/KMT2A::AFF1 i la
t(11;19)/KMT2A::ENL. S’associa tipicament a un immunofenotip pro-B (CD10-),
alteracions cooperadores en la via de RAS i PI3K i alteracions en el patrd de metilacié. En
general, representa una alteracid de molt mal pronostic en lactants, amb major
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frequencia de leucocitosi, organomegalies i alteracions al SNC. En altres subgrups d’edat
o en translocacions menys freqlents el pronostic esta pitjor definit (76,77). Donada la
importancia d’aquestes alteracions en aquesta tesis, es desenvolupara aquest apartat en

un capitol especific.
g) t(9;22)(g34;q11.2)/BCR::ABL1:

La translocacié t(9;22)(g34;q11.2), produeix el cromosoma Philadelphia (Ph+) i el gen de
fusid BCR::ABL1. Aquesta translocacié defineix la leucemia mieloide cronica (LMC, chronic
myeloid leukemia, CML), que pot progressar des d’una fase cronica a una crisi blastica
tant limfoide com mieloide (78). En la LLA de novo, la seva incidencia augmenta amb
I'edat, de manera que en adults es presenta en un 25-30% dels pacients, en contrast amb
I’edat pediatrica, en la que representa només un 3-5% de les LLA (79). Excepcionalment,
també poden presentar aquesta alteracié algunes LMA. Segons el punt de trencament
dels gens es poden donar tres transcrits de fusio diferents, que donaran lloc a proteines
de diferent pes molecular: p190, p210 o p230. El transcrit ela2 (de la fusio de I'exd 1 del
gen BCR amb I'exd 2 del gen ABL1) dona lloc a la p190, isoforma més freqlent en la LLA-
B pediatrica, tot i que en fins a un 10% dels casos podem trobar la isoforma p210 del gen
BCR::ABL1 en nens amb LLA-B. El gen de fusio activa de forma constitutiva el gen ABLI,
provocant |'activacié aberrant de quinases i conseqlient augment de vies de proliferacid
i unainhibicié de I'apoptosi. Com a alteracid secundaria és molt freqtent I'associacid amb
delecions de IKZF1. Historicament, les LLA-B Philadelphia+ (LLA Ph+) presentaven molt
mal pronostic, pero en l'actualitat la supervivencia ha millorat de forma notable amb
I'addicié als esquemes de tractament convencionals dels inhibidors tirosin-quinasa
(tyrosin kinase inhibitors, TKls) com a terapia dirigida a I'alteracié molecular (80—82). En
els darrers anys s’ha realitzat la distincio entre LLA-B BCR::ABL1 positiva “tipica”, en la
gue l'alteracié genetica es troba Unicament en els limfoblasts i, per tant, s’ha originat en
cel-lules ja compromeses cap al Ilinatge B, en contraposicié amb les LLA-B “CML-like”
(Chronic Myeloid Leukemia-like), en la que |'alteracié es troba no només en els limfoblasts
de llinatge B, sind en els limfocits T i en la serie mieloide (83). En aquest darrer cas, la
leucémia sembla haver-se originat en un precursor més immadur, amb capacitat per
diferenciar-se a diferents llinatges. Si aquestes leucémies son en realitat equivalents a

una crisi blastica limfoide d’una LMC és un tema en discussio actualment, ja que sembla
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haver-hi algunes diferéncies cliniques i bioldgiques entre la LLA-B “CML-like” i les crisis
blastiques limfoides d’'una LMC. En qualsevol cas, les implicacions diagnostiques, de
seguiment, tractament i pronostiques sén importants, i s’estan dedicant actualment
esforcos en estudiar aquests casos en pacients pediatrics i adults (84). La nova
classificacié ICC reconeix aquests dos subtipus: LLA-B amb BCR::ABL1 amb afectacio

multilineal i LLA-B amb BCR::ABL1 amb afectacio limfoide (11).
h) Amplificacié intracromosomica del cromosoma 21 (IAMP21):

Aquesta alteracié suposa el 2-3% de la LLA-B en nens i adolescents i la incidencia és
inferior en adults. Es caracteritza per la preséncia d’un cromosoma 21 anormal amb
multiples inversions, delecions, duplicacions i amplificacions en el brac¢ llarg del
cromosoma. No obstant, entre les posicions 21g22.11 i 21g22.12 hi ha una regié que es
veu sempre duplicada i que inclou el gen RUNX1. Es diagnostica mitjancant la deteccié de
>5 senyals del gen RUNX1 localitzades en el mateix cromosoma mitjangant la tecnica de
FISH i és important no confondre-ho amb la preséncia de cromosomes 21 addicionals.
Com alteracions secundaries freqlientment associades a aquest subgrup geneétic trobem
les delecions d’ETV6 i RB1. La iAMP21 s’associa a un major risc de recaigudes i a un mal

pronostic si no es tracta amb protocols intensius (85-87).

2) Leucémia Limfoblastica Aguda B-other (LLA B-other):

Fins a la incorporacid de noves técniques d’analisi massiu, un cop descartades les
anomalies més rellevants descrites anteriorment, restava un terc dels casos de LLA-B que
no podien classificar-se i eren agrupats en un grup heterogeni anomenat “B-other” (64).
Aquests pacients eren classificats com de risc intermedi (Figura 9a). En els darrers anys i
gracies a la disponibilitat de les técniques de seqlenciacid massiva, s’ha aconseguit
identificar un gran nombre de nous subtipus genétics amb alteracions recurrents i/o
perfils d’expressié diferencials dins el subgrup B-other (64,88) (Figura 9b i 9c). D’aquesta
manera, actualment es disposa de més informacid biologica i pronostica, que permet
adaptar millor els tractaments segons el risc pronostic, la inclusié de terapies dirigides i

disminuir la toxicitat del tractament. (64,89-91).
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Figura 9: A) Distribucié de les alteracions genétiques en la leucémia limfoblastica aguda de llinatge B segons
el seu impacte pronostic en grups de baix (tons blaus), intermig (tons verds) i alt risc (tons grocs, taronges
ivermells). En verd fosc es pot observar el 30% de pacients de risc intermedi sense les principals alteracions
genétiques recurrents (aneuploidies i principals gens de fusio), classificats en el grup B-other. B) Distribucio
de les noves alteracions genétiques identificades en el subgrup B-other en la leuceémia limfoblastica aguda
de llinatge B. C) Distribucié dels subtipus de leucémia limfoblastica aguda de linia B en funcio del seu perfil
d’expressio, analitzat mitjangant RNA-Seq. Imatge adaptada: Figura 9A i Figura 9B de (64) i Figura 9C de
(88).

a) Translocacions del gen de la cadena pesada de les immunoglobulines (IGH):

Aquest subtipus inclou translocacions d’/GH amb CRLF2, gens de la familia CEBP, ID4,
EPOR i el microRNA miR-125b, entre altres. La preséncia d’aquestes alteracions provoca
la desregulacido de I'oncogen fusionat amb el gen IGH, el que es tradueix en una

sobreexpressié d’aquest oncogen. La translocacid t(5;14)(q31;q32)/IL3::IGH, entitat
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reconeguda des de fa temps en la classificacié de la WHO, representa menys d’un 1% de
LLA, tant en nens com en adults i s"acompanya tipicament d’eosinofilia. Tot i que les
translocacions que afecten a IGH sén més tipiques de les leucémies de fenotip madur o
limfomes, s’observen en el 5% de les LLA en adolescents i adults joves i s’associen en

general a un mal pronostic (92).
b) BCR::ABL1-like o Ph-like:

Es tracta d’un subgrup de LLA-B que presenta un perfil d’expressio genica similar al de les
LLA-B Ph+ pero sense presentar la translocacié t(9;22) que donaria lloc al gen de fusié
BCR::ABL1. Aquest subgrup definit per la seva signatura genica es va descriure de forma
gairebé simultania per grups europeus (BCR::ABL1-like) i americans (Ph-like) (93,94), amb
algunes diferencies en quant a la metodologia i poblacié analitzada, pero descrivint una
base bioldogica comu amb activacié de quinases en absencia de la translocacié t(9;22). La
incidéencia d’aquest subgrup s’incrementa amb I'edat i representa el 10-13% en nens amb
un pic en adolescents i adults joves (25-30%). S’ha descrit major frequencia en el sexe
masculi (2:1), nens amb sindrome de Down i en pacients d’ascendéncia hispana. Aquest
perfil dona lloc a la desregulacié de receptors de citoquines i a I'activacio anomala de vies
de senyalitzacid de quinases com en el cas de la LLA-B Ph+. S’han descrit més de 60
alteracions genetiques que donen lloc a aquest perfil, incloent translocacions,
reordenaments criptics, mutacions i CNAs. Per aquest motiu, el seu diagnostic és
d’elevada complexitat. Els pacients solen presentar caracteristiques cliniques adverses,
el que comporta una alta taxa de fracas en el tractament i recaiguda i per tant, pitjor SG
respecte al grup LLA-B no Ph-like (95,96). En funcié de la via principalment afectada, les

alteracions incloses en el grup de Ph-like poden classificar-se en (Figura 9):

Alteracions de la via JAK/STAT: inclou 1) mutacions de CRLF2, ILR7, JAKI1, JAK2,

JAK3, TYK2, etc.; 2) gens de fusio (IGH::CRLF2, P2RY8::CRLF2, translocacions de
EPOR, JAK2).

Fusions de classe ABL: inclou translocacions dels gens ABL1, ABL2, CSF1R, LYN,

PDGFRA i PDGFRB.

Altres alteracions de quinases menys freqients a NTRK3, BLNK, DGKH, PTK2B,

FLT3, FGFRI1, TYK2 0 SH2B3.
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Les BCR::ABL1-like s’associen a factors adversos com leucocitosi i mala resposta al
tractament, el que fa que es consideri un grup de pitjor pronodstic. No obstant aixo, s’ha
descrit que la introduccié precog de tractament dirigit amb TKls com imatinib o dasatinib
per les fusions de classe ABL ha millorat la seva supervivéncia de forma significativa (97),
motiu pel qual ja es contempla el seu Us en els principals protocols terapéutics pediatrics
per a aquest subgrup de pacients. De la mateixa manera, s’ha suggerit el tractament
dirigit amb inhibidors d’altres quinases com inhibidors de FLT3 o inhibidors de la via
JAK/STAT com ruxolitinib, tot i que els resultats en aquest cas han estat més heterogenis

(98,99).
c) ETV6:RUNXI-like:

S’observa en un 1-3% dels pacients pediatrics amb LLA-B, i es defineix per la signatura
d’expressioé genica diferencial observada per RNA-Seq. Es caracteritza per presentar un
immunofenotip i perfil d’expressié genica similar a les LLA-B amb la fusié ETV6::RUNX1
pero sense presentar I'alteracié. Dins d’aquest grup, s’han reportat alteracions en ETV6,

IKZF1, i TCF3. El prondstic encara no esta definit (100,101).
d) Alteracions del gen PAX5:

S’han descrit multiples alteracions en PAX5, incloent translocacions, mutacions,
amplificacions i delecions. Les anomalies cromosomiques visibles del brag¢ curt del
cromosoma 9 (9p) representen entre un 3-5% de les LLA-B i sén freqlients en les LLA-B-
other. La majoria son delecions visibles al cariotip i alteracions cromosomiques que
inclouen translocacions i cromosomes dicentrics que afecten al cromosoma 9. La
conseqléncia d’aquestes alteracions és la perdua parcial o total del gen PAX5 o
I'expressié de gens de fusid. D’altra banda, tot i no ser visibles citogenéticament, també
son freqilents les mutacions i les amplificacions intrageniques de PAX5. Tanmateix,
recentment, i gracies a I'estudi del transcriptoma, s’han definit dos subtipus de LLA-B-
other amb alteracions de PAX5 caracteritzades per diferents perfils d’expressio génica i
alteracions: 1) PAX5-altered (PAX5alt), que inclou diferents alteracions de PAX5
(reordenaments, mutacions i amplificacions intragéniques); i 2) un segon subtipus definit

per la mutacié PAX5 p.Pro80Arg o alteracions bial-leliques de PAX5, a més d’alteracions
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en gens de la via de RAS i JAK-STAT. En general, aquest subtipus es considera de pronostic

intermedi (64,88).
e) Reordenaments de DUX4:

Els reordenaments de DUX4 s’ha identificat recentment en un 5-10% de les LLA-B. Els
reordenaments es produeixen amb major freqtencia amb el gen IGH, donant lloc a la
sobreexpressid de la proteina truncada DUX4, tot i que també s’ha descrit la fusio
DUX4::ERG. El tipus de fusid resulta molt dificil d’identificar amb les tecniques
convencionals i fins al moment només es pot detectar mitjancant RNA-Seq i I'Us de
pipelines dirigits. Els pacients amb LLA-B i reordenaments de DUX4 tenen un perfil
d’expressié i immunofenotip molt caracteristic (CD371++ i, amb menys freqiencia, CD2+)
i en un elevat percentatge presenten delecions associades del gen ERG, el que fa possible
sospitar aquest subtipus; tanmateix, el diagnostic confirmatori s’ha de fer amb RNA-Seq.
En general, aguest subgrup s’associa a un pronostic favorable, fins i tot en aquells casos

que presenten de forma concomitant una delecié de IKZF1 (40%) (71,88,102).
f) Reordenaments de MEF2D:

Aquesta alteracio apareix en aproximadament un 4% dels casos de LLA-B pediatrica i en
un 10% dels casos de LLA-B en adults. Els reordenaments de MEF2D solen ser criptics a
nivell citogenetic i presenten un perfil d’expressid i immunofenotip caracteristic
(baixa/absencia d’expressid de CD10, i positivitat per CD38). Els reordenaments
promouen |'activitat transcripcional de MEF2D, acompanyat d’un augment de 'expressio
de la histona deacetilasa 9 (HDAC9). S’ha descrit la seva sensibilitat in vitro a inhibidors
d’histona deacetilases. Es considera un subtipus de pronostic intermedi o desfavorable

(64,90).
g) Reordenaments de ZNF384:

Els reordenaments de ZNF384 (ZNF384r) defineixen un nou subtipus dins la LLA-B-other.
Aquest gen es troba fusionat en un 6% dels pacients pediatrics i en un 15% dels adults
amb LLA-B i leucemies de fenotip mixt (103). Les fusions de ZNF384 conserven
practicament tota la sequéncia codificant de ZNF384, que es reordena amb més de 10
partners. Entre els més freqlents trobem EP300, TCF3, CREBBP, TAF1, SYNG, EWSRI,
BMP2K, SMARCA2 i ARIDI1B (64,103). Els pacients amb ZNF384r presenten perfils
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d’expressid genica distintius amb predomini de fenotip B, tot i que tipicament amb baixa
expressio de CD10, i expressid aberrant dels marcadors mieloides CD13 i/o CD33.
Normalment, I'immunofenotip de les leucemies amb ZNF384r compleix els criteris de
MPAL i representa la meitat d’aquests casos en leucemia pediatrica (103—-105). El
pronostic d’aquests pacients a dia d’avui no esta definit perd podria venir determinat pel
partner de la fusio (64,104). Concretament, la fusio EP300::ZNF384 s’associa a recaigudes
tardanes i un mal pronostic. A més, estudis recents demostren una sobreexpressié de
FLT3 (no-mutat) en els pacients amb ZNF384r i suggereixen I'Us d’inhibidors de FLT3 com
a tractament dirigit (102,106).

h) Reordenaments de NUTM1:

Els reordenaments del gen NUTM1 s’observen entre el 5-7% de tots els casos en lactants
amb LLA. Dins els lactants sense reordenaments de KMT2A representen el 21,7% dels
casos, perd sén molt poc freqlents en nens més grans (inferior al 1%). Els partners més
habituals sén ACIN1, CUX1, BRD9 i ZNF618. Els estudis realitzats fins al moment

suggereixen una supervivencia excel-lent (107).
i) IKZF1 N159Y:

La mutacio missense p.Asn159Tyr defineix un subtipus infreqient (<1% de LLA-B) amb un
perfil d’expressio caracteritzat per la sobreexpressio de gens amb funcions oncogeniques
(el gen YAPI que interactua amb /KZF1), funcions de remodelacié de la cromatina (SALLI)

i senyalitzacio (ARHGEF28) (56,98).
2.7.1.2 Alteracions secundaries:

Els esdeveniments primaris en la LLA son en general insuficients per desenvolupar la
leucémia, i és necessaria I'addicio d’alteracions genetiques o epigenetiques secundaries
i cooperants que afegeixen complexitat i heterogeneitat a la biologia de la malaltia. S’ha
identificat un gran numero d’alteracions secundaries en forma de CNAs, péerdua
d’heterozigositat (Copy Neutral-Loss of Heterozigosity, CN-LOH) o mutacions somatiques,
gue generalment afecten a gens i vies importants en la diferenciacié limfoide, control
cel-lular i regulacié de 'apoptosi, entre d’altres (108). L'impacte pronostic d’aquestes
alteracions en alguns casos no esta definit o és controvertit i, tot i que no son especifiques
de cada subtipus, algunes s’associen amb més freqliéncia a determinades alteracions
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primaries. Les alteracions secundaries poden contribuir i modular el pronostic determinat

per 'alteracié primaria (Figura 10) (66).

Per la seva freqiiéncia i les seves connotacions pronostiques, unes de les alteracions més
importants son les del gen IKZF1. Podem trobar una delecié focal d’aquest gen en el 15%
dels casos de LLA i en >50% de la LLA d’alt risc (109,110); en particular, les delecions
d’'IKZF1 sén molt freqlents en la leucémia amb reordenament BCR::ABL1 (>80% dels
casos) i en les leucemies Ph-like. Les delecions tenen com a resultat la perdua de funcié
en la isoforma IK6 negativa dominant. A més de les delecions, també s’han descrit
mutacions missense, frameshift i nonsense en pacients pediatrics amb LLA-B d’alt risc. A
més de les delecions en IKZF1, també és important la deteccid de la pérdua del nimero
de copies en gens recurrentment delecionats en la LLA com BTGI1, CDKN2A/B, EBF1,
ETV6, PAX5, RB1 o la delecid intersticial en la regié PAR1 (pseudo-autosomal region) que
genera el gen de fusié P2RY8::CRLF2 (89). Els grans grups cooperatius pediatrics utilitzen

tres maneres d’aplicar la informacio aportada per I'estudi de CNAs d’aquests gens:

1. Delecions d’IKZF1: tenen especial importancia pronostica en els pacients amb LLA

i sindrome de Down.

2. Perfil IKZF1Pus: es defineix per la delecié d’IKZF1 i la delecid de CDKN2A i/o
CDKN2B i/o PAX5 i/o delecio de la regié PAR1 (resultant en reordenaments de
CRLF2), sense la delecio d’ERG (111).

3. Perfils de risc de CNAs del grup UKALL (United Kingdom National Acute

Lymphoblastic Leukemia): la combinacié de delecions dels gens BTG1, CDKN2A/B,

EBF1, ETV6, IKZF1, PAX5, RB1 i la delecid de la regié PAR1 (CRLF2), defineix un
perfil de CNAs de baix risc i un perfil d’alt risc (89,112).
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En quant ales mutacions, a la LLA és important la deteccié de mutacions que representen

dianes terapeutiques com JAK2, o altres mutacions d’origen germinal i s’associen a

predisposicio a leucémia, com TP53, ETV6, IKZF1, RAS i NRAS, entre d’altres. A la taula 15

es mostren alguns dels gens més rellevants en la patogenia de LLA-B segons la seva

incidéncia i I'interés pel seu possible valor pronostic:
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Figura 10: Distribucié de les alteracions secundaries en relacié als principals subtipus de leucémia

limfoblastica aguda de llinatge B (LLA-B) (66).

Taula 15: Algunes de les alteracions secundaries recurrents en la leucémia limfoblastica aguda de llinatge

B (LLA-B). Adaptada de (113).
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2.7.2 Subtipus genetics i moleculars en la LLA-T:

La LLA-T representa un 10-15% de les LLA en edat infantil i és més freqlent a partir dels
9 anys. L'elevada probabilitat de recaiguda i la falta de tractaments de rescat efectius fan
d’aquest subtipus de leucémia una entitat de pronodstic desfavorable (110). Aquests
pacients presenten una leucemia de biologia heterogenia amb multiples combinacions
de lesions genétiques que impliquen oncogens i gens supressors de tumors, aixi com

alteracions en la regulacio epigenética.
2.7.2.1 Alteracions que defineixen subtipus genétics-moleculars:

Gracies a I'estudi dels perfils d’expressio, la majoria dels casos de LLA-T poden classificar-
se en funcid de I'expressié aberrant i desregulada de factors de transcripcid i oncogens
induits per alteracions iniciadores de la leucémia com defectes cromosomics o

translocacions. Aquests subtipus es defineixen amb perfils d’expressio que reflecteixen el
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blogueig de la diferenciacié del limfocit T, i per tant, el grau d'immaduresa de la leucémia,

fet que explica una certa correlaciéo amb el immunofenotip (114) (Figura 11).

S’han descrit quatre mecanismes principals que causen I'expressié aberrant de factors de
transcripcio en la LLA-T, que normalment son excloents i identifiquen subtipus moleculars

donant lloc a diferents perfils d’expressio:

1) Translocacions cromosomiques que impliquen gens dels receptors de les cél-lules
T (T-cell receptor, TR).

2) Reordenaments cromosomics que impliquen altres gens.

3) Duplicacions o amplificacions de factors de transcripcio.

4) Mutacions o petites insercions que generen noves regions reguladores que

actuen com activadores de promotors.

Aproximadament el 50% dels pacients amb LLA-T presenten el primer mecanisme, amb
la presencia de translocacions que juxtaposen els gens que codifiquen pels receptors TR
(TR alfa o TRA, TR delta o TRD, TR beta o TRB), juntament amb factors de transcripcid
oncogenics, el que propicia la seva expressid aberrant en els progenitors T. Entre aquests
factors es troben gens de la familia bHLH (basic helix-loop-helix) com TAL1 o LYL1, gens
de la familia homeobox com HOXA, TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2 i gens LMO (LIM only
domain) com LMO2 (114).

A partir dels estudis comparatius del patrd d’expressié entre cél-lules T sanes en diferents
estadis de diferenciacio i cel-lules de pacients amb LLA-T i, i tenint en compte els perfils
d’expressié aberrants que es generen, s’han consensuat tres grans subtipus de LLA-T, que
agrupen els diferents subtipus basats en les anomalies cromosomiques en la cel-lula

leucemica (46,115) (Figura 11).

= FEarly T-cell precursor (ETP, “subtipus immadur”):

Els pacients amb aquest subtipus representen el 10% de les LLA-T pediatriques i el 7% en
adults i es caracteritzen per presentar un fenotip immadur amb marcadors de limfocit T
(CD3c, CD7+, CD2+, CD4+/-, CD5 normalment negatiu) amb absencia d’expressié de CD1a
i CD8 i la preséncia de marcadors de stem cell i mieloides com CD117, CD34, HLA-DR,
CD13, CD33,CD11b, o CD65. Aquest subgrup té un perfil d’expressio génica propi, similar

al perfil de stem cell, i un perfil mutacional caracteritzat per una baixa incidéncia de
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mutacions de NOTCH1 i CDKN1/2, perd mutacions freqlents en FLT3, DNMT3A, RAS,
IDH1, IDH2 (46,69,116).

= Cortical (Early cortical):

Caracteritzat per I'expressid aberrant de la familia de factors de transcripcié amb un
domini homeobox, com TLX3, NKX2.1 i NKX2.25-7 i per [I'expressié dels
immunomarcadors CD1a, CD4 i CD8 (46).

=  Madur (Late cortical):

Aquest subtipus es caracteritza per I'expressié de 'oncogen TALI1, els immunomarcadors

CD4, CD8 i CD35 i els receptors af de cel-lules T (46).

T-cell ditferentiation Subtype Alterations Co-legions Prevalence Prognosis
E. ETP-ALL < 10% Children, 40-50% Adult Poor
15 - BCLI1B-R ST < 5% of T-ALL, AML, and T/M MPAL )
- {Bxcept BCLIID.TLX3) FLIZIDWEL - qpo. o8 ETP-ALL and T/M MPAL) S
Double negative :E: LMOLR = 2% of T-ALL
(DN g = )
' = LMOZ-R RUNXI, FLT3,
YT Eedens 10% of T-ALL
= Enhancer mutations TCF7. NRAS s iea Pocr
:
T
B HOXA9/10-R
T-cell lineage = = KMTZA-R ETV6, CNOT3, EZH2, 5 -3
commitment 2 MYB-R ey Gy <25% of T-ALL Intermediate
. PICALM-MLLTIO
Preslecton SET-NUP214
B SPIL-R NRAS. KRAS < 4% of pediatric T-ALL Very poor
- -
= PHFé, CTCF, WTI. - , =
£ 3 X3- o AR 20-25% 50
?:; TLX3 TLX3-R DNM2. RPL5. KDMGA 0-25% Children, < 5% Adult Excellent
=) TLXIR BCL11B, RBLCDKNIE  5-10% Children, < 30% Adult Excellent
Double positive (i}
R NKX32-1 NEAZTR LEF1, RPLIO < 5% of pediatric T-ALL
= : NKX2-5R : ik b ite bl
£ TALI/TAL2-R PTEN, 6 del
2 TALI e Rl 30-40% ot T-
= — Enhancer mutations LISP7, PI3KR1 30-40% ot T-ALL Poor
F=-}

Figura 11: Diferenciacié de ceél-lules T i subtipus de LLA-T. L’'esquema descriu les etapes de diferenciacié de
cada subtipus de LLA-T segons les alteracions genetiques especifiques que condueixen a I'expressid
aberrant de gens reordenats o mutats. Inclou la prevalenca i el pronostic de cada subtipus. Els diferents
subtipus es troben pintats segons I'estadi de diferenciacié de les cél-lules T normals: precursor early de
cél-lules T (ETP, rosa i taronja), estadis primerencs de maduracié de timocits corticals (verd) i estadis tardans
de maduracié de timocits corticals (blau). T/M MPAL: T/myeloid mixed phenotype acute leukemia; -R:

reordenat (114).

2.7.2.2 Alteracions secundaries:

De la mateixa manera que en les LLA-B, diferents estudis han mostrat la necessitat
d’altres alteracions secundaries com mutacions i/o delecions per la transformacio

completa dels limfocits T a cel-lula leucemica. La seqlUenciacié massiva ha permes la
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identificacié de més de 100 gens que poden mutar-se en la LLA-T. Dos d’aquests gens
estan presents en >50% de les LLA-T: les mutacions de NOTCHI i les delecions de
CDKN2A/B, que es consideren esdeveniments secundaris perd amb un paper central en
la leucemogenesi (117). Aquestes alteracions recurrents es presenten en diferents
subtipus i alteren els mecanismes normals de control del cicle cel-lular, proliferacio,

supervivencia i diferenciacio del limfocit durant el seu desenvolupament (taula 16).

a) Alteracions en la via de senyalitzacié de NOTCH1:
NOTCH1 té un paper fonamental en I'embriogénesi i I’"hematopoesi promovent la
diferenciacié limfoide T. Les mutacions en NOTCH1 es presenten en el 50% dels casos de
LLA-T i produeixen una activacié constitutiva de la via independent de lligam. Les
mutacions inactivadores del seu gen regulador FBXW?7 també allarguen la vida mitjana
de NOTCH1, conduint també a una activacid aberrant de la via. El seu pronostic a dia
d’avui és controvertit i s’ha discutit si té valor de forma individual o associat a altres
variables cliniques o biologiques (118). El grup frances GRAALL (Group for Research on
Adult Acute Lymphoblastic Leukemia), utilitza actualment les mutacions de
NOTCH1/FBXW?7/PTEN/RAS com estratificador oncogénic per als pacients adults i la
oncogenética combinada amb la deteccid dels nivells de MRM per als pacients pediatrics
amb LLA-T (119,120). Recentment, la dra. Vega-Garcia i cols. va demostrar, en un estudi
col-laboratiu a nivell nacional del grup bioldgic de la Sociedad Espafiola de Hematologia y
Oncologia  Pedidtrica  (SEHOP), que l'efecte de les mutacions de
NOTCH1/FBXW7/PTEN/RAS sembla depenent de I'esquema terapeutic emprat, mentre
gue els nivells de MRM prediuen de forma constant el pronostic en els pacients pediatrics

amb LLA-T (121).

b) Alteracions en la via de senyalitzacio JAK/STAT:
Aquestes alteracions sén especialment comuns en LLA-T amb fenotip ETP. Inclouen
mutacions activadores en IL7R, JAK1, JAK3, STAT5, delecions en PTPN2 o translocacions

afectant a gens de la via com la fusid ETV6::JAK2.

c) Alteracions en la via de senyalitzacio PI3K/Akt/mTOR:
Aquesta via es sol trobar activada en pacients amb LLA-T. La causa principal es |'activacid
de PTEN, ja sigui per mutacions o delecions en aquest gen o altres gens en vies de

senyalitzacié que alteren la seva transcripcid o traduccid. Aquesta via pot activar-se
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directament per mutacions en AKT1, PI3KCA, PI3KR1iIL7R iindirectament per alteracions

de les vies JAK/STAT, NOTCH o MAPK (122).

d) Alteracions en la via de senyalitzacio MAPK:
Inclouen mutacions en KRAS, NRAS, FLT3 i BRAF. Aquestes alteracions son més freqients

en LLA-T de fenotip ETP (109,118-120,122-125).

e) Altres alteracions:

S’han trobat lesions en reguladors epigenetics (PHF6, SUZ12, EZH2, KDM6A), factors de
transcripcio i reguladors del cicle cel-lular (ETV6, GATA3, RUNX1, LEF1, WT1, BCL11B) i

reguladors de la traduccié (CNOT3, RPL5, RPL10) (118,123).

Taula 16: Alteracions genetiques recurrents en la leucemia limfoblastica T. Adaptada de (117,126).

Categoria Alteracio  Fregtienc
¢ Gen (.71

o w Pronostic
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inactivad
ora
Mutacio

EED 9 delguo 5% Sense impacte
inactivad

ora
Mutacio

PHF6 Qdm.euo 19% Sense impacte
inactivad

ora
'Frequéncia en leucémia limfoblastica aguda de llinatge T pediatrica (117).

2.7.3 Subtipus genétics i moleculars en la LMA:

La LMA representa entre un 15-20% de les leucémiques pediatriques. Tot i les millores
en els protocols de tractament, només un 60-70% dels pacients es curen.
L’heterogeneitat de la LMA s’observa en les diferencies en la morfologia, immunofenotip,
aixi com en les aberracions citogenetiques i moleculars (Figura 12A) (37,38,127,128).
D’altra banda, les alteracions citogenetiques i moleculars en el diagnostic varien en
relacié amb I'edat, no només entre pacients adults i pediatrics, sind també entre els
pacients pediatrics (Figura 12B). En aquest sentit, el lactants (23%, 0-2 anys) presenten
menys alteracions de grups citogeneétics favorables com les leucemies core binding factor
(CBF) t(8;21) i la leucémia promielocitica aguda (LPA) t(15;17), i molt pocs casos amb
mutacions de NPM1 o CEBPA, mentre que els casos de reordenaments de KMT2A sén
més comuns, sobretot lat(9;11) KMT2A::MLLT3. Enl'interval de 2 a 12 anys, les leuceémies
CBF son les més predominants i disminueixen els casos de t(9;11) KMT2A::MLLT3. Els
cariotips normals augmenten amb I'edat, del 14% en lactants al 27% en pacients més

grans. (129).
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Figura 12: A) Distribucié dels subgrups citogenetics i moleculars en la leucémia mieloide aguda pediatrica

(130). B) Alteracions genétiques en la leucemia mieloide aguda distribuides segons I'edat (129).

En els Ultims anys, les técniques de seqlenciacid massiva han permes determinar noves

alteracions en la LMA. Les aberracions genetiques que podem trobar en la LMA es poden

classificar en tres categories: a) aberracions cromosdmiques que inclouen translocacions

balancejades, inversions delecions, monosomies i trisomies; b) mutacions géniques; c)

alteracions epigenetiques. Totes aquestes alteracions tenen lloc en gens rellevants per a

la diferenciacié mieloide. A nivell molecular, la LMA és conseqiéncia de la col-laboracié

d’almenys tres tipus d’alteracions genétiques que ocorren en I'HSC:

= Alteracions de tipus I: alteracions que activen les vies de transduccié de senyals,

augmenten la proliferacio i confereixen major supervivéncia a les HSC (inclouen

activacions del receptor de FLT3 o KIT i la via de senyalitzacio de RAS).
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= Alteracions de tipus Il: afecten a factors de transcripcio o a proteines implicades

en la diferenciaci6 hematopoetica. Aquests tipus d’alteracions alteren la
diferenciacio de la cél-lula progenitora hematopoetica, que a la vegada manté o
adquireix propietats d’auto-renovacid. En aquesta categoria destaquen les
translocacions t(8;21)(922;022)/RUNX1::RUNX1T1, la
t(15;17)(q22;0921)/PML::RARA, la inv(16)/t(16;16)(p13;q22)/CBFB::MYH11, aixi
com mutacions en CEBPA o en NPM 1.

= Alteracions epigenetiques: La desregulacid epigenética és una caracteristica

comu tant a la LMA pediatrica com a la de I'adult, perd hi ha diferéncies en les
alteracions associades. De forma interessant, el perfil mutacional de la LMA
pediatrica de novo mostra una gran similitud amb el descrit en adults que han
desenvolupat una LMA secundaria com a progressié d'una sindrome
mielodisplasica o de neoplasies mieloproliferatives (131). Ambdds grups de
pacients mostren de forma freqlient mutacions en gens modificadors de la
cromatina, del spliceosoma, de la via de senyalitzacid RAS i membres del complex

cohesina (128,132).

2.7.3.1 Reordenaments cromosomics

a) Alteracions del complex de transcripcio CBF:

El complex de transcripcié CBF esta format per la interaccid de la proteina RUNX1 i la
proteina CBFB. Ambdues subunitats funcionen com un activador transcripcional
heterodimeric, amb l'activitat d’unid al DNA present en RUNXL1. Les translocacions
t(8;21), t(16;16) i la inversié inv(16,) trobades en un 20-25% dels casos amb LMA
pediatrica, desestabilitzen i desorganitzen aquest complex (127,133). La t(8;21)(g22;922)
es presenta en el 12-15% de les LMA i produeix el reordenament RUNX1::RUNX1TI. La
inv(16) ila t(16;16)(p13;922) formen el reordenament CBFB::MYH11 i es presenten amb
una freqiencia del 5-9% de la LMA pediatrica. Les leucémies CBF, juntament amb la
t(15;17) )(922;921)/PML::RARA, es troben en la categoria citogenética de bon pronostic
(Figura 13). Les proteines que es formen d’aquests reordenaments s’associen de forma
aberrant a complexes correpressors amb activitat deacetiladora d’histones (histona

deacetil-transferasa, HDAC), el que produeix la inhibicid de la transcripcid de gens
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especifics de I"hematopoesi (134,135). De manera general, les mutacions en els gens
NRAS, KIT, NF1, FLT3 i RAS es troben associades a totes les LMA amb alteracié de CBF.
Tanmateix, les LMA amb reordenaments RUNX1::RUNX1T1 presenten de forma recurrent
mutacions en gens modificadors de la cromatina (42-44%), que inclouen ASXL2 i
mutacions en gens del complex de la cohesina (18-20%), practicament absents en les

LMA amb reordenaments CBFB::MYH11 (136)
b) Leucemia promielocitica aguda (LPA) amb reordenament de RARA:

Aquest tipus de leucemia representa un 10% de les LMA pediatriques (39) (Figura 13). En
la majoria dels casos, es produeix la translocacio t(15;17)(g22;921), que genera la
proteina PML::RARA. RARA es un receptor hormonal nuclear que inhibeix la transcripcio
reclutant correpressors i proteines HDAC. La unid de I'acid 9-cis-retinoic a RARA allibera
els factors repressors i activa la transcripcié de gens claus per la diferenciacié mieloide
(137). Quan es produeix la proteina de fusio PML::RARA no s’alliberen els correpressors,
el que provoca la diferenciacié només fins a I'estadi de promielocit. L'administracié d’acid
trans-retinoic (all trans-retinoic acid, ATRA) permet superar aquest bloqueig de la
diferenciacio i s’Tadministra com a tractament dirigit en aquests pacients. Tot i que la fusio
PML::RARA es considera I'esdeveniment primari, s’"han descrit també en aquests pacients
la freqlent duplicacié interna en tandem del gen FLT3 (Internal Tandem Duplication,

FLT3-ITD) com a esdeveniment secundari (138—140).
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Figura 13: Freqliéncia de les anomalies citogenetiques més freqlents en la leucémia mieloide aguda

pediatrica i en edat adulta. Figura de (39).

c) t(v;11923); reordenaments del gen KMT2A (MLL):

Els reordenaments de KMT2A en pacient amb LMA pediatrica sén particularment comuns
en lactants (35-60%) i la seva freqliencia disminueix amb |'edat, sent molt menys comu
en adolescents i adults joves. El partner de KMT2A més comu (40% dels casos) en pacients
amb LMA és MLLT3 t(9;11)(p22;q23), seguit de la MLLT10 t(10;11)(p12;923). Al contrari
que en la LLA, el partner AFF1 es troba en menys d’un 5% dels casos. En general, s’associa
a mal pronostic, tot i aixi, aquest pot canviar en funcié del partner. Donada la importancia
d’aquestes alteracions en aquesta tesis, es desenvolupara aquest apartat en un capitol

especific (141).
d) Reordenaments de NUP98:

El gen nucleoporina 98kD (NUP98) esta situat al cromosoma 11p15, i les translocacions
més habituals en les que esta implicat normalment sén criptiques. Recentment s’ha
descrit el paper critic de NUP98 en la regulacié de la transcripcid genica en el sistema
hematopoetic (142). S’han identificat fusions de NUP98 en aproximadament 4-9% dels

casos de LMA pediatrica. Els partners més comuns son el gen NSD1 i el gen KDM5A, pero
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s’han descrit més de 30 partners diferents. La incidencia de les diverses fusions depen de
I'edat de presentacio, per exemple, les fusions de NUP98::KMT5A son més freqlients en
nens <3 anys. Els reordenaments de NUP98 estan associats amb cariotip normal, amb
subtipus M4/M5 de la FAB a excepcid dels reordenaments de NUP98::KMT5A, que es
troben en pacients amb leucemia megacarioblastica aguda (M7). En un estudi recent s’ha
observat que aquests pacients sovint presenten lesions géniques concomitants. En
particular, NUP98::NSD1 es produeix conjuntament amb mutacions de WT1 i FLT3-ITD, i
NUP98::KMT5A amb alteracions del cromosoma 13. De forma global, les fusions de
NUP98 comporten un mal pronostic amb altes taxes de refractarietat al tractament, pero
sembla que un subgrup de pacients amb NUP98::KMT5A podria tenir un pronostic més

favorable (143).
e) Reordenaments de MNX1:

Una altra translocacié rara pero recurrent a la LMA pediatrica és la t(7;12)(g36;p13), que
implica el gen ETV6 en el cromosoma 12 i el gen homeobox, MNX1, al cromosoma 7. Tot
i que, en general, només es troba en un 1% de tots els casos de LMA pediatrica, es troba
en un 4-30% de la LMA en nens menors de 2 anys, pero no la trobem en casos de LMA
congeénita. A diferéncia de la resta de leucémies del lactant que morfologicament sén
M4/M5 o M7 segons la FAB, les leucemies amb t(7;12) acostumen a ser MO/M1. La
majoria d’estudis han correlacionat aquesta fusid® amb mal pronostic, pero un estudi
recent suggereix que es podria reservar el transplantament al-logéenic de progenitors

hematopoetics (al-lo-TPH) per la recaiguda (144).
f) CBFA2T3::GLIS2:

CBFA2T3::GLIS2, causada per una inversid criptica del cromosoma 16
(inv(16)(p13.3g24.3)), és la fusid més freqlent en els pacients amb leucémia aguda
megacarioblastica sense sindrome de Down associat, tot i que no és exclusiva dels
pacients amb M7. Aquesta fusid esta molt lligada a I'edat, mai ha estat identificada en
adults i en nens la trobem quasi exclusivament en menors de 4 anys. CBFA2T3 es troba
al mateix complex que CBFA2T1, la proteina codificada pel gen RUNX1T1. CBFA2T3 esta
implicat en el manteniment i diferenciacid de les stem cell hematopoetiques, i és

fonamental pel desenvolupament dels progenitors megacario-eritroides. GLIS2 forma
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part de la familia de factors de transcripcié GLI relacionada amb la via Hedgehog (145).
La fusid d’ambdds gens produeix un augment de la capacitat de auto-renovacié dels

progenitors megacariocitics per una desregulacio d'ERG i de GATAL.

Les leucemies amb aquesta fusio presenten un fenotip caracteristic, anomenat fenotip
“RAM”, que es caracteritza per una expressio de CD56 d’alta intensitat, i expressid baixa
o absent de HLA-DR, CD45 i CD38. A nivell clinic, sén extremadament agressives amb

taxes de SG entre el 15 i el 30% (129,146).
g) Altres alteracions en leucémia aguda megacarioblastica:

A part de les fusions NUP98::KMT5A i CBFA2T3::GLIS2, en els pacients amb leucémia
aguda megacarioblastica no associada a sindrome de Down, trobem: reordenaments de
KMT2A en el 15-20%, fusions que impliquen els gens HOX en el 15%, i aproximadament
un 10% tindran la t(1;22)(p13;q13), que produeix la fusié RBM15::MKL1 (MRTFA).
L'impacte pronostic d’aquestes fusions en la leucemia aguda megacarioblastica varia des
del pronostic relativament favorable per a aquells amb reordenaments de HOX, resultats
intermedis per aquells amb RBM15::MKL1 (MRTFA) i mal pronostic per aquells pacients
amb reordenaments de KMT2A i NUP98::KMT5A. En canvi, els pacients amb mutacions

de GATA1 tenen un pronostic favorable (147).
h) DEK::NUP214:

La leucemia amb t(6;9)(p22;934) dona lloc al gen de fusid DEK::NUP214 i és relativament
poc freqlent durant la infancia (<2%). S’associa a una edat d’inici superior (mediana de
11,4-12,6 anys) comparat amb la resta de casos de LMA, a subtipus M2 de la classificacid
de la FAB, i a alts percentatges de blasts en sang periférica i al moll d’os en el moment
del diagnostic. El 67% dels pacients presenten FLT3-ITD, i el 6% mutacions del domini
guinasa de FLT3. Respecte al seu impacte pronostic, aquesta fusid s’associa a baixa taxa

de remissions completes, altes taxes de recaiguda i una baixa SG (148).
i) MECOM 3q26.2:

Les inversions o translocacions que impliquen el gen MECOM sén esdeveniments rars en
la LMA pediatrica, es troben en menys de I'1% dels pacients. El reordenament més comu

és la inv(3)(g21;026.2) o t(3;3)(q21;926.2), altres partners descrits son CDK6
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(t(3;7)(q26.2;q21), TCRB (t(3;7)(q26.2:q34)), ETV6 (t(3;12)(q26.2;p13) i RUNXI
(t(3;21)(926.2:922)) (67).

j) Reordenaments de BCL11B:

En estudis recents s’ha identificat un subgrup de leucémies agudes immadures que
presenten reordenaments en 14q32/BCL11B i que es caracteritzen per presentar un
fenotip variable, que abasta la leucemia mieloide aguda (M0 o M1), la leucémia aguda de
fenotip mixte T/mieloide i la leucémia aguda limfoblastica early T-cell precursor. S’ha

suggerit que el pronodstic d’aquests pacients és intermedi (130,149,150).
k) Altres reordenaments recurrents en la LMA:

Existeixen altres reordenaments recurrents en la LMA recollits a la taula 17, alguns d’ells
recollits en la classificacié de la WHO de 2016, en la cinquena edicié de la classificacio de
la WHO de tumors hematolimfoides i a I'lCC (veure taules prévies) (11,14,151). A més,
s’han descrit altres reordenaments balancejats, els quals, tot i considerar-se rellevants en

la leucémia, sén molt poc freqlients i el seu impacte clinic encara és controvertit.

Taula 17: Altres alteracions genétiques recurrents i reordenaments genetics poc freqients en la leucémia

mieloide aguda recollides en classificacions internacionals. Taula adaptada de (11,14,151).

Reordenament Freqiiéncia Impacte clinic
LMA amb t(9;22)(q34.1;11.2)/ BCR::ABL1 <1% Desfavorable
LMA amb t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP <1%

LMA amb t(16;21)(p11;q22)/FUS::ERG <1% Desfavorable
LMA amb t(16;21)(q24;q22)/RUNX1::CBFA2T3 0.2% Favorable
LMA amb t((3;5)(q25;935)/NPM1::MLF1 <0.5% Desfavorable
LMA amb t(10;11)(p12-13;q14-21)/PICALM::MLLT10  <1%

2.7.3.2 Aneuploidia en LMA
Les perdues del cromosoma 5 (-5)(o-5q) i del cromosoma 7 (-7) sén forca rares, les
trobem en <5% dels nens amb LMA. Com en I'adult, estan associades a mal pronosticien
alguns protocols els pacients amb aquestes alteracions sén candidats a al-lo-TPH en
primera remissié completa (RC). Els cariotips complexes (>3 alteracions cromosomiques
estructurals sense citogenetica favorable i sense reordenaments de KMT2A) soén

relativament comuns en la LMA pediatrica, pero a diferencia dels adults no s’ha
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correlacionat de forma solida amb el pronostic i per aquest motiu no s’utilitza en
I'estratificacié del risc. A la LMA pediatrica sén freqlents altres alteracions
cromosomigques numeriques, perd no tenen implicacions prondstiques, per exemple:

trisomia 8 (10-15%), trisomia 21 adquirida (5%) i rarament trisomies 4, 6, 131 19 (67).

2.7.3.3 Mutacions en la LMA

a) Mutacions en vies de transduccio de senyals

Un dels gens més freqlientment mutat en nens amb LMA és el gen FLT3. Les mutacions
poden ser provocades per una duplicacid interna en tandem en el domini juxtamembrana
(FLT3-ITD) o bé mutacions puntuals en el domini tirosin-quinasa (tyrosine kinase domain,
FLT3-TKD). Aquest gen codifica per una proteina de classe Ill dels receptors tirosin-
guinasa que tenen un paper important en ’lhematopoesi normal. La unié de FLT3 al seu
lligand activa la senyalitzacid incrementant la proliferacié, la supervivencia i la
diferenciacio dels progenitors hematopoeétics. Les dues mutacions serien considerades
alteracions de tipus | i produeixen una activacié constitutiva del receptor, perd amb
implicacions pronostiques diferents. El significat pronostic de FLT3-TKD és controvertit,
pero la presencia de FLT3-ITD implica un augment del risc de recaiguda i pitjor SG,
especialment en aquells casos en els que es produeix una péerdua de I'al-lel germinal
(152,153). El pronostic desfavorable i la pitjor supervivéncia depenen la carrega al-lélica
de FLT3-ITD, és a dir, d’un rati elevat de I'expressid de FLT3 de I'al-lel mutat respecte el
wild type i de les lesions genetiques concomitants. Aixi, els pacients amb mutacions a
NPM1 i FLT3 amb rati de FLT3-ITD baix (<0.5) d’al-lel mutat tenen un pronostic similar als
pacients amb FLT3 no mutat (39,154,155). Altres gens associats a vies de transduccio de
senyals que s’han observat freqlientment mutats en la LMA sén K/NRAS, cKIT, CBL, NF1 i

PTPN11.
b) Mutacions en CEBPA

Les mutacions en el gen CEBPA es troben en un 5-10% dels pacients amb cariotip normal,
pero també s’han vist en el context de cariotips amb alteracions associades, com la
delecio del cromosoma 9. CEBPA codifica per un factor de transcripcido que promou la
diferenciacio en el precursors mieloides durant I’hematopoesi. Les mutacions en CEBPA

son excloents amb la presencia d’altres reordenaments cromosomics i es localitzen en
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les regions amino i carboxi-terminal, produint la pérdua de la longitud completa de la
proteina (full length form), p42, i la formacié de la isoforma CEBPA (p30) truncada.
Actualment s’ha observat que els pacients amb mutacions a CEBPA i pacients amb

mutacions de CEBPA i FLT3-ITD tenen un pronostic favorable (39,127,128,155).
c) Mutacions en NPM1

El gen NPM1 codifica per la proteina NPM1, que es troba localitzada principalment al
nucli i es desplaca continuament entre nucli i citoplasma. Desenvolupa diverses funcions,
participant en la biogénesi dels ribosomes, reparacié del DNA o mantenint I'estabilitat
genomica. Les mutacions en aquest gen es presenten en un 5-7% dels pacients amb LMA
pediatrica i provoquen la deslocalitzacié de la proteina al citoplasma i promouen la
leucemogeénesi. Tant en adults com en nens, les mutacions de NPM1, freqientment,
s’associen a la presencia de FLT3-ITD. Recentment, en la LMA pediatrica, alguns estudis
han demostrat el pronostic favorable d’aquestes mutacions tant en els pacients que
presenten mutacions de NPM1 de forma aillada perdo també en els pacients amb

NPM1/FLT3-ITD (39).
d) Mutacions d’UBTF

En un estudi per identificar I'espectre d’alteracions genomiques en el context de la LMA
pediatrica en recidiva es va identificar una nova mutacid recurrent, la duplicacid en
tandem en el exd 13 del factor de transcripcié d’unio upstream (UBTF-TD). Les mutacions
d’UBTF representen el 4% de totes les LMA pediatriques de novo, sén menys freqlients
en adults i s’associen a mal pronostic i a persisténcia de MRM. Solen tenir cariotip normal
o trisomia del cromosoma 8, i coexisteixen amb mutacions de WT1 i FLT3-ITD, pero no
amb altres fusions conegudes. Les UBTF-TD sén estables durant la progressio de la

malaltia i estan presents en el clon fundador (156).
2.7.3.4 Mutacions en modificadors epigenétics
a) Mutacions en reguladors de la metilacié del DNA:

DNMT3A és una metiltransferasa que produeix la metilacid del DNA, i esta mutada
aproximadament en el 20% de les LMA de I'adult i s’associa amb mal pronostic. Les

mutacions en TET2, enzim que regula l'inici de la metilacié del DNA, es produeix en el 10-
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15 % dels casos de LMA en adults. Les mutacions d’/DH1 i IDH2, presents en el 20% de les
LMA d’adult, contribueixen al desenvolupament de la leucémia per inhibicié de les
proteines TET. Si bé aquests reguladors de la metilacié del DNA sén freqlients en la LMA
de I'adult, son forca rars en la LMA pediatrica. Les mutacions de TET2 estan presents
aproximadament en un 6% dels casos de LMA pediatrica, les mutacions d’/DH2 en un 2-

3% i les mutacions de DNMT3A i IDH1 practicament sén inexistents.
b) Mutacions en gens modificadors de la cromatina:

En la LMA sén comuns les mutacions que afecten a les proteines que pertanyen o
interactuen amb el complex repressiu polycomb 2 (PRC2), que regula I'expressio génica
durant I'hematopoesi i dels gens HOX. Les mutacions en LMA que afecten la funcio de
PRC2 inclouen les mutacions d’EZH2, ASXL1 i KDM6A. En la LMA pediatrica la freqiéncia

de mutacions d’EZH2 i ASXL1 son similars a les de I'adult, al voltant del 5%.
c) Mutacions en gens del complex de cohesina:

El complex cohesina és una estructura composada per SMC1A, SMC3, RAD21 i STAG1 o
STAG2, i esta implicat en I'intercanvi de cromatides durant I'anafase, la regulacié de la
reparacié del DNA, i el control de la transcripcid. Aquestes mutacions sén rares a |'edat
pediatrica, perd es troben de forma recurrent a les LMA amb reordenament de

RUNXI1::RUNXITI (141).
d) Mutacions de WT1:

La proteina WT1 s’expressa a 'uroepiteli i en els progenitors hematopoétics CD34+, i té
un paper en la regulacid del creixement i del desenvolupament normal. Com WT1
contribueix a la leucemogenesi no es coneix del tot, pero recentment s’ha suggerit que
la perdua de funcié de WT1 a causa de la disminucié de I'expressio o la perdua de funcié
secundaria a les mutacions, produeix una inhibicié de la funcié TET i una disminucio de la
hidroximetilacié contribuint a la leucemogénesi. Les mutacions en el gen WTI es
produeixen en el 10% dels adults i el 15% dels pacients pediatrics amb LMA, i son més
freqlents en nens de 3 a 14 anys. S’associen a la preséncia de cariotip normal, mutacions

de FLT3-ITD i mal pronostic (128).
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2.8 Pronostic

En general, el pronodstic de la leucemia pediatrica ha millorat de manera significativa en
les Ultimes decades i sobretot en el cas de les LLA de fenotip B. Les LMA i les LLA-T
presenten en general un pitjor pronostic, fet que evidencia la necessitat urgent de

disposar de millors biomarcadors per identificar el risc en aquests pacients.

La millora en la supervivencia de la leucemia pediatrica les ultimes decades ve donada
per una combinacio de factors: 1) uns millors esquemes terapeutics; 2) millor tractaments
de suport i 3) una millor estratificacid dels pacients en els diferents grups de risc de
recaiguda al diagnostic i durant el seguiment. Aixd permet aplicar estratégies
terapeutiques adaptades al risc per a cada pacient, de manera que s’intensificara en
aquells pacients d’alt risc i es reduira en els de baix risc, disminuint també la toxicitat. Per
classificar els pacients al diagnostic segons el seu grup de risc cal tenir en compte
diferents factors pronostics, que venen determinats per les caracteristiques del pacient,

de la malaltia i del tractament per se.

D’altra banda, cal tenir en compte que els diferents factors de risc biologics o clinics no
afecten la supervivencia de la mateixa manera en tots els protocols de tractament, posant

de manifest la importancia del tractament en si mateix.
2.8.1 Factors pronostics propis del pacient

»  Edat:

En general, la leucémia aguda pediatrica presenta millors taxes de supervivéncia que la
leucemia en l'edat adulta. L'edat, doncs, es considera un dels principals factors
pronostics. Pel que fa a la LLA, els nens entre 1 i 9 anys presenten millor pronostic que
els lactants i els adolescents. En el cas de les LMA, els pacients entre els 2-14 anys tenen
millor pronostic respecte els lactants i els pacients majors de 15 anys. Els grups de pitjor
pronostic tenen un risc de recaiguda més elevat, presenten subtipus genetics més

agressius i en ells el maneig clinic resulta més dificil (157).
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2.8.2 Factors pronostics propis de la malaltia

= Xifra de leucocits al diagnostic:

Una xifra de leucocits elevada confereix un pronostic desfavorable, particularment en els
pacients amb LLA. En alguns protocols s’agrupa I'edat i la xifra de leucocits per classificar
els pacients. EL United States National Cancer Institute (US NCI) distingeix un grup de baix
risc definit per edat entre 119 anys i leucocits al diagnostic per sota de 50x10%/L. Aquest
tipus de classificacions que tenen en compte les dues variables resulten utils per a la

comparacioé dels resultats entre els diferents protocols de tractament (158).

=  |mmunofenotip de la cél-lula leucémica:

L'immunofenotip de la cél-lula defineix el llinatge i el grau de maduresa dels blasts
leucemics. En general, un fenotip immadur s’associaria a un pronostic més desfavorable,
per exemple, seria el cas de les LLA-ETP. El llinatge, com s’ha esmentat, impacta en el
pronostic dels pacients pediatrics amb leucémia, de manera que els pacients amb LLA-B

presenten millor prondstic en general que els pacients amb LLA-T o LMA.

= (Citogenética i genética:

Les alteracions cromosomiqgues son, en general, esdeveniments primaris iniciadors del
procés de leucemogenesi. Normalment, els reordenaments cromosomics es mantenen
en totes les cél-lules leucemiques i perduren en la recaiguda (44,66,159). La freqiéncia
de les alteracions citogenetiques varia significativament segons I'edat (60). Aixi, s’ha
observat que les alteracions genétiques de mal pronostic apareixen amb més freqiéncia
de forma significativa en grups de major edat. També s’ha vist que els pacients amb
reordenament del gen KMT2A sén més freqlents en lactants, els quals presenten una
pitjor supervivéncia. D’altra banda, els cariotips associats a bon pronostic son més
freqlents en pacients d’edat entre 1 i 9 anys. No es coneixen els motius d’aquesta
distribucio desigual, tot i aixi, juguen un paper decisiu en la diferéncia de pronostic entre

els pacients de diferents edats.

Les noves alteracions genetiques que s’han anant descobrint darrerament soén
incorporades de forma progressiva als protocols terapeutics. De forma resumida, els

factors genétics que determinen |'estratificacid en diferents grups de risc prondstic i
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s’estan aplicant en els protocols terapeutics vigents dels grups cooperatius de leucémia

pediatrica son:
Per la LLA:

a) Alteracions associades amb un baix risc de recidiva: ETV6::RUNX1, alta
hiperdiploidia (51-67 cromosomes amb perfil de trisomies tipic).

b) Alteracions associades amb major risc de recidiva: reordenaments de KMT2A,
BCR::ABL1, LLA Ph-like (fusions de classe ABL o de classe JAK segons el protocols),
TCF3::HLF, iAMP21, hipodiploidia, CNAs (/IKZF1P'"s o perfil d’alt risc de CNA segons
classificacio UKALL).

Per la LMA:

a) Alteracions genéetiques de baix risc de recidiva: PML::RARA, leucemies CBF,
mutacions de NPM1, CEBPA.

b) Alteracions associades amb elevat risc de recidiva: reordenaments de KMT2A
(amb excepcié de KMT2A::MLLT3), FLT3-ITD, CBFA2T3::GLIS2, BCR::ABL1,

monosomia del cromosoma 5i 7.

= |nfiltracié del sistema nervids central (SNC):

La presencia de blasts leucemics al LCR s’associa a un mal pronostic en totes les edats.
Actualment la quimioterapia intratecal ha reduit I'impacte negatiu de la infiltracié del

SNC.

= |eukemic stem cell score (LSC):

L’elevada taxa de recaigudes en la LMA s’ha atribuit en alguns casos a la persisténcia de
LSC, les quals presenten propietats de ceél-lules mare, inclosa la quiescéncia, que estan
relacionades amb la resisténcia a la terapia. Recentment s’han descrit dos scores, el 17-
gene Leukemic Stem Cell (17LSC) score i 6-gene pediatric Leukemic Stem Cell (pLSC6) score
en adults i nens respectivament, capacos de predir el pronostic i la resisténcia a la terapia
dels pacients amb LMA (160,161). Ambdds scores mesuren I'expressié de 17 i 6 gens,
respectivament, i els pacients amb score elevat presenten de manera significativa pitjor
pronostic. En base a aquestes troballes, actualment ja hi ha autors que proposen un

model de classificacié per a pacients pediatric amb LMA integrant la geneética, la identitat
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transcripcional (transcriptional identity) o perfil d’expressid i la leukemia stemness

mesurada a partir del pLSC6 score (162).
2.8.2 Factors pronostics que depenen del tractament

= Resposta al tractament:

Un dels factors prondstics més importants en la leucémia pediatrica és I'avaluacio de la
resposta al tractament. Per tal de mesurar aquesta resposta es poden utilitzar diferents
metodologies, cada una d’elles amb diferent sensibilitat i especificitat. En la LLA, de
manera precog¢ es pot avaluar la resposta mitjancant el recompte del nimero absolut de
blasts en I'estudi morfologic en sang periférica després d’una setmana de tractament
amb corticoides al dia +8, o bé als 15 dies del tractament quimioterapic en moll d’os

(163,164).

Més enlla de I'avaluacié morfologica, 'avaluacié de la resposta al tractament i el
seguiment de |'evolucié de la malaltia es pot realitzar determinant els nivells de la MRM,
gue es defineix com el nimero de cel-lules leucémiques que persisteixen després del
tractament. Actualment es considera el factor pronodstic evolutiu més important, ja que
permet avaluar la sensibilitat de les cel-lules leucémiques al tractament. A banda del seu
valor pronostic, la MRM ha permes dirigir la intensitat del tractament i augmentar la taxa
de curacié dels pacients (165—-167). En els darrers anys, la majoria dels protocols ja han

incorporat la informacié de la MRM per a |'estratificacio dels pacients.

Per mesurar la MRM es disposa de la citometria de flux i de técniques moleculars, tant
per la LLA com la LMA (165,168). La citometria de flux analitza el perfil proteic dels blasts
i permet seguir la MRM en funcié dels perfils aberrants en cada cas i les diferéncies
fenotipiques respecte les cel-lules normals. El nivell de sensibilitat de la técnica és elevat,
pero en algunes ocasions les aberracions fenotipiques son minimes, parcials o poden
canviar durant el tractament, el que dificulta el seu seguiment, sobretot en la LMA (169).
En quant a les tecnigues moleculars, I'analisi dels transcrits dels gens de fusié per RT-PCR
guantitativa (RT-gPCR), permet detectar i quantificar la majoria de gens de fusio produits
com a conseqléncia de les translocacions tipiques. Aquesta metodologia té elevada
sensibilitat perd és un metode basat en RNA, de manera que el nimero de transcrits no

reflexa de forma exacta el nimero de blasts residuals. D’altra banda, el seguiment de les
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sequencies especifiques d’'immunoreceptors de cada pacient (IG/TR PCR) esta molt
estandarditzat i és la tecnica gold standard en la majoria de protocols internacionals per
mesurar la MRM en la LLA, pero és una tecnica complexa i demandant que requereix
temps i expertesa i Unicament serveix per les leucémies de llinatge limfoide (50,165,170).
Les noves técniques de seqlenciacid massiva juguen un paper important en la
implementacio de millores en les anteriors metodologies. La seqUenciacié massiva aporta
major especificitat i menor taxa de falsos positius i permet 'observacido de tota la
diversitat clonal en I'estudi IG/TR al seguiment de la MRM. D’altra banda, pel que fa als
reordenaments cromosomics, aquesta metodologia facilita I'estudi del punt de
trencament a nivell de DNA gendomic, el que permet identificar la seqiéncia especifica de
cada pacient i dissenyar la quantificacié posterior de la MRM de forma més especifica i
precisa en els pacients amb gens de fusié emprant DNA. Tot i aixi, cal destacar que la

seqlienciacié massiva és una tecnica complexa i cara (171).

=  Farmacogenomica

La resposta del tractament ve determinada principalment per dos factors, la
farmacocinetica dels farmacs citostatics, és a dir, com s’absorbeixen, distribueixen,
metabolitzen i excreten i per la farmacodinamica, que és 'efecte farmacologic en funcid
de la farmacocinetica. D’altra banda, la farmacogeneética és el conjunt de factors
constitutius de lindividu que expliquen les variacions en la farmacocinetica i la
farmacodinamica durant el tractament del pacients. Per aquest motiu, tant la
farmacocinetica com la farmacodinamica presenten una gran variabilitat interpersonal.
Dins de la farmacogenetica, trobem els polimorfismes o mutacions d’enzims que

participen en el metabolisme dels farmacs (172).
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2.9 Supervivencia
2.9.1 Supervivencia en la LLA

La SGila SLE de la LLA en nens és del 85-90% i, com s’ha esmentat, ha anat augmentant
en els ultims anys amb la millor aplicacid dels protocols terapeutics i millor estratificacio

en grups de risc en el context de grans grups cooperatius (Figura 14) (173).
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Figura 14: Millora en la supervivencia global dels pacients pediatrics tractats historicament amb diferents

protocols consecutius a I'hospital St. Jude. Imatge adaptada de (56).

Nogensmenys, hi ha subgrups de pacients pediatrics amb LLA amb pronostic més
desfavorable com les LLA-T, les leucéemies amb reordenament de KMTZ2A, les

hipodiploides, les LLA Ph-like o els lactants, entre altres.
2.9.2 Supervivencia en la LMA

La supervivéncia en la LMA també ha millorat en els darrers anys; tot i aixi, a dia d’avui
encara es troba lluny dels resultats aconseguits per la LLA. Com en el cas de la LLA, la
millora en la supervivencia ve determinada per una millora en 'estratificacio dels pacients
en grups de risc, I'increment de la intensitat en el tractament quimioterapic i una millora

en la seleccié de donants per a la realitzacié de |” al-lo-TPH i I’Gs de nous tractaments. No
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obstant, la recaiguda (30-40% dels pacients) segueix sent la principal causa de mort

d’aquests pacients (174,175).
2.10 Tractament

A Espanya, actualment els pacients amb LLA pediatrica es tracten segons la Guia de
recomendacion terapéutica SEHOP-PETHEMA 2013 (Sociedad Espafiola de Hematologia
y Oncologia Pediatrica, SEHOP, i Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia,
PETHEMA) que es basa en I'esquema utilitzat pel grup cooperatiu I-BFM SG (International
Berlin-Frankfurt-Miinster Study Group). D’altra banda, els pacients pediatrics amb LMA
reben el protocol NOPHO-DBH-AML-2012 del grup NOPHO (Nordic Society of Paediatric
Haematology and Oncology). Aquests protocols apliquen, tant en LLA com en LMA, un
tractament adaptat al risc de cada pacient, basant-se en els factors pronostics

anteriorment esmentats.

En els propers mesos Espanya formara part del protocol internacional ALLTogether per

als pacients amb LLA i del protocol CHIP-AML22 per als pacients amb LMA.
2.10.1 Tractament de la LLA

El tractament de la LLA pediatrica segueix un esquema general que inclou diferents fases.
Abans de comencar I'esquema de tractament especific segons el grup de risc, pot haver-
hi una pre-fase de tractament amb glucocorticoides com la prednisona. Durant aquesta
fase es pot avaluar el grau de resposta, ja que és un reflex de la quimiosensibilitat de la
leucémia i constitueix un factor predictiu de resposta al tractament (163). Les fases que
inclou I'esquema general de tractament sén induccid, consolidacid o intensificacio i

manteniment.
= |nduccié:

L’objectiu d’aquesta fase és arribar la RC en un periode de 4-5 setmanes. S’eliminen
les cel-lules leucémiques i es produeix una restauracid de I’hematopoesi normal.
S’avalua el moll de l'os i la RC post-induccid es confirma per la preséncia de <5% de
blasts @ medul-la Ossia, que actualment s’assoleix en un 97-99% dels casos. Els
pacients que no assoleixen una RC o tenen una MRM alta (>1%) son candidats a

tractaments més intensius com I'al-lo-TPH (176). Els farmacs que inclou aquesta fase
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son glucocorticoides (prednisona, prednisolona o dexametasona), vincristina,
asparaginasa i un antraciclinic (normalment daunorubicina). En alguns casos, per
pacients d’alt risc s’afegeix ciclofosfamida, metotrexat, arabinosid de citosina (Ara-C)
o etoposid. Agquesta fase també inclou profilaxi al SNC, intercalant dosis de
metotrexat, sol o combinat amb Ara-C i prednisona. Aquesta fase presenta una

mortalitat baixa (1% aproximadament).
= Consolidacio o intensificacio:

En aquesta fase l'objectiu és consolidar, eliminant la malaltia residual, o bé
intensificar en aquells pacients que no han assolit la RC durant la fase anterior. La
intensitat i durada del tractament estan ajustades en funcié del risc de recaiguda del
pacient segons el protocol assistencial. Els farmacs que s’administren sén metotrexat,

mercaptopurina, Ara-C i asparaginasa.
* Reinduccié:

Aquesta fase inclou, entre d’altres, I'Us de vincristina, doxorubicina, asparaginasa i la

disminucié progressiva de dexametasona.
= Manteniment:

Aquesta fase s’inicia un cop el pacient ha recuperat I’hematopoesi i presenta un bon
estat general. L'objectiu es assegurar la persistencia de la RC. Durant el manteniment
s’administren dosis orals diaries de 6-mercaptopurina amb dosis setmanals de
metotrexat. Es el tractament que té una durada més llarga, 2 anys després del
diagnostic fins a completar-lo, i en cas de que hagin hagut interrupcions del

tractament, cal recuperar el mateix nimero de setmanes que s’ha interromput.
2.10.1 Tractament de la LMA

El tractament de la LMA, en la majoria de protocols també té varies fases i inclou un o
dos cicles d’induccid seguits de dos a tres cicles de consolidacié o post-remissié. A
diferéncia de la LLA, la majoria de grups no realitzen el tractament de manteniment,

exceptuant el subgrup de LPA (177).
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* Induccid: I'esquema general és “3+7”. Aquest esquema inclou daunorubicina
durant 3 dies i citarabina durant 7 dies. Amb aquest esquema s’ha demostrat un
augment en la taxa de remissio, assolit actualment pel 90% dels pacients.

= Post-remissid: generalment en aquesta fase s’administren altes dosis de
citarabina, ja que els estudis de diferents grups cooperatius com el Children’s

Oncology Group (COG) i I'l-BFM SG han demostrat els seus beneficis (178,179).

2.10.3 Pacients amb abordatge diferencial

Els pacients en recaiguda segueixen un protocol diferent. Per al seu tractament es
considera el temps fins a la recaiguda, la localitzacié, 'immunofenotip i la preséncia o no
de determinades alteracions genetiques establertes previament com a factors
pronostics. La majoria de pacients amb LLA poden arribar a assolir una segona RC, pero
generalment, els regims quimioterapics convencionals no solen ser suficients per
mantenir la RC. En aquests casos, I'al-lo-TPH pot representar un tractament efectiu per al

rescat d’aquests pacients.

D’altra banda, hi ha alguns subgrups de pacients que necessiten aproximacions
terapeutiques diferencials, com els lactants, els pacients amb Sindrome de Down, els

pacients amb LLA Ph+ o els pacients amb reordenaments de KMT2A.

2.10.4 Efectes secundaris, seqleles i segones neoplasies

L'abordatge i prevencié dels efectes secundaris i la millora de la qualitat de vida dels
pacients que superen la malaltia sén aspectes que estan guanyant importancia en els
darrers anys. Els efectes secundaris poden apareixer tant a curt com a llarg termini, fins i

tot anys després d’acabar el tractament (180,181).

Els efectes secundaris més comuns soén:

- Cardiotoxicitat donada per I'Us d’antraciclinics durant el tractament. Pot augmentar
el risc de mortalitat.

- Neurotoxicitat: és la principal conseqiéencia de la profilaxis al SNC. El tractament
intratecal pot comportar I'aparicid de déficits neurocognitius, alteracions en la
mobilitat, la parla o I'atencid. A llarg termini també pot provocar dolors neurologics

focals, disminucio de la sensibilitat i alteracions en 'oida o la vista.
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- Desregulacio endocrina: I'alteracié hormonal més freqtent és la de I'hnormona del
creixement com a consequencia de 'afectacié de I'hipotalem i la glandula pituitaria.
S’observa sobretot en pacients que han rebut irradiacié cranial.

- Obesitat, produida tant per I'Us prolongat de corticoides com per la irradiacio per la
hipofisi.

- Reproductius i desenvolupament sexual: en aquest aspecte hi influeixen tant la
guimioterapia com la irradiacié sobre les gonades, el que pot donar lloc a problemes
del desenvolupament durant la pubertat o problemes d’infertilitat.

- Aspectes psico-socials i emocionals: inclou aquells aspectes que poden comprometre
la interaccid del nen amb I'entorn, dificultats cognitives en processos d’aprenentatge
i memoria, angoixa, depressio, etc.

- Segones neoplasies: lairradiacio, especialment cranial, s’"ha associat amb un augment

de I'aparicié de segones neoplasies.
2.10.5 Altres terapies i nous tractaments

Previament s’ha esmentat el concepte de I'heterogeneitat, evolucio clonalila seva relacié
amb la resisténcia al tractament i I'aparicié de recaigudes. Com més heterogeneitat clonal
al diagnostic, més probabilitat de presentar clons resistents al tractament (182). En
aquest sentit, el disseny de noves terapies i estrategies terapéutiques és important per

evitar la progressio de la malaltia.
= Transplantament de progenitors hematopoétics (TPH)

El TPH consisteix en la substitucié dels progenitors del moll de I'os per uns progenitors
sans. El transplantament pot ser al-logenic (d’un donant) o bé autoleg (del propi pacient),

i poden obtenir-se de progenitors de medul-la dssia, cordd umbilical o sang periferica.

Les indicacions del TPH esta en constant revisid, ja que es tracta d’un tractament agressiu
amb elevada mortalitat associada (Treatment Related Mortality, TRM), greus
complicacions a llarg termini (malaltia d’empelt contra I'hoste (Enfermedad del Injerto
Contra el Huésped, EICH), infertilitat, alteracions en el creixement, etc.) i reduides taxes
de rescat en recaigudes post-TPH. En el cas dels pacients amb LMA en primera RC, les

indicacions sén controvertides; en general, els grups nord-americans les recomanen més
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sovint que els europeus (183). No obstant, les millores en el TPH estan disminuint els

inconvenients i la majoria de pacients en segona RC son candidats a TPH (184,185).
* |mmunoterapia

La immunoterapia utilitza anticossos, bé produits pel propi organisme o al laboratori, per
atacar les cel-lules cancerigenes. El seu Us ha proporcionat resultats importants en la LLA.
Consisteix en el disseny d’anticossos monoclonals dirigits contra antigens propis de la
diferenciacié limfoide (sobretot de linia B) conjugats amb immunotoxines o
guimioterapics. Alguns exemples sén el rituximab (anti-CD20) i I'inotuzumab (anti-CD22).
També trobem els anticossos biespecifics, formats per dues molecules
d’immunoglobulines que permeten el reconeixement de dos antigens diferents: un de la
cel-lula leucemica i I'altre dels limfocits T. D’aquesta manera s’aconsegueix la unid i el
reconeixement directe de la cél-lula citotoxica, el limfocit T, amb la cel-lula leucémica. Un
exemple seria el blinatumomab, que reconeix el CD3 dels limfocits Ti I'antigen CD19 dels
blasts de linia B (186). Pel que fa els pacients amb LMA, tot i que inicialment en els estudis
en adults s’observaven toxicitats elevades, I'Us de gemtuzumab ozogamicina (anti-CD33),
ha demostrat que a dosis més baixes augmenta la SLE i la SG amb menor mortalitat
relacionada al tractament. Posteriorment es va incloure en assajos clinics pediatrics, tant
pel tractament de les recaigudes com durant el tractament de induccid, augmentant la

supervivéncia i disminuint el risc de recaiguda (141,187).
» Chimeric Antigen Receptor (CARTS)

El principi de la immunoterapia amb receptors quimérics (Chimeric Antigen Receptor,
CAR) radica en I'enginyeria genética que es duu a terme in vitro. S6n constructes sintetics
formats per un domini extracel-lular dirigit contra un antigen determinat, una regio
bisagra, un domini transmembrana i un domini de senyalitzacié intracel-lular. En el cas de
la leucémia, es modifiquen in vitro les cel-lules T del pacient i s’'indueix I'expressio d’un
CART (CAR T-cell) dirigit contra les cél-lules tumorals, en aquest cas CD19, que es troba
expressat de forma exclusiva en les cél-lules de llinatge B. Aixi, s’extreuen els limfocits T
del pacient i es cultiven in vitro per tal d’integrar en el genoma mitjangant lentivirus o
retrovirus la seqléncia genética i que codifica per al receptor CAR (188,189). El disseny

de CARTs ha evolucionat molt en els darrers anys, augmentant la seva eficacia millorant
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el constructe i les molécules coestimuladores. L'assaig clinic pediatric ELIANA amb
Tisagenlecleucel (ClinicalTrials.gov number NCT02435849), va demostrar que amb una
Unica infusié de CART s’aconseguia la RC i perllongada en un elevat percentatge de
pacients amb LLA-B refractaris o recaiguts amb efectes secundaris greus pero transitoris,
com la sindrome d’alliberacié de citoquines, la neurotoxicitat i Ia
hipogammaglobulinemia (190). Actualment ja existeixen assajos clinics en primera linia,
com l'assaig en fase Il de tisagenlecleucel en pacients pediatrics i adults joves
diagnosticats de LLA-B d’alt risc amb MRM positiva al final del tractament de consolidacio

(ClinicalTrials.gov number NCT03876769).
= Inhibidors moleculars

La tendencia actual és intentar aplicar un tractament el més personalitzat possible. L'inici
de la medicina personalitzada apareix amb la incorporacio en el tractament de primera
linia d’inhibidors de rutes metaboliques essencials per a les cél-lules neoplasiques.
'avantatge d’aquests tractaments és que son més especifics, ja que van dirigits contra
una diana concreta. Els TKI han revolucionat el tractament de les LLA Ph+, i I'Us d’imatinib
ha permet millorar de manera significativa la supervivéncia d’aquests pacients (80,81).
Actualment, s’estan desenvolupant altres tractaments dirigits contra altres molécules
rellevants en la leucémia com FLT3 (quizartinib, midostaurin, sorafenib, etc.), PI3K, RAS,
etc. D’altra banda, també esta augmentant el nombre d’assajos clinics que inclouen
inhibidors de serina/treonina quinases per inhibir vies com JAK/STAT (Ruxolitinib, etc.) o
mTOR (Rapamicina, etc.). Els inhibidors del proteasoma com Bortezomib activen el factor
NF-kB, el qual és clau per a la supervivencia de les cél-lules malignes degut a les seves
funcions anti-apoptotiques. Finalment, els nous tractaments es dirigeixen contra dianes
epigenétiques. Les modificacions epigenetiques juguen un paper important en I'expressio
dels gens, de manera que poden donar lloc al silenciament transcripcional de gens
supressors de tumors o I'efecte contrari en oncogens, conduint a la transformacié
maligna de les cel-lules. Aquestes modificacions poden tractar-se amb inhibidors de DNA
metiltransferases (DNMT), inhibidors d’histona deacetilases (HDAC) o inhibidors de
microRNAs (miRNAs), aixi com inhibidors especifics de molecules amb funcions

epigenetiques com DOT1L (186).
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Aixi, un dels objectius del tractament de la leucemia aguda és proporcionar una terapia
dirigida i personalitzada contra aberrancies propies de la leucemia que permetin una
millora en la supervivéncia alhora que una reduccio de la quimioterapia convencional, la

disminucidé de la toxicitat associada i finalment de I'aparicio d’efectes secundaris.
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3 LEUCEMIA AGUDA PEDIATRICA AMB REORDENAMENTS DEL GEN KMT2A

Les translocacions que impliquen al gen KMT2A (Lysine methyltransferase 2A, abans
Mixed Lineage Leukemia, MLL,) defineixen un subgrup de leucémies amb caracteristiques
cliniques i biologiques especifiques. La incidencia d’aquestes leucemies varia amb |'edat,
de manera que el 70-80% dels lactants (<1 any) presenten reordenaments de KMT2A,
tant en LLA com en LMA, mentre que la freqiéncia en nens més grans cau fins a un 6-
10% en les LLA i un 15-25% en les LMA. La presencia de reordenament de KMT2A és un
factor independent de mal pronostic tant en nens com en adults i empitjora en els

lactants, amb taxes de supervivencia inferior al 60% (191-193).
3.1 Estructura del gen KMT2A

El gen KMTZ2A es troba al brag llarg del cromosoma 11 al locus 11g23.3, és un gen gran
de 90kb que conté 36 exons i codifica per una proteina nuclear d’aproximadament
431kDa amb diferents dominis funcionals i d’'unié (Figura 15). La seva estructura va ser
descrita per primer cop al 1992 (194,195) i s’ha vist que és un dels hospots de
recombinacio del genoma huma relacionat amb un elevat nombre de malalties. Catalitza
la transferéncia de grups metil de la S-adenosilmetionina als residus de lisina de les cues

de les histones, especialment H3 (196). La proteina esta formada per diferents dominis:

- La porcid N-terminal conté diversos dominis, cada un d’ells amb diferents funcions.

Tots ells es troben conservats a les proteines de fusions resultants dels
reordenaments de KMT2A.

- La porcid_intermédia conté 4 PHD fingers (que regulen la interaccié proteina-

proteina) i un bromodomain (que media la unid a histones amb residus de lisina
acetilats).

- La porcio C-terminal conté un domini d’activacio transcripcional i un domini SET que

catalitza la mono-, di-, i trimetilacié de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4). Aquests Ultims
guadre dominis, (PHD, bromodomain, domini d’activacié i domini SET) es solen

perdre en la majoria de reordenaments de KMT2A (Figura 15B).

Un cop es tradueix, el KMT2A wild type queda escindit en dues porcions (el domini N-
terminal i el C-terminal). Els dos dominis s’associen entre ells com a components d’un
complex multiproteic que regula les modificacions de la cromatina i I'expressio génica.
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Altres proteines essencials per aquest complex son RbBP5, Ash2L i WDR5. Aquestes
proteines sén capaces de formar un complex que uneix metiltransferases H3K4 amb
dominis SET (Figura 15C). També es recluten altres proteines remodeladores de la

cromatina com CBP/p300 i hMOF, crucials per I'expressié del gen diana de KMT2A (197).

A
|_I\!BD AT SNL
RD PHD PHD PHD BD PHD FYRN FYRC
B
MBD AT SNL
Fusion Partner (e.g., AF4)
RD
c
CtBP )\ BMI1
HPC2 JHDAC1)BCR
EDGF, MEN1 PAFc

Figura 15: Estructura del gen KMT2A wild type i reordenat. A) Estructura de la proteina wild type. S'observen
els dominis funcionals: MBD, menin-binding domain, AT, AT hooks, SNL, speckled nuclear localization
domains, RD, repression domains (els requadres negres representen el domini CXXC), BCR, breakpoint
cluster region, PHD, PHD fingers, BD, bromodomain. CS1 i CS2 representen els llocs d’unio de taspasa-1 i
FYRN i FYRC son els dominis pels que KMT2A-N i KMT2A-C interactuen. TAD, transactivation domain, SET,
H3K4 histone methyltransferase domain. B) La proteina de fusié que implica el gen KMT2A es forma com a
consequencia del reordenament cromosomic que té lloc dins del domini N-terminal (BCR) amb més de 90
partners. Es perden els dominis PHD, els dominis de transactivacio i el domini SET. C) Esquema de les
proteines que interactuen amb el gen KMT2A. Les proteines implicades en funcions repressives del gen
KMT2A es col-loquen per sobre de la proteina (regulada per CYP33), mentre que les proteines implicades

en I'activacié de la transcripcié dependents de KMT2A s’agrupen per sota de la proteina. Figura de (197).
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3.2 Funcions fisiologiques de KMT2A

El gen KMT2A es troba implicat en la regulacié epigenetica de gens essencials pel
desenvolupament. La funcio principal de la proteina KMT2A és la regulacid epigenética i
elongacié transcripcional a través de la metilacié d’"H3K4 de les regions promotores del
gen diana (198). La proteina és també responsable del control de la proliferacié de les
cél-lules hematopoétiques i de la diferenciacié de Meis homeobox 1 (MEIS1) i del cluster
de gens homeobox A (HOXA) (199). En el cas de desregulacio d’aquests gens, la inhibicid
del correcte desenvolupament hematopoeétic desencadena I'aparicid de leucemia. Els
reordenaments que afecten a KMT2A es troben en precursors de LLA-B, LLA-T, LMA,

sindromes mielodisplasiques, leucemies de Ilinatge mixte o leucemies secundaries.

3.3 Reordenaments de KMT2A

Actualment, s’"han identificat més de 90 partners de KMT2A, els més freqlents dels quals
son AFF1 (AF4) (4921) (56.5%), MLLT1 (ENL) (19p13) (18.5%) i MLLT3 (AF9) (9p21)
(11.8%), MLLT10 (AF10) (10p12.31) (3.7%), AFDN (2.1%) (6921), EPS15 (1.6%) (1p32.3),
USP2 (0.9%) (11923.3), ELL (0.05%) (19p13.11) que codifiquen per proteines que regulen
mecanismes epigenetics (200—-202). La distribucio dels partners depén del llinatge de la
leucémia i I'edat (Figura 16). La fusio KMT2A::AFF1 esta present en aproximadament el
48% dels lactants amb LLA, pero es troba en menor freqtencia en la poblacid pediatrica
i en pacients amb LMA en els quals, en aquesta edat, predomina la fusio KMT2A::MLLT3
ila KMT2A::MLLT10 (28.4% i 27.4% respectivament) (202). Aixi, pel que fa al llinatge, tot
i que tots els grups presenten els reordenaments esmentats, en el cas de les LLA-B, la
fusio KMT2A::AFF1 és la més freqlent en tots els grups d’edat, mentre que en el cas de
la LMA és molt més freqlent la fusido KMT2A::MLLT3. Els pacients amb LMA, en general,

presenten un numero més divers de partners (202).

133



Introduccid |

9 AFF1 MLLT3 @ MLLTT @ MLLTI0 @ AFON @ PTD @ ELL rast

103 pts:
61 MPAL
9Mos
8 NHL
25NA

43 pts:
1BALL
13AML
1 NHL
11 NA

-10 MPAL
-6 MD3
-0 NA

541133 6.28+37 71854 712154 4532157 49702174
months months years years years years

mean age at dx

Figura 16: Classificacio dels reordenaments del gen KMT2A segons el tipus de leucémia aguda i edat. En la
part superior, apareixen els reordenaments més freqlents en la cohort estudiada y separats segons
leucemia mieloide aguda i leucemia limfoblastica aguda. Al centre de la figura es pot veure la distribucid
dels partners de fusio segons |'edat: lactants, pediatrics i adults. A I’Gltima fila la subdivisié segons 'edat i
el llinatge de la leucémia. Els nUmeros en negatiu i lletres grises fan referéncia a aquells pacients en els que
falta informacié. La freqiencia de cada partner es troba indicada a sobre de cada gen de fusié. TPG:
translocation partner gene. Imatge extreta de (202). AF4 (AFF1), AF9 (MLLT3), ENL (MLLT1), ELL (ELLI),
AF10 (MLLT10).

En general, totes les fusions presenten un pronostic advers, Unicament la fusid
KMT2A::MLLT3 presenta un pronostic intermedi. Generalment, les leucemies amb
reordenament de KMT2A acostumen a presentar poques alteracions secundaries,
suggerint que la desregulacid epigenetica seria suficient per desenvolupar la leucemia
(76,198,203). Tot i aixi, també poden presentar mutacions cooperatives, especialment
mutacions en FLT3 i a la via de PI3K-RAS, afectant a KRAS i NRAS (reportades entre un 14-
70%) tot i que actualment es desconeix |'efecte que podrien tenir aquestes mutacions
(76,204-206). Altres estudis també han demostrat que els pacients amb reordenaments
de KMT2A presenten mutacions a TP53. S’ha vist que aquestes alteracions apareixen tant
en pacients amb LLA com amb LMA, pero es troba present especialment en lactants.

Aquests pacients presenten un pitjor pronostic, sobretot en recaigudes (207,208).
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3.4 Presentacio clinica i immunofenotip

En general, es lactants presenten una malaltia més agressiva en comparacié amb els
pacients pediatrics. Es presenta d’igual manera en el sexe masculi i femeni. Els pacients
amb reordenaments de KMT2A presenten freqientment hiperleucocitosi >30x10%/L,
infiltracié al SNC (209,210), hepatoesplenomegalia i afectacié extramedul-lar (211). Les
LLA amb reordenaments de KMT2A presenten un fenotip immadur amb expressié de
CD19 i CD34 i la co-expressio de CD15, CD33, CD56 i CD68, aixi com en molts casos,
I’absencia de CD10 (pro-B) (79,203,212,213). La leucémia KMT2A també es caracteritza
per I'expressié especifica de I'antigen NG2 (neuron-glial antigen 2). Es creu que aquest
proteoglica transmembrana podria contribuir a ['agressivitat de la leucémia,
correlacionant-se amb infiltracié al SNC, amb una menor SLE i una major freqiéncia de

recaigudes a SNC (214).

3.5 Diagnostic molecular

La complexitat dels reordenaments de KMT2A, amb més de 90 partners descrits, fa que
el diagnostic precis sigui extremadament important i a la vegada complex. L’estrategia
més utilitzada per al seu diagnostic es basa en una combinacié de tecniques que
permeten, en la majoria de casos, detectar no només la presencia de KMT2A-r sind també

del seu partner. Les metodologies més utilitzades son:

= Cariotip: mitjancant un cariotip de bandes G és possible observar les anomalies
citogenétiques que afecten a la regié 11923 que poden ser indicatives de KMT2A-
r, pero no en tots els casos esta implicat aquest gen. Per tant, la citogenetica pot
ser Util per suggerir KMT2A-r, pero no és suficient per confirmar el reordenament.

=  FISH: degut a que KMT2A pot fusionar-se amb multiples gens, una opcié molt
utilitzada és I'Us de sondes FISH break-apart (215,216).

= RT-PCR:I'Us de la RT-PCR permet la deteccio dels reordenaments de KMT2A més

freqientment descrits (216,217).

L"aplicacié d’aquestes tres tecniques permet la deteccid del reordenament de KMT2A i
els partners coneguts més freqients. Tot i aixi, els pacients poden presentar cariotips

complexos, en alguns casos el patrd de FISH pot ser atipic o poden donar-se punts de
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trencament diferents dels més frequents, i aixo dificulta encara més el diagnostic. En
aquests casos, sén necessaries tecniques moleculars més complexes per identificar totes

les possibles fusions:

» [ong-distance inverse PCR (LDI-PCR): aquesta metodologia es basa en la hidrolisi

del DNA utilitzant una combinacid d’enzims de restriccid. Posteriorment es
produeix una lligacio dels fragments i finalment una reaccié de PCR utilitzant un
conjunt de diferents oligonucleotids. Aquesta estrategia permet identificar
partners de fusié de KMT2A coneguts i desconeguts (218). No obstant, requereix
una quantitat de DNA relativament elevada, el flux de treball és laborids i
requereix molt de temps. Només es troba disponible en centres concrets com el
Diagnostic Center of Acute Leukemia (DCAL; Frankfurt, Germany; http://web.uni-
frankfurt.de/fb14/dcal/) que duu a terme la LDI i també utilitza la NGS. En la
majoria de centres, la LDI s’ha substituit per NGS tant de DNA com de RNA.

» Panells dirigits de NGS de DNA o RNA: els panells d’'amplicons o sondes comercials

o dissenyats de manera customitzada permeten la deteccié de multiples gens de
fusié de KMT2A coneguts o desconeguts.

= Sequenciacié de RNA: I'estudi del transcriptoma complet permet la deteccié de

fusions de KMT2A previament descrites o no descrites (219). Tot i aixi, aquesta

tecnologia no es troba disponible de manera rutinaria en la majoria de laboratoris.

Aixi, I'abordatge el diagnostic molecular tant de la fusié com del partner de KMT2A
requereix de diverses tecniques complementaries i complexes. En aquest context, s’ha
descrit un perfil d’expressid de determinats gens que es troben caracteristicament
sobreexpressats en pacients amb LMA i KMT2A reordenat. Karine Lagace et al,
mitjancant estudis de RNA-Seq, van descriure una firma molecular definida per
I'expressié de 7 gens (PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3, RET, NRG4 i LOC728606),
sobreexpressats en LMA amb reordenaments de KMT2A (especialment en fusions
KMT2A::MLLT3). La deteccid d’aquesta firma contribuiria a la deteccié d’aquests casos i,
potencialment, al seguiment molecular de la MRM. Aguests estudis posen de manifest la
importancia de la cerca de nous biomarcadors tant per la deteccio al diagnostic com per

al seguiment de la MRM en pacients amb reordenaments de KMT2A (220).
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3.6 Pronostic i supervivencia

Tal i com s’ha esmentat, per determinar el grup de risc de cada pacient és necessari tenir
en compte els factors pronostics propis del pacient, la malaltia i el tractament. La genetica
és un factor pronodstic important i, per se, tots els pacients amb reordenaments de KMT2A
presenten un pronodstic pitjor que altres subgrups. La SLE en lactants amb LLA i
reordenaments de KMT2A és molt pitjor, del 20-40% (221-223). Els pacients entren en
remissié, pero les taxes de recaiguda sén molt elevades (fins a 50-60%) (193). La
intensificacio de la terapia pot reduir el risc de recaiguda, perd te una morbiditat i
mortalitat significatives relacionades amb el tractament, principalment d’etiologia
infecciosa (224). En canvi, lactants amb LMA i reordenament de KMT2A no presenten

pitjor supervivéncia que els lactants amb LMA sense aquest reordenament.

Pel que fa als partners de fusio, en general, en LLA el pronostic és advers o molt advers
independentment del partner; en la LMA, pel contrari, el partner pot impactar en el
pronostic de forma diferent (193,225,226). La fusid més comu en LMA, la KMT2A::MLLT3,
confereix un pronostic intermedi. No obstant aixd, la MRM és un factor pronostic
independent en els pacients amb KMTZ2A reordenat i s’inclou en I'estratificacié de risc

(37,227,228).

El fet que existeixin diferents fusions de KMT2A amb diferent latencia i agressivitat tant
en LLA com en LMA, sumat al fet del baix numero d’alteracions secundaries en aquestes
leucémies, suggereix que altres factors, probablement epigenetics, contribueixen al

pronostic especific de cada pacient.

3.7 Tractament

Tal i com s’ha comentat en I'apartat 2.10, la tendéencia actual és realitzar un tractament
adaptat al risc de cada pacient basat en els diferents factors pronostics. Les leucemies
amb reordenaments de KMT2A no solen tractar-se amb un protocol unificat, sind que el
tractament s’adapta en gran mesura segons el fenotip (LLA vs. LMA) i I’'edat (pediatrics
vs. lactants). Nogensmenys, el seu pronostic advers i elevat risc de recaiguda requereix
sovint d’'un abordatge especific amb aproximacions terapeutiques diferencials dins de

cada protocol de tractament.
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Tot i els avencos en quant a la biologia d’aquesta entitat, aquests no s’han traslladat a
una millora en la supervivencia. En les ultimes decades s’han desenvolupat diversos
farmacs amb potencial terapéutic per aquest subtipus de pacients. Entre aquests
s'inclouen bloquejadors de les proteines ENL i AF9, de taspasa 1, oligonucleotids
antisentit, inhibidors de DOT1L, BET, SET i de menina (MEN1)/LEDGF. Moltes
aproximacions han fracassat per I'aparicid de resisténcia a la terapia. També s’estan
estudiant els inhibidors d’histona deacetilases, inhibidors del proteasoma o agents
hipometilants (197,198,200,229). Una possible explicacio al fracas terapéutic és que tots
aquests inhibidors tenen com a diana algun domini critic per la funcié de KMT2A, i per
tant, no només afecta a la proteina de fusié oncogénica sind també al gen normal wild
type. Per tant, és necessari el desenvolupament d’estratégies terapeutiques més
selectives que mantinguin la funcionalitat de KMT2A (198). Aixi, la cerca de noves
estrategies terapeutiques per aquests subtipus de pacients d’alt risc és un dels principals

objectius per millorar la seva supervivéncia.
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4 MICRO-RNA

4.1 Epigenética

Els mecanismes epigenétics o reguladors epigenétics sén aquells que provoquen
modificacions del fenotip sense alterar estructuralment la seqiéncia de I’ADN. Entre els
canvis epigenetics s’inclouen modificacions del DNA (metilacid, hidroximetilacio), les
modificacions d’histones (acetilacid, fosforilacid i ubiquitinitzacid) i aquelles
modificacions produides pels RNA no codificants, que inclouen els long non-coding RNAs,
enhancers RNAs i microRNAs (miRNA). Les marques epigenétiques poden considerar-se
potencials marcadors del desenvolupament i progressid del cancer (230). En aquest
sentit, diversos estudis han demostrat que els pacients pediatrics amb cancer presenten,
en comparacio amb la poblacié adulta, un nimero més baix de mutacions, posant de

manifest la importancia de I'epigeneética en aquests pacients (Figura 17) (231).
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Figura 17: Mutacions somatiques presents en la cohort de pacients amb neoplasies pediatriques estudiada

a l'article (231).
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4.2 RNAs no codificants

Actualment, s’ha demostrat que la transcripcié no esta delimitada a regions exclusives
del genoma que contenen gens codificadors de proteines (232—234). Existeix una gran
quantitat de DNA que no codifica per proteines, pero té funcions rellevants per a la
cél-lula (235—-238). Entre aquests elements, es troben regions que es transcriuran a RNA
no codificant (RNAnNc) i, malgrat no codificar per proteines, tenen funcions indispensables
pel bon funcionament cel-lular. Els RNAnc es poden classificar segons la seva mida: RNAnc
petits, de fins a 200 nucleotids, i RNAnc llargs de >200 nucleotids (taula 18) (239). Els
RNAnc controlen I'expressid genica tant en la fisiologia cel-lular com en el

desenvolupament, i també poden tenir un paper important en les malalties neoplasiques.

Taula 18: Tipus de RNAs no codificants en humans. Taula adaptada de (239).

Nom Mida Funcié
RNAnRc petits
miRNAs 19-24 pb Regular la transcripcio de 'RNA
Repressio de transposons, regulacié de la
PiRNAs 26-31 pb
metilacié del DNA, altres
tiRNAs 17-18 pb Regulacié de la transcripcid
snoRNAs 60-300 pb Modificacio de I'RNAr
PASRs 22-200 pb Desconeguda
TSSa-RNAs 20-90 pb Manteniment de la transcripcié
PROMPTs <200 pb Activacié de la transcripcid
RNAnc llargs
Intervenen en processos de regulacio de
lincRNAs >200 pb
cromatina i altres
T-UCRs >200 pb Regulacié de nivells de miRNAs i RNAm
Altres Inactivacio del cromosoma X, regulacio
>200 pb
IncRNAs de telomers, imprinting, altres

miRNAs: microRNAs; piRNAs: piwi interacting RNAs; tiRNAs: tiny transcription initiation RNAs; snoRNAs:
small nuclear RNAs; PASRs: promoter-associated short RNAs; TSSa-RNAs: transcription start site antisense
RNAs, PROMPTs: promotor upstream transcripts; lincRNAs: long or large intergenic ncRNAs, T-UCRs:
transcribed ultraconserved regions; IncRNAs: long non coding RNAs. PB: parells de bases. RNAr: RNA
ribosomic. RNAmM: RNA missatger.
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4.3 miRNAs: historia i caracteristiques

Els miRNAs son RNANnc de mida petita, d'uns 21-24 nucleotids de llargada. Son molécules
altament conservades al llarg de I'evolucid i juguen un paper important en la regulacio
genica post-transcripcional regulada per RNAs en eucariotes. Els miRNAs sén components
claus de la regulacio cel-lular tant en animals com en plantes. Mitjancant la seva unié a
un RNA missatger (ARNm) diana, provoquen la seva degradacid o a una repressio
temporal de la traduccid. Aixi, intervenen en el desenvolupament, manteniment i

homeostasis cel-lular (240).

Victor Ambros Rosalind Lee i Rhonda Feinbaum van descriure per primer cop I'lany 1993
el gen lin-4 a I'organisme Caenorhabditis elegans. Aquest gen no codificava per cap
proteina, sind per un RNA petit de 22 nucleotids que provenia d’un altre RNA amb 61
nucleotids i estructura de stem loop, el qual corresponia al seu miRNA precursor (Figura
18A) (241,242). Posteriorment, es va observar que lin-4 presentava complementarietat
antisense amb 7 llocs conservats de la regié 3" UTR del gen lin-14 (Figura 18B). Es va
observar que mitjancant aquesta unié complementaria es donava una disminucio de la
proteina LIN-14, demostrant una regulacié de la traduccid de lin-14 sense modificar la
guantitat de RNAm (242). La complementarietat entre /in-4 i la regié 3" UTR de lin-14 és
essencial perque lin-4 pugui regular I'expressié de LIN-14, el que demostra un mecanisme

de regulacio post-transcripcional (243).
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Figura 18: A): Estructura precursora i seqUéncia madura del microRNA (miRNA) de lin-4. B:
complementarietat de sequéncies entre lin-4 (vermell) i la regié 3" UTR de 'RNAm (blau) /in-14. Lin-4
presenta complementarietat a 7 posicions a la regié 3" UTR; la seva unid a aquestes regions provoca la

repressio de la sintesi de la proteina LIN-14 (243).

Inicialment es va pensar que aquest mecanisme de regulacid post-transcripcional era
exclusiu de nematodes. Uns anys més tard, pero, es va identificar un altre gen, let-7, que
codificava per un RNA petit de 21 nucleodtids i que, de forma similar a lin-4, realitzava la
seva funcio unint-se a la regié 3° UTR de lin-41 i hbl-1 (lin-57) inhibint la seva traduccio
(244). Aquesta troballa no només va aportar un segon exemple de regulacié per petits
RNAs, sind que a més va fer pensar que aquest mecanisme podria trobar-se en altres
especies (243). Es va veure que let-7 (i també el seu miRNA /et-7) es trobava conservat al
llarg de I'evolucié en diferents espécies com mol-luscs, mosques, ratolins i humans (Figura

19) (245,246).
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Figura 19: Seqlencies gendmiques del gen let-7. Estructura en stem-loop de let-7 en C.elegans,

D.melanogaster i Homo.sapiens. Els 21 nucleotids de /et-7 es poden veure marcats en gris (245).

Des d’aquest moment, el coneixement dels miRNAs i el nimero de publicacions fins a dia
d’avui ha augmentat molt. S’han descrit més de 38.589 miRNAs segons la base de dades

miRBase (versid 22.1, d’abril 2023 http://www.mirbase.org), dels quals 1.982 pertanyen

a I’Homo Sapiens (247). Actualment sabem que I'1-5% del genoma huma conté gens que
codifiqguen per miRNAs i que un 30% dels gens que codifiquen per proteines estan
regulats per miRNAs (247). Els miRNAs participen en diferents funcions biologiques com
el control del creixement, proliferacio, diferenciacido i apoptosi cel-lular. Aixi, és
imprescindible una correcta regulacid per assegurar la normalitat en les diferents
funcions cel-lulars; pel contrari, una desregulacio podria contribuir a I'aparicié de diverses

patologies, com el cancer (246).
4.3.1 Biogenesi

La gran majoria dels miRNAs animals es troben filogeneticament conservats i, en el cas
dels mamifers, la majoria de gens de miRNAs presenten isoformes (paralegs), les quals

s’han format per processos de duplicacions (248).

En quant a la seva organitzacié genomica, els miRNAs es poden diferenciar en dos tipus:
miRNAs intergénics i miRNAs intragenics. Els primers es consideren unitats independents
de transcripcié i tindran els seus propis elements de regulacid. Els miRNAs intergénics
poden ser monocistronics, bicistronics i policistronics (Figura 20). D’altra banda, els

miRNAs intragenics es troben localitzats dins d’un altre gen hoste, el qual pot ser
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codificant o no codificant i es transcriuran en el mateix sentit que aquest; aixi, els miRNAs
poden transcriure’s en els dos sentits, sense i antisense. Generalment, es localitzen als
introns dels gens hostes, tot i que també els trobem en regions exoniques (Figura 20)

(248,249).
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Figura 20: Localitzacio genomica i estructura genica dels miRNAs (248).

Aproximadament el 50% dels gens de miRNAs en mamifers es troben en proximitat amb
altres miRNAs, formant el que es coneix com a clusters de miRNAs. Aquests grups de
miRNAs es troben inicialment codificats com un transcrit policistronic, que posteriorment

donara lloc a multiples miRNAs amb un patré d’expressio similar (249)

La sintesi dels miRNAs s’inicia al nucli de la cel-lula i la seva maduracio es finalitza al
citoplasma. La gran majoria dels miRNAs es transcriuen al nucli per la RNA polimerasa |l
(Pol I1) i es forma un transcrit primari o pri-miRNA, amb varies kilobases i estructura de
stem loop. El primer pas en la maduracié del pri-miRNA consisteix en |’escissié d’aquest
per la endonucleasa RNAsa IIl DROSHA associada al cofactor DiGeorge syndrome critical
region 8 (DGCR8) (250). L'enzim i el cofactor formen un complex conegut com
Microprocessor, el qual escindira el pri-miRNA per produir un precursor de miRNA, un

pre-miRNA de 60-70 nucleotids (249). Aquest pre-miRNA és exportat del nucli al
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citoplasma per un membre de la familia de receptors de transport nuclear, I'exportina 5
(XPO5). Un cop al citoplasma, sera processat per DICER, una riboendonucleasa Il (RIIl),
gue en humans interacciona amb les proteines TRBP i PACT, produint un miRNA de doble
cadenaid’aproximadament 22 nucleotids (duplex miRNA) (249). Una d’aquestes cadenes
sera la cadena guiaiformara el miRNA maduril’altra serala cadena passatgera o miRNA*,
'eleccié d’una cadena o altra no esta clara. Alguns estudis indiquen que aquesta eleccid
tindria a veure amb ['estabilitat termodinamica dels extrems del duplex de miRNA. La
cadena amb major estabilitat a 'extrem 5’ seria |'escollida per formar el miRNA madur
(251). Un cop escollida, la cadena guia es carrega en la proteina Argonauta (Ago), que
junt amb DICER, TRBP i PACT generen el complex efector ribonucleoproteic ARN induced
silencing complex (RISC) (249). Un cop es produeix la unié del miRNA amb el complex
RISC, aquest passa a anomenar-se mRISC (complex RISC unit a miRNA) i aquesta cadena
fara de guia al mRISC per unir-se a la regié 3° UTR del miRNA diana (que sera

complementari al miRNA) per bloquejar la seva traduccié (Figura 21) (248).
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Figura 21: Visi6 general de la via de biogenesis dels miRNAs (252).

D’altra banda, s’han descrit altres vies no-canoniques de biogenesis de miRNAs (Figura
22). Aquestes vies fan Us de diferents combinacions de proteines implicades en la via
canodnica, principalment de DROSHA, DICER, XPO5 i AGO2. En general, les vies no

canoniques de biogénesis es poden agrupar en vies independents de DROSHA/DGCRS i
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vies independents de DICER. Els pre-miRNAs produits per la via independent de
DROSHA/DGCR8 s’assemblen als substrats de DICER, per exemple els miRtrons que
provenen dels introns de RNAmM. Un altre exemple sén els pre-miRNAs marcats amb 7-
metilguanosina (m’G). Aquests RNAs son directament exportats al citoplasma per la
exportina i sense necessitat d’escissio6 de DROSHA. Hi ha un fort biaix de la cadena 3p,
probablement perqué el marcatge m’G impedeix la carrega de la cadena 5p a Ago. En
canvi, els miRNAs independents de DICER com shRNA, es processen per DROSHA a partir
de transcrits endogens. Aquests pre-miRNA requereixen |'accié d’Ago2 per completar la
seva maduracio dins del citoplasma perqué la seva longitud no permet que siguin
substrats de DICER. Independentment de la via escollida, totes acaben en el complex RISC

(253-256).
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Figura 22: Mecanismes canonics i no-canonics de la biogénesi dels miRNAs (253).
4.3.2 Nomenclatura dels miRNAs

L’any 2003 es van establir les guies per I'anotacié dels miRNAs (240). MiRBase recull els
miRNAs descrits i les regles basiques que determinen la seva nomenclatura. Les tres
primeres lletres o prefix fan referencia a I'organisme de procedencia (per exemple, hsa-
miR-196a-1 és un miRNA huma; en canvi, dre-miR-196a-1 és un miRNA descrit en peix
zebra). A la majoria de gens de miRNAs, el nimero té relacidé amb l'ordre del seu
descobriment. Tot i aixi, quan es descriu un miRNA en una especie diferent a la humana
pero que és equivalent en humans, s'Tanomena amb el mateix nimero que en I'espécie
humana, perd amb el prefix diferent. Hi ha excepcions historiques a la norma, com let-7
o lin-4, que conserven els seus noms historics i s anomenen igual en diferents espécies.

El miRNA madur s’escriu amb R (miR) majuscula, mentre que el gen del que deriva el
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miRNA madur s’escriu amb r (mir) minuscula. Si darrera del nimero principal s’afegeix un
guid seguit d’'un numero significa que diferents seqliencies precursores i locus genomics
expressen seqlencies madures identiques, per exemple, miR-21-1 i miR-21-2
corresponen a dos miRNAs madurs identics que s’han transcrit a partir de gens diferents.
També es poden trobar com a sufix lletres darrera del numero de miR, com per exemple
hsa-miR-181a i hsa-miR-181b. Quan un miR que s’anomena igual té diferent lletra vol dir
gue ambdues seqténcies madures dels miRNAs es troben estretament relacionades que
s’expressarien a partir dels seus precursors hsa-mir-181a i hsa-mir-181b, respectivament.
Com s’ha esmentat, el miRNA madur que provingui de la cadena guia i per tant
s’expressara s’escriu sense asterisc; en canvi, quan la seqtencia madura deriva de 'altre
cadena s’escriu amb el numero del miRNA seguit d’un asterisc (hsa-miR-181a*). Si bé
aquesta seria la norma, la majoria de vegades no es pot identificar quina és la cadena que
es transcriura; per aquest motiu, quan no es pot predir de quina cadena prové el miRNA
madur, el miRNAs s’anomenara segon I'extrem en el qual es trobi codificat: per exemple,

hsa-miR-9-5p prové de I'extrem 5’ i hsa-miR-9-3p prové de 'extrem 3.
4.3.3 Mecanismes d’accio

La caracteristica més distintiva dels miRNAs i la funcié més estudiada és la d’inhibir
I'expressié génica de les seves dianes mitjancant unions especifiques i complementaries
a la seva seqlencia. L'especificitat de les dianes es produeix per la complementarietat
entre les posicions 2-8 de la regid 5’UTR del miRNA (seed sequence) amb la regié 3’'UTR
de 'RNAm diana. La complementarietat entre 'RNAmM i el miRNA portara a dues
situacions diferents. Quan la complementarietat és perfecta, el complex RISC induira la
degradacié de 'RNAm diana, mentre que quan la complementarietat no és completa es
donara un blogueig temporal de la traduccié de ’'RNAm a proteina. Independentment del
mecanisme utilitzat, la finalitat dels dos és inhibir la traducciod (Figura 23). La inhibicio de
la traduccié esta mediada per proteines AGO, que competeixen amb els factors que
dirigeixen les subunitats ribosomiques o que fan accessibles la iniciacid de la traduccid
(246,257,258). Degut a que la complementarietat entre miRNA-RNAm es dona entre molt
pocs nucleodtids (2-8 aproximadament), cada miRNA té el potencial d’inhibir un gran
ndamero de gens i, a la vegada, un mateix gen pot estar inhibit per diversos miRNAs. Per

tant, pot existir una cooperacio de diferents miRNAs per regular I'expressio d’un gen.
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Posteriorment, s’han descrit altres mecanismes “no canonics” (Figura 23) mitjangant els
quals els miRNAs poden exercir altres funcions. Aixi, s"ha descrit la possible activacié de
la traduccid per part d’alguns miRNAs, unint-se a la regié 5’UTR del seu gen diana i
activant I'expressid d’alguns gens de manera post-transcripcional (259). D’altra banda,
els miRNAs sén capacos d’unir-se directament a proteines, generalment proteines d’unio
a I'RNA, i impedir que aquestes proteines s’uneixin a les seves dianes d’RNA. Aix0 és el
gue es coneix com a decoy activity o mecanisme esponja. Els miRNAs també poden
regular I'expressié genica a nivell transcripcional unint-se directament al DNA (260).
Finalment, els miRNAs també poden regular la transcripcié genica unint-se directament

o modulant els nivells de patrons de metilacié a nivell del promotor del gen diana.
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Figura 23: Biogénesi i funcions dels miRNAs. A) transcripcié dels miRNAs i maduracié fins a pre-miRNAs. B)
Exportacio del pre-miRNAs al citoplasma per a continuar la seva maduracio. C) Finalitzacié de la maduracio
del miRNA per incorporar-se al complex proteic RISC per desenvolupar les seves funcions. D) Mecanismes
d’inhibicié de la traduccié dels miRNAs, mitjancant complementarietat completa amb la seva diana i
portant a la degradacié de 'RNAm o amb complementarietat incompleta, inhibint de manera momentania
la traduccié. E) Activacié de la traduccid per part dels miRNAs, unint-se a la regié 5’UTR del RNAm diana.
G) Regulacié de la transcripcid genica mitjancant la unié de miRNAs a proteines d’unié a RNA exercint decoy
activity. G) Els miRNAs també poden regular la transcripcié génica unint-se directament o modulant els

nivells de patrons de metilacié a nivell del promotor del gen diana Figura adaptada de (259).
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4.3.4 Regulacié dels miRNAs

La majoria dels miRNAs es troben regulats per la senyalitzacié especifica de I'estadi de
desenvolupament i/o el teixit (249,261). El control dels nivells de miRNAs és
indispensable per a mantenir una correcta homeostasi cel-lular. Alguns dels mecanismes

de regulacio transcripcional dels nivells d’expressido de miRNAs sén:

= Regulacié de la transcripcié dels gens de miRNAs: processos que poden alterar la

seqUencia genomica del miRNAs: mutacions, delecions, amplificacions,
translocacions o polimorfismes. Aguests gens també poden patir modificacions
epigenetiques causades per la metilacid de la regié promotora o modificacions
epigenetiques d’histones (262,263).

= Regulacié del processament dels miRNAs: I'expressié dels miRNAs també es pot

veure modulada per alteracions en qualsevol dels elements que intervenen en el
seu processament (264).

= Regulacié de la funcié de miRNAs: un cop finalitza la biogenesi dels miRNAs

aquests també es troben estrictament regulats per diversos mecanismes (265).
Un exemple seria la interaccid amb les proteines AGO: els components de la
familia AGO tenen diferent potéencia a I’'hora de reprimir la sintesis proteica, de
manera que I"'abundancia relativa de les diferents proteines AGO pot afectar a la
intensitat de la repressid de determinats miRNAs. Un exemple seria la interaccié
miR-451 i AGO2, que sembla tenir una funcid especifica en I"hematopoesi
(266,267).

=  Regulacid de la destruccié dels miRNAs: la destruccid, recanvi o turnover dels

miRNAs es troba molt menys descrita que la seva biogénesi. La vida mitjana dels
miRNAs pot ser d’hores o dies; per tant, es consideren molecules estables amb un
lent turnover. Tot i aixi, s’ha vist que alguns miRNAs presenten un rapid turnover
i que el recanvi lent no seria un mecanisme universal i pot dependre del moment
del cicle cel-lular (268).

= Decoy activity sobre els efectes dels miRNAs: I'activitat dels miRNAs pot veure’s

també regulada per mecanismes de decoy activity. Per exemple, alguns
pseudogens poden funcionar com un decoy sobre els efectes dels miRNAs en els

gens codificadors de proteines, com és el cas del pseudogen de PTEN, PTEN1. Tant
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PTEN com PTEN1 sén dianes del miR-19b i miR-20a. Quan es sobreexpressa la
regio 3’"UTR del pseudogen PTEN1 els miRNAs s’uneixen al pseudogen i no tant al

gen, de manera que el gen PTEN deixa d’estar reprimit (269,270).

4.4 miRNAs i hematopoesis

L’hematopoesi es troba regulada per diferents factors de transcripcid, perd diversos
miRNAs també juguen un paper important en la seva regulacié. L'any 2004 es va
demostrar que els miRNAs participaven en la diferenciacié dels diferents llinatges
hematopoetics (271). Des d’aquell moment, s’ha demostrat I'important paper dels
miRNAs en la regulacio de totes les fases de I’'hematopoesi. Els miRNAs participen tant en
el manteniment com en la diferenciacié hematopoética, en feedbacks positius i negatius,
i en la regulacié de la transcripcié, associant-se amb repressors o activadors
transcripcionals (272—-276). També s’ha observat que molts dels miRNAs que participen
tenen funcions redundants i presenten especificat tissular (sobretot miRNAs d’una
mateixa familia) (277). D’altra banda, mitjancant experiments en models animals s"ha vist
gue en modificar la biogenesi dels miRNAs, per exemple, modificant alguns dels elements
gue laregulen, es veia afectada la reconstitucié hematopoeética (278). Aixi, totes aquestes

evidéncies demostren la importancia dels miRNAs i la seva regulacié en I’hematopoesi.

4.5 miRNAs i cancer

Considerant la implicacié dels miRNAs en els processos de regulacié cel-lular, no és
d’estranyar que juguin un paper important en les malalties i en concret en processos
cancerigens. L'any 2022, Croce et al. van demostrar que el clister miR-15a/16-1 es
trobava en una regid delecionada en pacients amb leucemia limfatica cronica (LLC),
definint aixi aquests miRNAs com a supressors de tumors (279). A partir d’aquest
descobriment s’han publicat multiples estudis que defineixen el paper dels miRNAs en la
patogenesi del cancer. Una de les troballes més sorprenents és la gran alteracid de
I'expressié dels miRNAs en les cel-lules malignes en comparacié amb la seva contrapartida
sana. A més, s’ha vist que les alteracions en I'expressid son cancer-depenents, i varien

segons la neoplasia i el teixit afectat, el que converteix els miRNAs en potencials
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biomarcadors (248). Els miRNAs poden actuar com a oncogens o oncomiRs (amb guany
de funcié) o com a miRNAs supressors de tumors o anti-oncomiRs (amb perdua de
funcid). Els oncomiRs generalment tenen com a diana gens supressors de tumors, mentre
que la diana dels anti-oncomiRs generalment és un oncogen. Cal remarcar que, degut a
gue un mateix miRNA pot regular diferents dianes, podra funcionar com a oncomiR o com
a miRNA supressor de tumor depenent del teixit en el que actui (280,281). En quant al
seu potencial terapéutic, donat que aquestes molécules controlen els nivells d’expressio
d’un potencial elevat nombre de proteines, podrien ser dianes de diferents farmacs i Utils
en el desenvolupament de nous régims terapeutics (281). En els darrers anys, s’han anat
establint firmes de miRNAs especifiques de diferents tipus de cancer incloent la leucemia
pediatrica; aquestes firmes d’expressid de miRNAs es correlacionarien amb el diagnostic,

progressio, pronostic i resposta al tractament.

4.6 miRNAs i leucémia aguda

4.6.1 Rol dels miRNAs com a biomarcadors en el diagnostic, pronostic i la

classificacié de les leucémies agudes

Els primers perfils de miRNAs que es van descriure relacionats amb la leucemia aguda
mostraven que hi havia una diferencia d’expressié de miRNAs entre CD34+ de donants
sans i els blasts dels pacients amb leucemia. Posteriorment, s’ha observat que la
classificacid basada en les alteracions d’expressid de miRNAs permet la diferenciacié de
llinatges limfoide i mieloide (LLA vs. LMA), també dins del llinatge limfoide (LLA-B vs. LLA-
T) i dels diferents subtipus (Figura 24). També s’ha demostrat una associacié entre
I'immunofenotip, alteracions genetiques i I'expressid de miRNAs en tots els subtipus de

leucemia aguda (280-283).
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T-ALL Hyperdiploid ETV6-RUNX1
miR-191 mil-223 miR-213
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Figura 24: Conjunt dels 10 miRNAs capacos de discriminar entre els subgrups de leucémia limfoblastica
aguda segons I'estudi de Grobbelaar and Ford, 2019. Els Unics miRNAs compartits entre diferents subgrups

estan marcats en taronja (282).

Zhang et al. van descriure un patrd de 21 miRNAs sobreexpressats i 11 infraexpressats en
pacients amb LLA, en contraposicid a 17 miRNAs sobreexpressats i 18 infraexpressats en
pacients amb LMA. També van observar que la sobreexpressid de diferents miRNAs
estava significativament relacionada amb el grau de maduresa i diferenciacid cel-lular:
pacients amb M1 i M2 (RUNX1::RUNX1T1) segons la classificacié FAB i M3 ( PML::RARA),
presentaven una elevada expressid de miR-335, miR-126 i miR-125b respectivament. En
aquest cas, miR-125b i miR-126 es van considerar com a factors favorables en pacients
amb M3 i M2, respectivament (284). L'any 2007, Mi et al., basant-se en analisis
d’expressié de miRNAs de tot el genoma, van demostrar que I'expressié de dos miRNAs
pot discriminar amb precisio superior al 95% les LLA de les LMA. En el mateix estudi, van
identificar 27 miRNAs expressats diferencialment en pacients amb leucémia aguda com
a marcadors per al diagnostic i tractament. D’aquests, miR-128a i miR-128b es trobaven
sobreexpressats en pacients amb LLA respecte els pacients amb LMA, mentre que els
miRNAs let-7b i miR-223 es trobaven infraexpressats en LLA (283). Schotte et al. van
observar en el seu treball diferents perfils d’expressido de miRNAs per diferents subtipus
de LLA pediatrica. L'expressid elevada de miR-223, miR-222, miR-98 i miR-511 era
caracteristica de pacients amb LLA hiperdiploide. D’altra banda, també es va veure que
la firma d’alguns miRNAs dels casos positius per ETV6::RUNX1 i els casos hiperdiploides

es superposava parcialment, el que suggeria una biologia subjacent comu. Tot i aixi, a dia
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d’avui, encara es desconeix el perfil d’expressid d’alguns subtipus, com els que integren
les LLA-B-other (285). Altres autors, com Nabhan et al. o Yang et al., suggereixen que es
podia millorar i fer més precis el diagnostic de la LLA pediatrica utilitzant un conjunt de
miRNAs com a marcadors. Segons els seus estudis, I'Us combinat de miR-181a i Smad7
feia augmentar la sensibilitat del diagnostic al 90%, mentre que I'Us combinat de miR-
181ai TFG-11 feia augmentar la sensibilitat a un 100% (286,287). Aixi, en els darrers anys,
s’ha demostrat que existeix una associacid entre |'expressid de diferents miRNAs al
diagnostic i les diferents variants cliniques i biologiques, com el nimero de leucocits,

I’edat o les alteracions citogenétiques o moleculars (288-294).

D’altra banda, també s’han identificat miRNAs implicats en I'evolucid de la malaltia. Un
dels biomarcadors més freqientment associats amb el desenvolupament de la leucémia
aguda és el miR-125b, que és un regulador molecular important en I'homeostasi cel-lular,
metastasi i progressido de malalties. Aixi, la sobreexpressié de miR-125b a través de la
repressio d’/RF4 promou la LMA i LLA induint la leucemogeénesi i I'auto-renovacié dels

progenitors cel-lulars (295-297).

Alguns miRNAs també s’han associat amb caracteristiques cliniques al diagnostic o amb
factors pronostics ben coneguts. Per exemple, els canvis d’expressié en miR-100 i miR-
99a no només permeten diferenciar llinatge, sind que també son diferents en funcié del
recompte de leucocits, i la preséncia dels gens de fusié BCR::ABL1 i KMT2A (298). Kaddar
et al., van veure que existia una relacid estadisticament significativa entre els baixos
nivells de miR-16, de leucocits i alteracions moleculars de bon pronostic en els pacients
amb LLA-B. En el cas dels pacients amb LLA-T, van observar que la sobreexpressié de miR-
16 estava relacionada amb la resisténcia a corticoesteroides. Tot i aixi, no van poder
assignar un perfil especific d’expressié de miR-16 associat als subgrups de LLA-B i LLA-T
(299). Els estudis de Organista-Nava et al., proposen el miR-24 com a biomarcador
independent per predir la supervivencia tant en LMA com en LLA. La sobreexpressié de
miR-24 es va associar significativament amb pitjor pronostic, menor SG i elevat risc de
recaiguda (300). Uns nivells baixos d’expressido de miR-335 s’associen amb un pronostic

desfavorable, una pitjor SLE als 5 anys i resisténcia als glucocorticoides en la LLA (301).

En definitiva, determinar el subtipus de leucémia és crucial per al tractament dels

pacients i fins i tot dins de cada grup de risc es podria refinar el pronostic dels pacients.
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Els miRNAs podrien actuar com uns bons biomarcadors diagnostics i pronostics ajudant
a una millor classificacié en els diferents grups de risc.

4.6.2 Rol dels miRNAs en el tractament de la leucémia aguda i la resisténcia a
farmacs

Aixi com la correcta assignacié en els diferents grups de risc és molt important per aplicar
la terapia més adequada, també ho és anticipar la resposta al farmac administrat.
Diferents grups han centrat les seves investigacions en intentar trobar un conjunt de
miRNAs implicats tant en el fracas terapeutic com en el seu Us com a molecules amb

potencial terapéutic.

La multi-resistencia farmacologica seguida de la recaiguda es considera un dels
problemes clinics més importants en els pacients amb leucémia aguda. Els perfils de
miRNAs s’utilitzen cada vegada més en la investigacié de fenomens multifactorials com
la resistéencia a farmacs (302). Basant-nos en el perfil genétic, és possible predir la
resposta al tractament establint una correlacié entre I'expressio de firmes especifiques
de miRNAs i la sensibilitat/resisténcia a un determinat agent quimioterapic. En els darrers
anys, s’han dut a terme diferents estudis, els quals posen de manifest I'accié dels miRNAs
com a reguladors de la resposta a I'administracié de farmacs. En aquest sentit, Ghodousi
et al. van analitzar els transportadors ABCA2 i ABCA3 i els seus potencials reguladors, miR-
326 i miR-200c. En primer lloc, van confirmar que els nivells d’ambdds miRNAs eren més
baixos en pacients diagnosticats de LLA. Van observar que els pacients recaiguts i amb
multi-resistencia a farmacs presentaven una disminucié de miR-326, posant de manifest
un impacte advers en la resposta al tractament. L’associacid negativa entre |'expressio
del miR-326 i la multi-resistencia a farmacs podria augmentar el risc de quimio-resistencia
en 4.8 cops. Els perfils d’expressio de miR-326 i el transportador ABCA2 estaven
inversament correlacionats, de manera que aquest podria considerar-se un gen diana de
miR-326 a través del qual podria exercir el seu impacte en la resistencia a farmacs (303).
Piatopoulou et al. van avaluar la importancia clinica de miR-125b per al pronostic de la
LLA i la prediccid de la resposta dels pacients al protocol de quimioterapia. En aquest
estudi, nivells baixos del miRNAs estaven relacionats amb un pronostic desfavorable,
perd després del tractament amb aquest protocol van observar un increment de

I'expressié de miR-125b en alguns pacients. L’elevada expressié de miR-125b el dia +33
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estava relacionada amb major risc de recaiguda a curt termini i pitjor supervivencia.
Aquestes dades suggerien I'Us de miR-125b com a predictor clinic de resistencia a la
guimioterapia en el context d’aquest protocol (304). El grup de Gefen et al. va observar
una sobreexpressié del cluster miR-125b-2 (miR-125b, miR-99a i let-7c) en pacients amb
LLA i ETV6::RUNX1. Els autors van observar que I'augment dels nivells de miR-125-2
protegia a les cel-lules leucémiques de la mort i la sobreexpressié podria estar relacionada
amb la resisténcia a estaurosporina i doxorubicina (305). Pel que fa als nivells d’expressio,
s’ha vist que els canvis d’expressio de miRNAs concrets confereixen resistencia a diferents
farmacs. Aixi, canvis en 'expressid de miR-454 estan relacionats amb la resistencia a L-
asparaginasa; en canvi, augments d’expressié en miR-125b, miR-99a i miR-100 estan
correlacionats amb la resisténcia a la vincristina i a la daunorubicina (285). En aquest
sentit, Zhang et al. van identificar 8 miRNAs (miR-18a, miR-532, miR-218, miR-625, miR-
193a, miR-638, miR-550 i miR-633), que permetien diferenciar els pacients segons la seva
resposta a la prednisona (284). A la taula 19 es mostra un llistat dels miRNAs associats a

la resisténcia d’alguns farmacs utilitzats per al tractament de la leucemia aguda.

Taula 19: MicroRNAs associats a la resistencia a farmacs d’Us comu en el tractament de la leucemia aguda.

Farmac miRNA
Prednisolona miR-99a, miR-125a, mir-128b, miR-210, miR-221, miR-550, miR-595, miR-633,
miR-638, miR-652
L-asparaginasa miR-210, miR-454
Vincristina miR-9, miR-99a, miR-100, miR-124, miR-125b, miR-126, miR-128b, miR-141,
miR-200c, miR-218, miR-625, miR-633, miR-629, miR-1206
Prednisona miR-15a, miR-18a, miR-16-1, miR-128b, miR-193a, miR-218, miR-223, miR-
532, miR-550, miR-625, miR-633, miR-638
Daunorubicina miR-99a, miR-100, miR-125b, miR-126, miR-199b, miR-203, miR-210, miR-335,
miR-383, let-7¢c
Doxorubicina miR-125b
Metotrexat miR-595, miR-1206, miR-6083
Citarabina miR-562
Dexametasona miR-210
Imatinib miR-203
Estaurosporina miR-125b

D’altra banda, la cerca de noves estratégies terapeutiques més individualitzades i
especifiques ha senyalat els miRNAs com a dianes prometedores. En aquest sentit, el seu
Us es pot basar en dues estrategies: la primera consistiria en inhibir I'activitat del miRNA

utilitzant inhibidors de miRNAs, seqléncies analogues (miRNA antisense therapy), o
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miRNA esponges o emmascarant el miRNAs (miRNA masking). La segona estrategia
consistiria en activar la funcié del miRNA (miRNA replacement therapy) o bé utilitzant
modificadors mimetics de miRNA com plasmids o utilitzant vectors que incloguin la
seqUencia del miRNA en questié (Figura 25) (306). En definitiva, I'objectiu d’aquestes
intervencions moleculars és produir la infraexpressid dels oncomiRs o la sobreexpressio
dels miRNAs supressors de tumors. Tot i aixi, aquestes terapies encara es troben en
desenvolupament i la seva seguretat i eficacia, aixi com els seus efectes a llarg termini,

s’han de definir.

tumor suppressor
miRNAs

CANCER

Progression
Epithelial-mesenchymal
transition (EMT)
Metastasis
Resistance to therapy

oncomiRs

small molecule miRNA

inhibitors masking
antagomiR
oncomiRs@ tumor suppressor
miRNAs
miRNA

oligos:
miRNA
sponges \
mimic gene therapy

Figura 25: A) Esquema de I'accié dels miRNAs con a oncomiRs promotors de cancer (linia verda) i com a
supressors de tumors (linia marrd). B) Diferents estrategies proposades per al desenvolupament de noves
dianes terapeutiques per modular I'activitat biologica dels miRNAs implicats en cancer amb I'objectiu de
regular a la baixa els oncomiRs (fletxa taronja) i augmentar |'expressio dels miRNAs supressors de tumors

(fletxa verda). Figura de (306).
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HIPOTESI

Donat que:

La supervivencia del pacients pediatrics amb leucemia aguda ha millorat notablement
en les Ultimes decades gracies a les millores en els tractaments i millor estratificacié
en grups de risc al diagnostic i durant el seguiment. Nogensmenys, encara hi ha alguns
subtipus de pacients de molt alt risc com els pacients amb reordenaments del gen
KMT2A, per als quals és necessari el desenvolupament de noves terapies dirigides i
personalitzades per tal de millorar la supervivéncia i disminuir els possibles efectes
secundaris de la quimioterapia.

Les técniques actuals per la deteccid dels reordenaments de KMT2A son Utils i
permeten detectar la majoria de fusions, perd en alguns casos no es pot detectar el
partner de fusio. La incorporacié de noves tecnologies com la NGS o I'avaluacié de
panells de gens amb expressio diferencial en aquests pacients al diagnostic podria ser
util per aconseguir una millor i en alguns casos més sensible identificacié dels

reordenaments de KMT2A.

’activacio de les vies d'immaduresa és un factor de mal prondstic en pacients amb

leucemia aguda.

Diferents grups han confirmat una funcid important dels miRNAs en la regulacid de
les cel-lules mare hematopoetiques. D’altra banda, s’ha descrit un paper dels miRNAs

en la leucemogenesi.

Alguns estudis proposen |'Us de reguladors epigenetics com a possibles dianes

terapeutiques.

En aquest context, en el present projecte de tesi ens plantegem la seglient hipotesi:

'estudi de marcadors genetics i epigenétics implicats en I'auto-renovacio de les cél-lules

mare hematopoetiques i vies d’'immaduresa en leucemies pediatriques d’alt risc

permetra un diagnostic més precis, la identificacié de nous biomarcadors pronostics i

I’analisi del seu valor afegit respecte altres factors pronostics.
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OBJECTIUS

L’objectiu general d’aquest treball és estudiar I'expressié de marcadors genéetics i miRNAs
com a reguladors epigeneétics, en pacients pediatrics amb diferents subtipus de leucémia
aguda, per tal de millorar el diagnostic i identificar possibles biomarcadors pronostics i/o

dianes terapeutiques.

Els objectius especifics adrecats en el projecte s’enumeren a continuacié i cada un d’ells

té associat el seu treball:

1. Analitzar el paper dels miRNAs implicats en la regulacid de les cellules
progenitores hematopoétiques i vies dimmaduresa (NOTCH, WNT/beta-
catenina, HOX i FLT3) en una cohort de pacients pediatrics diagnosticats de
leucémia aguda, i de forma especifica en pacients amb reordenaments del gen

KMTZ2A.

Aquest objectiu correspon a 'article publicat.

2. Determinar el perfil d’expressio dels pacients pediatrics amb leucémia aguda dels

gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4.
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MATERIAL | METODES

1 Material i metodes treball I:

Analitzar el paper dels miRNAs implicats en I'auto-renovacio de les cél-lules progenitores
hematopoétiques i vies d’immaduresa (NOTCH, WNT/beta-catenina, HOX i FLT3) en una
cohort pediatrica de pacients diagnosticats de leucemia aguda, especialment en pacients

amb reordenaments del gen KMT2A, en els quals s’han descrit poques mutacions.

El disseny de I'estudi es representa a la Figura 26.
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Figura 26: Esquema de I'estudi |. HSJD: Hospital Sant Joan de Déu. HCA: hierarchical cluster analysis. PCA:
principal component analysis. LALA: leucemia aguda de llinatge ambigu. LMA: leucémia mieloide aguda.
LLA: leucémia limfoblastica aguda. miRNA: microRNA. PIAML i P2AML: nomenclatura assignada als dos
grups de pacients amb leucemia mieloide aguda de la cohort d’estudi de I'HSID amb diferencies
significatives en supervivencia en funcidé de I'expressio dels miRNAs. Els pacients amb P1IAML presentaven
una pitjor supervivencia respecte als pacients P2ZAML. PTIAML i PT2AML: nomenclatura assignada als dos
grups de pacients amb leucemia mieloide aguda de la cohort de validacid del repositori TARGET
(Therapeutically applicable research to generate effective treatments, https://target-data.nci.nih.gov/),
amb diferencies significatives en supervivencia en funcié de I'expressio dels miRNAs. Els pacients amb
PT1AML presentaven una pitjor supervivencia respecte als pacients PT2AML. pLSC6 score: pediatric

leukemic stem cell score.

1.1 Pacients:

Es van estudiar 110 pacients pediatrics (0-18 anys al diagnostic) amb leucemia aguda de
novo diagnosticats i tractats a I'Hospital Sant Joan de Déu (HSJD) amb mostra disponible
entre els anys 2000-2020. Donat que la freqiencia de pacients amb KMT2A-r és baixa,
diferents hospitals (Hospital Universitari Vall d’"Hebron, Hospital Universitari Parc Tauli,
Hospital Universitario de Cruces, Hospital Universitari Son Espases i Hospital Universitario
Miguel Servet) van contribuir enviant mostres de pacients amb KMT2A-r. Es va realitzar
un diagnostic integrat de la leucemia combinant la morfologia, citometria de flux
multiparametrica (amb panells de 4 i 8 colors i I'index de DNA), cariotip, FISH, i RT-PCR

per als principals reordenaments.

Els pacients diagnosticats de LLA es van classificar i tractar segons els protocols vigents
de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP) i del grup
Programa Espafiol de Tratamientos de Hematologia (PETHEMA). Els lactants amb LLA es
van tractar segons els protocols INTERFANT-99 i INTERFANT-06. Els pacients amb LMA es
van tractar amb els protocols SHOP LAM, LANL 2002 i el protocol de la Nordic Society for
Paediatric Haematology and Oncology (NOPHO) NOPHO-DBH AML 2012. Els pacients
amb LPA van seguir els protocols consecutius PETHEMA LPA 2005 i 2012. La cohort
d’estudi de I'HSJD inclou 53 pacients amb LLA-B, 17 pacients amb LLA-T, 39 pacients amb

LMA i un pacient amb leucémia aguda de llinatge ambigu (LALA), amb representacio dels
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principals subtipus genetics. Cal destacar que la nostra serie inclou un alt nombre de
pacients amb KMT2A-r en tots els Ilinatges. El motiu principal és que aquests pacients
presenten poques alteracions genétiques, el que suggereix que I'epigenetica pot jugar un
paper important en aquestes leucemies. Les caracteristiques cliniques i biologiques al

diagnostic de la cohort d’estudi de I'HSJD es presenten a la Taula 20.

Taula 20: Pacients de la cohort d’estudi de I'HSID i principals caracteristiques clinico-biologiques al
diagnostic.

Pacients Total no. (%) 110
Sexe (n=110)
Femeni 42 (38,2%)
Masculi 68 (61,8%)
Edat, anys (n=110)
Mediana [rang] 6,1[0,0-17,4]
<1lany 17 (15,5%)
1-9 anys 59 (53,6%)
> 10 anys 34 (30,9%)
Recompte leucocitari, x10° /L, mediana [rang] (n=110) 59,2 [0,6-741,0]
Infiltracié del SNC (n=108)
SNC-1 76 (70,3%)
SNC-2 14 (13%)
SNC-3 18 (16,7%)
Llinatge (n=110)
LLA-B 53 (48,2%)
LLA-T 17 (15,5%)
LMA 39 (35,5%)
LALA 1(0,9%)
Fenotip LLA (n=70)
LLA-B (n=53)
CD10+ comu 43 (61,4%)
Pro-B CD10- 10 (14,4%)
LLA-T (n=17)
Pro-T 1(1,4%)
Pre-T 5(7,1%)
Early T-cell Precursor 5(7,1%)
Cortical 3(4,3%)
Madur 3(4,3%)
Categoria Molecular (n=110)
LLA-B (n=53)
Alta Hiperdiploidia 5(9,4%)
Hipodiploidia 1(1,9%)
t(12;21)(p13;G22) ETV6::RUNX1 5 (9,4%)
t(1;19)(q23;p13) TCF3::PBX1 5(9,4%)
t(9;22)(q34;p11) BCR::ABL1 5(9,4%)
KMT2A reordenat 13 (24,5%)
iAMP21 6 (11,3%)
B-other 13 (24,5%)
LLA-T (n=17)

LLA-T no definides en altres grups
KMT2A reordenat
LMA (n=39)

15 (88,2%)
2 (11,8%)
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Pacients

Total no. (%) 110

t(8;21)(922;022.1) RUNX1::RUNX1IT1
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22) CBFB::MYH11
t(15;17)(q22;G12) PML::RARA
KMT2A reordenat
LMA no definides en altres grups

LALA (n=1)
KMT2A reordenat

4(10,3%)
4(10,3%)
4(10,3%)
16 (41,0%)
11 (28,1%)

1 (100,0%)

Partner de KMT2A (n=32)
LLA-B (n=13)
AFF1
MLLT3
MLLT1
MLK1
TNRC18
Partner desconegut*
LLA-T (n=2)
MLLT1
Partner desconegut*
LMA (n=16)
MLLT3
ABI1
MLLT10
ELLI
Partner desconegut*
LALA (n=1)

Partner desconegut*

2 (15,4%)
2 (15,4%)
1(7,7%)
1(7,7%)
1(7,7%)
6 (46,2%)

1 (50,0%)
1 (50,0%)

7 (43,8%)
1(6,3%)
1(6,3%)
2 (12,5%)

5(31,3%)

1 (100,0%)

Protocol terapéutic (n=110)

LMA (n=39)
PETHEMA LPA 2005/2012 4(10,3%)
SHOP AML 2001/2007 24 (61,5%)
NOPHO-DBH AML 2012 9 (23,1%)
LANL 2002 2 (5,1%)
LLA (n=70)
SEHOP-PETHEMA 2013 40 (57,1%)
SHOP 1999/2005 22 (31,4%)
INTERFANT-06/99 5(7,1%)
PETHEMA 1(1,4%)
SHOP 2001 2 (2,9%)
LALA (n=1)
INTERFANT-06 1 (100,0%)
SLE (n=109)

Als 5 anys (IC 95%)
Als 10 anys (IC 95%)

73,9% (65,4%-83,5%)
69,6% (60,0%-80,7%)

SG (n=109)
Als 5 anys (IC 95%)
Als 10 anys (IC 95%)

84,6% (78,0%-91,9%)
76,8% (66,9%-88,3%)

HSJD: Hospital Sant Joan de Déu. SNC: Sistema nervids central. LLA-B: leucémia limfoblastica aguda B. LLA-T: leucémia limfoblastica
aguda T. LMA: leucémia mieloide aguda. LALA: leucemia aguda de llinatge ambigu. SLE: supervivencia lliure d’esdeveniment. SG:

supervivencia global. IC: interval de confianga. *Altres reordenaments de KMT2A amb partners desconegut (reordenaments de
KMT2A confirmats per FISH).
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1.2 Eleccié dels miRNAs estudiats:

Mitjancant una cerca bibliografica es van escollir 89 miRNAs per la seva possible
rellevancia en la leucémia pediatrica i/o la seva relacié amb vies de stemness. Es va
dissenyar una placa de PCR guantitativa incloent els 89 miRNAs seleccionats segons la
literatura, 3 miRNAs com a controls endogens (hsa-miR-103a-3p (repetit dos cops), hsa-
miR-191-5p, i U6 snRNA) i 3 spike-in, dos d’ells interplaca (UniSp3 IPC) i un d’ells intraplaca
(UniSp6). Els miRNAs seleccionats, agrupats per clisters i families, les seves dianes en les
vies d’auto-renovacié i immaduresa i/o la seva possible rellevancia clinica al diagnostic,
pronostic o tractament en la leucemia pediatrica es troben a la taula 21 i Figura 27. Les

seqiéncies dels miRNAs i els controls es troben a la taula 22.
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Clinical relevance in Target genes
(B3 Clustered miRNAs Stemness giavies S.wzawm in
i iRNA i T involved i h 18,31 R
Gm@ﬂm\wwv (308,309,313-317) mi pathways E:hmﬁﬂMm”“& pLSC6 andjor arget genes involved in stemness pathways (318,319) eferences
prog LSC17 (318,319)
treatment
FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D,
COKE. DPYSL PBX1, WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL,
let-7 ; hsa-let-7i-5p X X RN WNT9B, CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, (285,320)
PSENEN, GAB2, KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2,
CSNK2A1, MAPKS, DVL3, PIK3CA, WNT1
FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D,
hsa-let-7a-1 DK, DPYSL PBX1, WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL,
let-7 hsa-let-7f-1 hsa-let-7f-5p X X RN WNT9B, CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, (285,320)
hsa-let-7d PSENEN, GAB2, KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2,
CSNK2A1, MAPK8, DVL3, PIK3CA, WNT1
FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D,
hsa-mir-99b COKE. DPYSL PBX1, WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL,
let-7 hsa-let-7e hsa-let-7e-5p X X RN WNT9B, CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, (285)
hsa-mir-125a PSENEN, GAB2, KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2,
CSNK2A1, MAPK8, DVL3, PIK3CA, WNT1
YY1, PRKACB, RARB, GRB2, CCND2, SOX17, ABL2, CHP1,
. hsa-mir-200c hsa-mir- . CDK6, DPYSL3, SIAH1, CBL, STAT5A, PPP2CA, STAT5B, PSEN1, PPP2R5E,
mir-8 141 hsa-miR-141-3p X X ZBTB46 CSNK1A1, PPP3R1, PRICKLE, CTBP2, CSNK2AL, EGR2, JAGL, | (320321)
WNT5A, CXXC4, PLCBA4, PBX1, FZD4, NCOA3, KMT2C
ZEB2, PRKACB, JUN, PPP2CA, RHOA, CDKN1B, GRAP2,
hsa-mir-200b PIK3CA, LFNG, CBL, PPP2R5E, PTPN11, KRAS, RAC1, SMAD2,
mir-8 hsa-mir-200a hsa-miR-200b-3p X X DNMT3B NCOA3, CNOT6, AKT2, NKD1, EP300, FBXW11, NOTCH1, (320,322)
hsa-mir-429 ROCK2, CTBP2, TBLIXR1, PPP2R5C, EED, SUZ12, SIAH,
S0CS6, KMT2C, CAMK2D, PRKCA
ZEB2, PRKACB, JUN, PPP2CA, RHOA, CDKN1B, GRAP2,
. PIK3CA, LFNG, CBL, PPP2R5E, PTPN11, KRAS, RAC1, SMAD2,
mir-8 hsa-mir-200c hsa-miR-200c-3p X X DNMT3B NCOA3, CNOT6, AKT2, NKD1, EP300, FBXW11, NOTCH1, (303,320,32
hsa-mir-141 2)
ROCK2, CTBP2, TBLIXR1, PPP2R5C, EED, SUZ12, SIAH1,
SOCS6, KMT2C, CAMK2D, PRKCA
20,323—
mir-9 . hsa-miR-9-5p X X 02 PIK3R3, NOTCH2, SOCS2, HES1, KCNK10, RHOA, CSNK1A1, (320,323
TCF7, VANGL1, BCL2L11, HOXD1, SH2B3, PPP2R5D, HOXBI, 326)
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Clinical relevance in

Target genes

Material i metodes |

References

Gene
family
(307-313)

Clustered miRNAs
(308,309,313-317)

miRNA

Stemness
pathways

diagnosis,
leukemogenesis,
prognosis and
treatment

included in
pLSC6 and/or
LSC17 (318,319)

Target genes involved in stemness pathways (318,319)

PIK3R1, FZD4, PPP2R1A, NOTCHZ2, PTPRJ, GRB10, HOXAS3,
KMT2D, NFATC3, KRAS, TBL1XR1, NFATC2, ROCK1, PPP2R1B,

WNT3A, WNT7A, AKT3, CCND1, AXIN2, CCND2, DLL1, BTRC,

KMT2C, APC, SUZ12, ROCK2, GSK3B

mir-15

hsa-mir-15b
hsa-mir-16-2

hsa-miR-15b-5p

CDK6, NYNRIN,
ZBTB46

WNT2B, CCND3, SOCS6, MAPKS8, RARB, FLT3, ABL2, CHP1,
WNT4, FOSL1, PPP2R5C, CTNNBIP1, FZD6, SIAH1, WIF1,

LRP6, SMAD3, NKD1, EED, PIAS2, WNT108B, PIK3R1, FZD4,
PPP2R1A, NOTCH2, PTPRJ, GRB10, HOXA3, KMT2D, NFATCS3,
KRAS, TBL1XR1, NFATCZ2, ROCK1, PPP2R1B, KMT2C, APC,

WNT3A, WNT7A, AKT3, CCND1, AXIN2, CCND2, DLL1, BTRC,

SUZ12, ROCK2, GSK3B

(330)

mir-15

hsa-mir-15a
hsa-mir-16-1

hsa-miR-16-5p

CDK6, NYNRIN,
ZBTB46

WNT2B, CCND3, SOCS6, MAPKS, RARB, FLT3, ABL2, CHP1,
WNT4, FOSL1, PPP2R5C, CTNNBIP1, FZD6, SIAH1, WIF1,
LRP6, SMAD3, NKD1, EED, PIAS2, WNT108, PIK3R1, FZD4,
PPP2R1A, NOTCH2, PTPRJ, GRB10, HOXA3, KMT2D, NFATC3,

KRAS, TBL1XR1, NFATC2, ROCK1, PPP2R1B, KMT2C, APC,

WNT3A, WNT7A, AKT3, CCND1, AXIN2, CCND2, DLL1, BTRC,
WNT28B, CCND3, SOCS6, MAPKS, RARB, FLT3, ABL2, CHP1,

SUZ12, ROCK2, GSK3B

(320,330)

mir-15

hsa-mir-497
hsa-mir-195

hsa-miR-195-5p

CDK6, NYNRIN,
ZBTB46

LRP6, SMAD3, NKD1, EED, PIAS2, WNT108B, PIK3R1, FZD4,
PPP2R1A, NOTCHZ2, PTPRJ, GRB10, HOXA3, KMT2D, NFATC3,

WNT4, FOSL1, PPP2R5C, CTNNBIP1, FZD6, SIAH1, WIF1,

KRAS, TBL1XR1, NFATC2, ROCK1, PPP2R1B, KMT2C, APC,
SUZ12, ROCK2, GSK3B

PPP2CA, POLR2D, WNT5A, AKT3, C1lorf220, HRAS, FOSL1,
SFRP4, PPARD, BCL2L11, SMAD4, PPP3CA, STAT5A, FZD4,

(320,331)

mir-17

hsa-mir-17
hsa-mir-18a
hsa-mir-19a
hsa-mir-20a
hsa-mir-19b-1

hsa-miR-17-3p

hsa-mir-92a-1

SOCS2, CDK®,
EMP1, DPYSL3,
ZBTB46

MEIS1, MAML2, C20rf15, SLA2, MAPK10, SOCS2, RAC2, ABL2,

CAMK2D, APC2, CAMK2B, WNT10B, NKD1, SFRP1, RBL1,

(332)

GOLGAG6LY, PIK3R1, GOLGA6LY, CAMK2G, NFATC3, NFATS,
RBL1, CTBP1, WNT4, WNT2B, ROCK1, SLA, SYK, KRAS,

178



6.1

‘d6LNM ‘TXONMd ‘T9D7d ‘2ANDID ‘TT12109 ‘VaNIV ‘TVIMINSD MMM“"%MM
(8gg‘z€€) ‘TVXOH ‘TTMXE4 ‘dDV)Yd ‘€dzd4 ‘EVOIN ‘9SD0S “TANDD 9)dd X X ds-qoz-yiw-esy mmoﬁ-h._E-mE /T-IW
219V ‘7493 ‘TIONVA ‘T1£40L ‘TSOS ‘L4994 09N ‘“TYEddd '
. . . ‘ T-BZ6-J1W-esy
. ~ Hmowz ﬁmea gNu\_ Emv__.n_ <uNn_m_n_ ~ T-G6T-A1W-esy
(95€'y . m._.iz\mxﬁ_ o~m<n_a Nw_uom xﬁ.._m._. um._._w,_v_ En_.\_.n_ eIV eQz-lIW-esy
££'12502¢) mm._.2>> H.xOZVE H\mu._n_ Nn__\/_uu HHJNAQm \<m2< \H<U_Zmu 9)ad X X dg-epz-ylw-esy e6T-IIu-esy LT-IW
CVXOH ‘'TTMXgd ‘aO¥)dd “‘€dz4 "€VOIN ‘9SD0S 'TANDD egT-IIL-esy
218V ‘2493 ‘T19NVA ‘T1£4DL “TSOS ‘£d998 09N ‘TYEddd D-L_.E-mm;
T-eg6-llw-esy
T-g6T-JlW-esy
\ Am\ \ \ \ mbiz 7avo xﬁz\s \ \ ) X X de-egT-yiw-esy eQZ-Jlw-esy JT-I
€€'VEE0CE) CHOLON ‘€dzd ‘98LNM ‘@OVXYd ‘TAVIAS ‘TINVVYA “TANDD eepT-Jlw-esy
egT-Jlw-esy
LT-llW-esy
‘ . ‘ p ‘ T-8Z6-J1W-esy
) \Eouz \;ma.m WQE ﬁm@:& q\\uwnin. \mb\u.\w\ T-G6T-IIw-esy
(v \mmq\m Qm&im NWGOQ xﬁE uw.:\év\ Em*m (A1 wm.;\\s eQz-JIW-esy
ce'e££02¢) ﬁx\ozvi Hm\u.E NQZwu Ewdm q\\m::\ H\_\U\Zmu\ CYXOH 9Nad X X dg-£T-ylw-esy e6T-II-esy LT-IW
. :\_\_xﬁ mu.wqu man..\ MNQUZ mMQOm\HQZ.d \quq\ egT-IIW-esy
453 ‘TIONVA ‘T1£401 ‘TSOS £d99Y4 28N ‘T¥Eddd ‘911109 /T-i1w-esy
VIYZddd ‘ZSVId 0EdVS
TADIN TINV TINM ‘Sd998 ‘TSVEAN “TZHSY ‘9XVd DD€ddd
‘ISOS ‘ddAIVD ‘TAYHY ‘TAA ‘GENSD ‘TIIV ‘CANDD ‘TUXT 141
‘€AXOH ‘€0X04 ‘€9XOH ‘TNVVA ‘ASHZddd ‘ALINM
‘SYHN ‘0Taz4 D419 ‘T1ZNS ‘v4I1d T8d1d ‘Td)IS ‘€Sd1
‘910ND ‘€EAVINS VZAINVI ‘YILVAN ‘G6INM VIENId XT141
‘€@z4 ‘TVZINSD LTXOS ‘02Z44OTD ‘€LNM “TATH vdaay
2az4 ‘zdvd9 ‘GIdYIN ‘2ITIDIYd ‘TOLVAN ‘YSHZddd ‘VaNrvY
‘vX1Q ‘dTHZddd DL ‘19D PAXOH ‘TWXOH ‘ST440ZD
05Y2ddd £401 ‘X)N¥d ‘0T94D ‘TOVI ‘dSLNM ‘TNISd ‘TAXOH
(6TEBTE) LTIST jueuibaly
40/pup 93s1d pup sjsouboid sAomyzod (£Te-€TE'60€80E) (T,
LERVEVETENY] (6TE‘8TE) SAbDMYy1pd ssauwals uj panjonu sauab 3a6.01 ‘s1sauabowaynay| VNYIW Ajjwnf
ur papnjaur SSauwals SYNYIW paJiaisn|d
‘sisouboip auaon
sauab 1abin ]

uf 33UPA3|3J [DIIUID)

| sapoiaw | [eli21eN




Material i mét

odes |

Clinical relevance in
Gene diagnosis, Wl L
. Clustered miRNAs . Stemness - included in . .
Gm@ﬂm\wwv (308,309,313-317) miRNA e — E:hmﬁﬂﬂmﬂ“& pLSC6 and/or Target genes involved in stemness pathways (318,319) References
prog LSC17 (318,319)
treatment
hsa-mir-19b-2 AKT3, PTPRJ, KMT2C, TBL1X, ROCK2, PPARD, RARB, NFATS5,
hsa-mir-92a-2 PPP2CA, PIK3R1, FZD4, PSEN1, NCOR1
hsa-mir-363
hsa-mir-17 CCND1, PKNOX1, PRICKLE2, PPP2R5E, PRKACB, PIK3CA,
hsa-mir-18a WNT3, WNT10A, CCND2, FZD6, CNOT6, GRB10, WNT7B,
. hsa-mir-19a . PPP2R5A, HOXD1, PLCB1, PRKX, FBXW11, KDM6A, SOCS6, (320,334,33
mir-19 hsa-mir-20a hsa-miR-19a-3p X 2BTB46 KRAS, YY1, NFATC2, BCL2L11, TMEM236, NLK, HOXD4, 9)
hsa-mir-19b-1 SUZ12, FZD3, VANGL1, RXRA, CSNK2A1, MAPKS, PAX6,
hsa-mir-92a-1 WNT1
hsa-mir-17 CCND1, PKNOX1, PRICKLE2, PPP2R5E, PRKACB, PIK3CA,
hsa-mir-18a WNT3, WNT10A, CCND2, FZD6, CNOT6, GRB10, WNT7B,
. hsa-mir-19a . PPP2R5A, HOXD1, PLCB1, PRKX, FBXW11, KDM6A, SOCS6, (320,334,33
mir-19 hsa-mir-20a hsa-miR-19b-3p X 2BTB46 KRAS, YY1, NFATC2, BCL2L11, TMEM236, NLK, HOXD4, 9)
hsa-mir-19b-1 SUZ12, FZD3, VANGL1, RXRA, CSNK2A1, MAPKS8, PAX6,
hsa-mir-92a-1 WNT1
. . ST3GALS6, JAG1, PIK3R1, MAPK10, SOCS6, PPP3CA, LRPS6,
mir-21 - hsa-miR-21-5p X CDke MEIS1, CNOT6, SUZ12, WNT2B, NFATS, FZD8 (320,340)
TET2, FRAT, ARRB1, CBL, AKT3, HOXA4, CSNK1A1, WNT108, (320,322,34
mir-22 - hsa-miR-22-3p X S0CS2, DPYSL3 CAMK2G, TP53, MAPK10, SOCS2, EP300, NRAS, TCF7L2, ’ N ’
NFAT5, PAX6, FZD8, WNT1
hsa-mir-23b BCL2L11, CDKN1B, WNT8B, CAMK2B, RBBP4, TCF7, CSK,
mir-24 hsa-mir-27b hsa-miR-24-3p X - CNOT6, WNT4, GSK3B, DLL1, WNT2B, GAB2, CAMK2D, (320,342)
hsa-mir-3074 SOCS6, PRKCA, RARG, NFAT5, NLK, FZD5, DVL3, PIAS2
hsa-mir-24-1
hsa-mir-17 CAMK2A, FZD10, BCL2L11, PTPRJ, CXXC4, DTX2, HOX(C4,
mir-25 hsa-mir-18a hsa-miR-92a-3p X ZBTB46 EZH2, EGR2, CTNNBIP1, SOCS6, NCOA3, DAAM1, TBL1XR1, (320,334)
hsa-mir-19a NLK, MAPKS8, NRAS, ABL2, NOTCH1, NFAT5, PIK3CA
hsa-mir-20a
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Clinical relevance in
diagnosis,

Target genes
included in

Target genes involved in stemness pathways (318,319)

Material i metodes |

References

Gene
family
(307-313)

Clustered miRNAs
(308,309,313-317)

Stemness

miRNA
pathways

leukemogenesis,
prognosis and
treatment

pLSC6 and/or
LSC17 (318,319)

MYC, EED, RARB, HOXA1, FZD3, RARG, PPP3CA, SOCS6,

CSNK1A1, SOS1, SAP30, CAMK2D, SH2B3, PSEN2, NFATS,
BCL2L11, KMT2C, GRB10, TCF7, PPP3CB, NFATC3, NCOA3,
ABL2, MAPKS8, PRICKLE1, LRP6, CNOT6, SMAD2, PPP3R1,

(320,347)

mir-30

hsa-miR-30a-5p

FZD2, FOX03, HOXA2, MAP3K7, PPP2R5E, ROCK2, NFATC2,
KRAS, YY1, TBL1XR1, NOTCH1, WNT7B, TBL1X, KMT2D, NLK,

CSNK2A1
MYC, EED, RARB, HOXA1, FZD3, RARG, PPP3CA, SOCS6,
CSNK1A1, SOS1, SAP30, CAMK2D, SH2B3, PSEN2, NFATS,
BCL2L11, KMT2C, GRB10, TCF7, PPP3CB, NFATC3, NCOAS3,
ABL2, MAPKS, PRICKLE1, LRP6, CNOT6, SMAD2, PPP3R1,

(285)

mir-30

hsa-mir-30d
hsa-mir-30b

hsa-miR-30b-5p

FZD2, FOX03, HOXA2, MAP3K7, PPP2R5E, ROCK2, NFATC2,
KRAS, YY1, TBL1XR1, NOTCH1, WNT7B, TBL1X, KMT2D, NLK,

CSNK2A1
MYC, EED, RARB, HOXA1, FZD3, RARG, PPP3CA, SOCS6,
CSNK1A1, SOS1, SAP30, CAMK2D, SH2B3, PSEN2, NFATS,
BCL2L11, KMT2C, GRB10, TCF7, PPP3CB, NFATC3, NCOA3,
ABL2, MAPKS, PRICKLE1, LRP6, CNOT6, SMADZ2, PPP3R1,

(348)

mir-30

hsa-mir-30e
hsa-mir-30c-1

hsa-miR-30e-5p

CDK6, ZBTB46

FZD2, FOXO3, HOXA2, MAP3K7, PPP2RSE, ROCK2, NFATC2,
KRAS, YY1, TBLIXR1, NOTCH1, WNT7B, TBL1X, KMT2D, NLK,

CSNK2A1
FOSL1, DLL1, LEF1, NOTCH1, ROCK1, NOTCH2, YY1, DAAML,
JAG1, PRKACB, KMT2D, PPP3R1, CCND1, RARB, CNOTE,
GRAP2, SMAD4, TBLIXR1, WNT1

(284,320)

mir-34

hsa-miR-34a-5p

S0CS2, CDKe,

Sirt1 HDAC1, ZNF281, GABRA3, CREB, DLL1, DKK1, POLR2G,

MYC, MAPK10, C20RF15, MAP3K7, CBL, EP300, FZD5,
NCOR1, GRB2, NOTCH1, RBBP5, SKP1, SOCS2, RHOA, RXRA,
DAAM1, EGR2, C2orf15, GSK3B, WNT5B, PPP3R2, HOXD3,

(320,322,34
9)

mir-34

hsa-mir-34b
hsa-mir-34c

hsa-miR-34b-5p

EMP1,
LAPTMA4B,
ZBTB46

HOXB3, RARA, PPP3CA, PRKCA, VANGL1, JAG1, CTNNB1,

VANGL2, DAAM2, HEYL, GRB10, BCL2L11, LRP6, NOTCH2,
CCND2, WNT2B, PRKX, CNOT6, CTNNBIP1, GOLGA6LSY,
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SH2B3, GOLGA6LY, SMAD4, PRICKLE1, PPP2R5A, RBBP4,
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Material i metodes |

Gene
family
(307-313)

Clustered miRNAs
(308,309,313-317)

miRNA

Stemness
pathways

Clinical relevance in
diagnosis,
leukemogenesis,
prognosis and
treatment

Target genes
included in
pLSC6 and/or
LSC17 (318,319)

Target genes involved in stemness pathways (318,319)

References

mir-139

hsa-miR-139-5p

S0CS2, CDK6

HOXB2, CAMK2D, JUN, PPP2CA, SOCS2, FZD3, MAPKS,
ROCK2, DVL1, PRKCA, ROCK1, PTPRJ, NOTCH1, CCND2,
CTNNB1, KMT2D, NFAT5

(353,354)

mir-140

hsa-miR-140-5p

WNTO9A, EGR2, SIAH1, JAG1, NLK, CTCF, NFAT5, SMAD2,
PAX6, WNT1, SAP30

(355)

mir-142

hsa-mir-4736
hsa-mir-142

hsa-miR-142-3p

RAC1, APC, KDM6A, RARG, TBL1X, SKP1, PLCB1, ROCK2,
PPP3CA, SOCS6, ABL2, TBL1XR1, MEIS1, PPP3R1, VANGL1

(320,356)

mir-150

hsa-miR-150-5p

NOTCH3, SKP1, TP53, EGR2, PSEN1, PRICKLE2, CTNNB1,

PPP2CB, EP300, CBL, CSNK1A1, CAMK2G, APC, WNT2B,

FZD4, CCND2, PRKCA, ROCK1, NFATC3, AKT3, FBXW11,
NOTCH3, GSK3B, ST3GAL6

(357,358)

mir-155

hsa-miR-155-5p

CSNK1A1, TCF7L2, KRAS, MEIS1, FOXO3, MAP3K7, PIK3CA,
MAFB, CHDS8, SOCS6, SLA, CBL, PTPRJ, APC, PIK3R1, GSK38,
SMAD2, NFATS, SOS1, FZD5

(320,359)

mir-181

hsa-mir-181a-2
hsa-mir-181b-2

hsa-miR-181a-5p

SOCS2

RBBP7, HOXD1, HOXA1, SLA, KRAS, TCF7L2, BCL2L11, SH2B3,
PPP3R1, WNT9A, HOXB4, GRB10, AKT3, TBLIXR1, PRICKLEZ,
WIF1, EED, YY1, SOS1, SOCS2, NFATC2, SFRP4, TBL1X,
CAMK2G, KMT2C, NRAS, SENP2, NFAT5, CSNK1A1, NOTCH2,
PPP2R5E, LRP6, NLK, PKNOX1, SMAD2, VANGL1, MAPKS,
PBX1

(320,360)

mir-181

hsa-mir-181a-1
hsa-mir-181b-1

hsa-miR-181b-5p

S0CS2

RBBP7, HOXD1, HOXA1, SLA, KRAS, TCF7L2, BCL2L11, SH2B3,
PPP3R1, WNT9A, HOXB4, GRB10, AKT3, TBLIXR1, PRICKLE2,
WIF1, EED, YY1, SOS1, SOCS2, NFATC2, SFRP4, TBL1X,
CAMK2G, KMT2C, NRAS, SENP2, NFAT5, CSNK1A1, NOTCH2,
PPP2R5E, LRP6, NLK, PKNOX1, SMAD2, VANGL1, MAPKS,
PBX1

(320,360)

mir-181

hsa-mir-181c
hsa-mir-181d

hsa-miR-181c-5p

S0CS2

RBBP7, HOXD1, HOXA1, SLA, KRAS, TCF7L2, BCL2L11, SH2B3,
PPP3R1, WNT9A, HOXB4, GRB10, AKT3, TBL1XR1, PRICKLE2,
WIF1, EED, YY1, SOS1, SOCS2, NFATC2, SFRP4, TBL1X,
CAMK2G, KMT2C, NRAS, SENP2, NFAT5, CSNK1A1, NOTCH2,

(320,360)

184



€1AA NIN DYL8 ‘TSOS ‘TANN OTNdYW ‘2d9.LD ‘€GXOH

“TAFH VINHd ‘TVIINSD ‘THILON ‘VIENID ‘TSIFN ‘ZLNM qe0c-Jlw-esy
ec0z-ylw-es -llw
(cze) 218V ‘ISIH ‘INIXV 2dV ‘00€d3 DZLWY ‘TITNIIYD ‘Td¥dS relaz X X g0l 4 eg0C-Jlw-esy g0z
9SD0S ‘dI)¥d ‘8AdVYN ‘TIND €LV ‘2INA ‘T1aV::409 ‘T1aV
AdVYIN
(89€) ‘TYXTT41 ‘9LOND ‘THOON ‘19D ‘LLNM ‘TOVI ‘TID0Y Y19 - X X ds-g66T-yiw-esy - 66T-11W
‘bdagy MIN ‘dENSO ‘INNAD ‘TLINM ‘vaz4 ‘01945 ‘9074
TTONVA ‘TTZNS ‘218 ‘TVIINSD ‘TIMXE4
‘ - de-egeT-Ylw-es - -w
(£9g‘0ze) ‘T27d ‘TdHD ‘IdVYIN V6LINM VINGY ‘ISHYZddd NIN X X e-ee6T-! 4 e61-4
SAdVYW ‘TIDIDIYd ‘218V ‘2ANDD ‘NINISd ‘TAA ‘TX9d
dg- -ylw-es - -w
(s82) ‘@z¥10d ‘TXI0Y ‘2SO0S ‘TAXOH ‘INYAD ‘SYYN DAN XOH €s20s X X Sa96T-¥! . 96T
8AdVYW ‘TIDIDIYC 278V ‘2ANDD ‘NANISd ‘TAA
‘ dg-eg9gT-Ylw-es - -w
(oze'sgz) ‘IX4d ‘Gz¥10d ‘TAD0Y ‘2S20S ‘TAXOH ‘dINMAD ‘SYYN XOH €s20s X X Rl 4 96T
5074 ‘vaz4 ‘vevd Tz-NIw-esy
(99g‘0z€) ‘G1V4AN ‘THEddd ‘GS1VLS TVZINSI DZLNY ‘TAD0Y ‘TIWYYAa Z2500S X X ds-v6T-yiw-esy H-wmﬁ-..__rc-mmc veT-dW
‘bdagY ‘8AHD LTIXOS ‘TUNV DIINVI 2SI0S ‘21/4I1 ‘TX9YH ’
Id)S ‘037 TNVYYA OTIdYN ‘Vanrv ‘TYXT14. eGqo¢g-Jlw-esy
‘ dg- -ylw-es -Jw
(sog‘0ze) ‘POXXD ‘THYIS DS¥Zddd ‘910ND ‘TNISd ‘TANDID ‘Sv¥) reds X X e-ager- 4 qe6T-dw-esy Sl
Id)S ‘G337 TNYYA OTIdYN VNIV ‘TYXTIEL ‘bIOXXD ‘THVIS
dg-egeT-yYlw-es - -Jw
(cze) 0SY¥Zddd ‘910ND ‘TNISd ‘TANDID ‘Sv¥) ‘€x3q LINI ¥EAD reds X X e-eeer-yl 4 Sl
(v ¢6T-Jlw-esy
feact 74D ‘SLVAN ‘€VOIN ‘dOVNYd ‘4DLD ‘TdIGNNLD ‘TAA - X X ds-z6T-ylw-esy ¢-v6T-lw-esy ¢6T-dIw
9€'€9€°0¢€)
0S/9-4lw-esy
I{¢/\\o)]
- dg-eQeT-Ylw-es - -Jw
(c9€) ‘v8271d ‘9XVd ‘THEddd ‘TID0H ‘YIXXD ‘dINNAD ‘2AVINS X X S-eoeT-y! 4 oeT-4
v427d ‘TVZ)INSD ‘TaNDII ‘19D ¢8T-Jlw-esy
(T9g‘0ze) ‘SVHN ‘ADINVD ‘VONYd ‘TIWVYYA ‘GIVIHd ‘TIONVA 9SD0S - X X dg-€8T-ylw-esy 96-J1W-esy €8T-JIW
‘YAYINS ‘9d¥T DSHZddd ‘dDZddd ‘21/4I1 ‘VIZddd ‘CNISd €8T-Jlw-esy
IX8d
AV ‘TTONVA ‘CAVINS ‘TXONMd NIN 9d¥7 “IS4Zddd
(6Te'8T¢) WawInaIy
OIS oo re-ererorron | EEL)
LERVEVETENY] (6TE‘8TE) SAbDMYy1pd ssauwals uj panjonu sauab 3a6.01 pup 9057 ‘s1sauabowaynay| # VNYIW LTE-ETE 60E'80E Ajjwnf
ur papnjaur , SSauwals SYNYIW paJiaisn|d
'sisouboip auaon
sauab 1abin ]

uf 33UPA3|3J [DIIUID)

| sapoiaw | [eli21eN




Material i metodes |

Clinical relevance in

Gene diagnosis, Wl L
Clustered miRNAs Stemness i included in
i iRNA i T involved i h 18,31 R
Gm@ﬂm\wwv (308,309,313-317) mi pathways E:hmﬁﬂMm”“& pLSC6 and/or arget genes involved in stemness pathways (318,319) eferences
prog LSC17 (318,319)
treatment
b emir 22 CDKN1B, PPP3R1, PIK3R1, SKP1, NLK, TCF7L2, DKK2, CTCF,
mir-221 o hsa-miR-221-3p X X ; AXIN2, NFATC3, KMT2C, GRB10, CBL, NFATC2, CHDS, (320,369)
MAPK10, CNOTS6, FRAT2, PPP2R5E, BCL2L11, NFAT5, MEIS1
heamir 222 CDKN1B, PPP3R1, PIK3R1, SKP1, NLK, TCF7L2, DKK2, CTCF,
mir-221 o hsa-miR-222-3p X X ; AXIN2, NFATC3, KMT2C, GRB10, CBL, NFATC2, CHDS, (369)
MAPK10, CNOT6, FRAT2, PPP2R5E, BCL2L11, NFATS5, MEIS1
NLK, SOCS2, PPP2R5E, PRKX, AKT3, SFRP4, KDM6A, HOXB2,
EP300, PPP3R1, JAG1, GRAP2, NRAS, AJUBA, PTPRJ, ROCK1,
CSNK1A1, HOXD4, RBBP4, SH2B3, CACYBP, WNT9B, POLR2D,
S0css. b3 SOCS6, PPP3CB, CREBBP, PRKCB, MAML2, PRICKLE1, KRAS,
CoRs Core PLCB1, ROCK2, CXXC4, PIK3R1, MAPKS, APC, WNT9A,
oo hsa-mir-222 e miR222.5 y ) Crsonray CAMK2D, ABL2, FZD3, RARA, KMT2C, FZD7, MAP3K7, (370)
hsa-mir-221 P " NOTCH2, SMAD3, C20RF15, SMAD2, FOX03, TBLIXR,
e PPP2R1B, WNT4, C150RF37, PRKCA, CAMK2B, CTBP2,
FBXW11, WNT5A, UBA52, FZD4, TMEM236, TMEMZ236,
PIK3CA, VANGL1, ARRB1, RBBP5, NCOR1, DVL3, FZD1, PAX6,
PPP3CC, PKNOX1, SKP1, FZD8, NKD1, PRKACB, PIAS2, UBC,
HEYL, SAP30
4 . SIAH1, APC, FOXO3, FZD4, PRKACB, MAFB, SH2B3, RBBP4, | (283,322,35
mir-223 ) hsa-miR-223-3p X X - KMT2C, PAX6, PKNOX1, E2F1 0)
hsa-mir-371a WNT7B, POLR2D, MEIS1, WNT10A, POLR2K, WNT9B, PLCB2,
4 hsa-mir-371b . SOCS2, CHP1, NFATC2, GRAP2, WNT2B, DLL1, PPARD, PRKCB,
mir-290 hsa-mir-372 hsa-miR-371a-3p X X S0Cs2, CDK6 HOXB4, FOXO3, WNT3A, SOS1, NFATC1, PLCB4, PPP2R5C, (292)
hsa-mir-373 PPP2CA, PIK3CA, VANGL1, AKT2, PBX1, PIAS2
hsa-mir-371a FZD6, PPP3R1, RBBP7, SMAD2, LEF1, CCND2, FZD3, CCND1,
. hsa-mir-371b . AJUBA, PRKACB, DKK1, HOXB3, ABL2, WNT9B, AKT1, CNOTS,
mir-290 hsa-mir-372 hsa-miR-372-3p X X ; TCF7L1, NCOA3, WNT9A, SUZ12, GAB2, ROCK2, CSNK1A1L, (285)
hsa-mir-373 BCL2L11, PSEN1, KMT2C, APC, FOXO3
hsa-mir-424 DK, NYNRIN. | WNT3A, WNT7A, AKT3, CCNDI, AXIN2, CCND2, DLLL, BTRC,
mir-322 hsa-mir-503 hsa-miR-424-5p X X Nmﬂm 16 ’ WNT2B, CCND3, SOCS6, MAPKS, RARB, FLT3, ABL2, CHP1, (285,320)
hsa-mir-542 WNT4, FOSL1, PPP2R5C, CTNNBIPL, FZD6, SIAH1, WIF1,
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Material i metodes |

Clinical relevance in

Gene Clustered miRNAs Stemness diagnosis, dﬂ.wnuwuﬂu
family N miRNA leukemogenesis, Target genes involved in stemness pathways (318,319) References
(307-313) (308,309,313-317) pathways s pLSC6 and/or
treatment LSC17 (318,319)
hsa-mir-450a-2
hsa-mir-450a-1
hsa-mir-450b
hsa-mir-4732
mir-451 :ﬂwm..nﬂ_ppww_o hsa-miR-451a X X ; PRICKLE2 (374)
hsa-mir-451a
hsa-mir-424
hsa-mir-503 HOXD3, TCF7L2, TCF7L1, WNT9A, SOCS2, PRKACA, CUL1,
. hsa-mir-542 . FZD10, TBL1X, CSNK2A2, WNT10A, WNT7B, CCND3, DAAM1,
mir-542 hsa-mir-450a-2 hsa-miR-542-5p X X S0¢s2 PRKCA, BTRC, ABL2, NOTCH1, PBX1, GRAP2, PPP2R1A, (285)
hsa-mir-450a-1 NCOR1
hsa-mir-450b
CAMK2D, MAP3K7, ABL2, FZD6, RBX1, PPP3R2, CHP2,
MAPKS8, TP53, PIAS2, FZD10, PTPN11, VANGL1, HOXD4,
WNT7A, NRAS, CSNK1E, FZD3, SMAD4, PRKX, GRB2, FOX03,
CSNK1A1L, PSEN1, SOCS6, TBL1X, NFATC1, TCF7L2, RARG,
CTNNB1, PIK3R1, CSNK1A1, NCOR1, PPP3R1, CCND1, PRKCA,
CD34, CDK®, LRP6, HOXD1, WNT9B, LFNG, POLR2D, PPP3CA, NCOA3, CBL,
EMP1, CAMK2B, PLCB1, RBBP4, FZD4, HDAC3, CTNNBIP1, CAMK2G,
) hsa-mir-374a ) LAPTM48B, RBBP5, CCND3, SYK, CXXC4, HOXD3, ROCK2, PCGF2, PTPR),
mir-545 hsa-mir-545 hsa-miR-545-3p X X NYNRIN, DKK2, WNT5A, TMEM236, HOXA1, TMEM236, PRKCB, (285)
ARHGAP22, NFATC4, ROCK1, MAFB, UBB, AKT3, TBL1XR1, SMAD?2,
ZBTB46 CTBP2, PPARD, YY1, BCL2L11, CAMK2A, FRAT2, GRB10,
PLCB3, FZD2, MAPK9, NLK, ARRB1, VANGL2, TCF7L1, KMT2D,
GAB2, WNT5B, PPP3CB, SMAD3, PRICKLE2, BTRC, KRAS,
NKD1, NFAT5, JAG1, NFATC2, STAT5B, CNOT6, NOTCH2,
AKT1, PPP2CA, SKP1, GRAP2, FZD8, SAP30, PBX1, HOXB4,
HEYL
mir-708 - hsa-miR-708-5p X X - HOXB3, RARG, NRAS, GSK3B, FOXO3, RBBP5, CBL (285)
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Material i metodes |

Taula 22: Llistat de les seqiiencies dels miRNAs i els controls inclosos en la placa de RT-PCR quantitativa.

Nom del miRNA

hsa-let-7a-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-545-3p
hsa-let-7g-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-181c-5p
hsa-miR-100-5p
hsa-let-7f-5p
UniSp3 IPC
hsa-miR-193a-3p
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-222-5p
hsa-miR-542-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-193b-3p
UniSp6 CP
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-128-3p
hsa-miR-449a
hsa-miR-371a-3p
hsa-miR-151a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
UniSp3 IPC
hsa-miR-196b-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-372-3p
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-373-3p
hsa-miR-199b-5p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-708-5p
U6 snARN
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-196a-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-200b-3p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-10a-5p

Seqtiencia diana

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
UCAGCAAACAUUUAUUGUGUGC
UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU

AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
CUCAGUAGCCAGUGUAGAUCCU
UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA
UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
AACUGGCCCUCAAAGUCCCGCU

UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
AAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGU
UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA

UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU

UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG

GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG

CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG

ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG

190

LNA™ PCR primer set,
Numero de producte
205727
204750
204767
204124
204540
206087
204565
204394
204683
205689
204359
n/a
204591
205625
206035
204551
204314
204198
204080
205713
204227
204504
204226
n/a
205637
205995
204481
204299
204007
205702
206023
204660
204308
204066
204243
n/a
204555
204771
206081
204530
204137
204788
204604
204152
204207
204306
204490
203907
204536
205869
204386
205862
204450
204292
206071
204482
205695
204778




Material i metodes |

Nom del miRNA

hsa-miR-17-3p
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-1290
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-451a
hsa-miR-126-5p
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-425-3p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-449b-5p
hsa-miR-203a
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-10a-3p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-331-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-183-5p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-29¢c-3p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-34b-5p
hsa-miR-190a-5p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-450a-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-192-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-103a-3p

Sequiéncia diana

ACUGCAGUGAAGGCACUUGUAG
AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
UGGAUUUUUGGAUCAGGGA
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
CAUUAUUACUUUUGGUACGCG
UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
AUCGGGAAUGUCGUGUCCGCCC
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC
GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
CAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA
AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
CUAGGUAUGGUCCCAGGGAUCC
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG
UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
UUUUGCGAUGUGUUCCUAAUAU
UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC
CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA

191

LNA™ PCR primer set,
Ndmero de producte
206008
204337
2118634
204755
204230
204734
206010
204714
204258
204038
204532
205874
205986
204751
205914
204260
205688
205659
204423
204765
206030
204698
204679
204729
204606
204424
204763
204486
206085
204291
204513
205711
204384
204736
204521
204099
204063
204063




Material i metodes |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A hsalet-7a-5p hsa-let-70-5p hsa-et-7¢-5p hsadet-7d-5p  hsa-miR-140-5p hsa-miR-5453p  hsalet-7¢-5p hsa-let-7+5p  hsa-miR-181c-5p hsamiR-100-5p  hsalet-7+5 UniSp3IPC

B hsa-miR-193a3-3p hsa-miR-242-3p hsamiR-1323p hsa-miR-22-3p hsa-miR-22-5p hsa-miR-542-5p hsa-mR-194-5p hsa-miR-1250-5p hsa-miR-126-3p hsamiR-141-3p hsa-miR-1930-3p  UniSp6 CP
C  hsa-miR-100-5p hsamiR-128-3p hsa-miR-44%9a hsa-miR-3712-3p hsamiR-151a-5p hsa-miR-16-5p hsa-mR-26a-5 hsa-miR-150-5p hsamiR-155-5p hsamiR-15a-5p hsa-miR-15b-5p  UniSp3IPC
D  hsa-miR-196b5p hsa-miR-17-5p hsa-miR-1812-5p hsa-miR-1816-5p hsa-miR-372-3p hsa-miR-1333-3p hsa-mR-373-3p hsa-miR-199b-5p hsa-miR-183-5p hsamiR-191-5p hsa-miR-708-5p UG snRNA
E  hsa-miR-199a-3p hsa-miR-195-5p hsa-miR-196a-5p hsamiR-19a-3p hsamiR-19b-3p hsa-miR-0a-5p hsa-miR-2000-3p hsa-miR-200c-3p hsa-miR-30a-5p hsamiR-10a5p hsa-miR-17-3p hsa-miR-425-5p
F hsamR-12%0  hsamiR-20b-5p hsamiR-21-5p  hsa-miR451a hsamiR-126-5p hsa-miR-0e-fp hsa-mR-923-3p hsa-miR<425-3p hsamiR-221-3p hsamiR-13%-5p hsa-miR-223-3p hsa-miR-449b-5p
G hsamR-2033  hsa-miR-24-3p hsa-miR-10a-3p hsa-miR-34c-5p hsamiR-331-5p hsa-miR-0b-fp hsa-mR-183-5p hsa-miR-2%-3p hszamiR-290-3p hsamiR-29¢-3p  hsa-miR-2-3p  hsa-miR-34b-5p

H  hsa-miR-190a-5p hsamiR-243-5p hsa-miR450a-5p hsamiR-142-3p  hsa-mR-95p hsalet-7e-5p  hsa-mR-920-3p hsa-miR424-5p hsamiR-993-5p hsamiR-192-5p hsamiR-1033-3p hsamiR-103a-3p

Figura 27: Disseny de la placa de miRNAs.
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1.3 Extraccid d’acids nucleics, transcripcio reversa i PCR quantitativa:

Pel diagnostic molecular i posterior estudis van emprar-se mostres de moll d’os i sang

periférica obtingudes al diagnostic.

La separacio de cel-lules mononucleades va fer-se mitjangant un gradient de densitat amb
Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis MO, USA). Per a I'extraccid de RNA es va utilitzar TriPure
Isolation Reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) i Direct-zol ARN MiniPrep
(Zymo Research, California, CA, USA).

La sintesi de DNA complementari (cDNA) es va fer a partir de 10 ng total de RNA
mitjancant el miRCURY LNA™ Universal RT microRNAPCR kit (Bionova cientifica, Madrid,
Spain) i la RT-gPCR en un termociclador LigthCycler 480 (Roche, Basel, Switzerland) amb
I"Us de SybrGreen Master Mix (Roche, Basel, Switzerland), seguint les instruccions del

proveidor.

1.4 Analisi d’expressio:
1.4.1 Normalitzacié de les dades crues:

Mitjangant la RT-gPCR es van obtenir els valors quantitatius de I'expressié dels miRNAs.
Els valors de Ct (Cycle Threshold) superiors a 35 es van considerar negatius i es van
censurara un valor de Ct de 45. Els valors de Ct crus es van normalitzar utilitzant el control
interplaca (interplate control, IPC), restant la mitjana global de I'lPC de la mitjana de I'IPC

de cada mostra i obtenint aixi els valors de Ct normalitzats (CTnorm).

D’altra banda, per seleccionar un control endogen de referéncia es va calcular la desviacié
estandard (DE) dels valors CTnorm dels possibles controls endogens de referéncia: U6
snARN, hsa-miR-191-5p i hsa-miR-103a-3p. Vam escollir el miRNA hsa-miR-191-5p com a

control endogen ja que era el mMiRNA amb una DE menor (DE=2.192) (Figura 28).
1.4.2 Analisis no supervisades:

Els valors de Delta CT (ACT) es van obtenir calculant per a cada mostra la diferéncia entre

els valors CTnorm del miRNA hsa-miR-191-5p endogen i els valors CTnorm dels miRNAs.
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L'estudi no supervisat Hierarchical cluster analysis (HCA) dels valors del ACT dels miRNAs
es va realitzar utilitzant la funcid heatmap.2 del paquet gplots de R/Bioconductor. Es va
utilitzar la distancia euclidiana per obtenir la matriu de distancies i el metode

d’aglomeracié completa per crear els clusters.

Els dendrogrames d’agrupacid jerarquica no supervisats es van dividir en clisters
utilitzant la funcid cutree del paquet stats de R/Bioconductor. L'analisi de components
principals (principal component analysis, PCA) es va realitzar aplicant la funcié prcomp del
paquet stats de R/Bioconductor als valors ACT i es va representar utilitzant el paquet

Plotly.
1.4.3 Estudis supervisats:

Els valors d’expressié relativa (AACT) es van calcular utilitzant el metode de global mean
de les mostres de leucémia com a calibrador i es van representar com a heatmap amb
agrupacio jerarquica. Les diferencies d’expressié (AACT) entre els subgrups d’interés es
van calcular mitjangant la funcié ImFit del paquet limma R. Es va utilitzar el metode de
false discovery rate (FDR) per ajustar els valors de p amb un llindar de 0.05 (376). Per
calcular les diferéencies d’expressid entre multiples subgrups d’interés es va aplicar la

funcié aov ANOVA del paquet estadistic R v3.3-1 (377).

1.5 Analisi de les vies en les que participen els miRNAs estudiats:

El heatmap per entendre la funcié dels miRNAs i les vies en les quals es troben implicats
es va realitzar mitjancant el servidor web DIANA-mirPath v3.0. El servidor identifica totes
les vies en les que els miRNAs seleccionats es troben implicats de forma significativa,
realitza una analisi d’enriquiment i estima els nivells de significacid (p-valors) entre cada
miRNA i cada via. Posteriorment, s’extrau un valor p fusionat per a cada via combinant
els nivells de significacid previament calculats utilitzant el métode de meta-analisi de
Fisher. El valor p resultant representa 1 menys la probabilitat que les vies examinades
s’enriqueixin significativament en gens diana per almenys un dels miRNAs seleccionats.
Els valors p combinats indiquen si una via concreta és diana d’almenys un miRNA del grup

seleccionat inicialment (378).
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1.6 Prediccid de dianes de miRNAs:

Les dianes dels miRNAs d’interes es van identificar utilitzant la base de dades TargetScan
V8.0 (http://www.targetscan.org/). Aquest recurs permet predir les dianes biologiques

de miRNAs buscant llocs d’unié complementaris de miRNAs seleccionats (318,319).

1.7 Cohort de validacié

Per tal de validar els resultats obtinguts, es van extraure dades del programa
Therapeutically applicable research to generate effective treatments (TARGET)
(https://target-data.nci.nih.gov/), phs000218. Les dades utilitzades per I'analisi es poden
trobar a https://portal.gdc.cancer.gov/projects. Es van utilitzar les dades d’informacié
clinica, dades de miRNA-Seq i dades d’expressiod génica estudiada per microarrays dels

pacients amb LMA del repositori.

Per a les dades de miRNA-Seq vam agrupar les lectures per milio de la firma de miRNAs a
partir de 447 mostres de pacients amb LMA. Varem excloure 312 pacients per la falta de
dades de supervivéncia i els pacients majors de 19 anys. A continuacio, vam aplicar la
transformacié log2(1+lectures per milid) a les dades de miRNA-Seq. L'agrupacid
jerarquica no supervisada de les dades transformades de miRNAs es va realitzar utilitzant
la funcié heatmap.2 del paquet gplots de R/Bioconductor. La distancia d’Euclides es va
utilitzar per a obtenir la matriu de distancia i el métode d’aglomeracié completa per a
I'agrupacié. Posteriorment, el dendrograma d’agrupament jerarquic no supervisat es va
dividir en dos grups utilitzant la funcid cutree del paquet d’estadistiques de
R/Bioconductor. Finalment, vam realitzar I'analisi de supervivencia mitjangant Kaplan-
Meier dels dos clusters obtinguts a partir de la funcid cutree utilitzant les funcions Surv i

survfit del paquet R de supervivencia v3.3-1 (377).

Pel que fa a les dades de microarrays d’expressid génica, vam extreure els valors
d'expressid6  génica normalitzats per robust multiarray  average  (RMA)
(TARGET_AML_RMA_norm_GE_level2.txt) de la signatura d’expressié génica dels
pacients amb LMA. Vam realitzar una correlacié de Pearson entre I'expressié de miRNAs
obtinguda per miRNA-Seq i I'expressid de 'RNAm obtinguda per microarrays d’expressio

dels 64 pacients seleccionats amb dades aparellades. També vam calcular el pediatric
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leukemic stem cell score (pLSC6) (161) per a avaluar la capacitat predictiva del model
proposat que integra la informacié del pLSC6 i el perfil de miRNAs (descrit als metodes

estadistics de I'estudi d’Elsayed et al, 2020).

1.8 Analisis estadistiques

Les variables quantitatives es van descriure mitjancant la mediana, el minim i el maxim.
Les variables qualitatives es van descriure amb freqléncies absolutes i percentatges.
L'associacid entre variables quantitatives es va avaluar mitjancant la correlacid
d’Spearman. Per comparar les variables quantitatives entre els dos grups es va utilitzar la
prova de Mann-Whitney. Per comparar les variables qualitatives entre grups es va
utilitzar el test de Fisher o el de Chi-quadrat, segons si complien les condicions
d’aplicabilitat d’aquest ultim. La SLE es va definir com el temps en anys transcorreguts
des del diagnostic fins el primer esdeveniment d’interés (recaiguda o mort) o, sino es va
produir cap esdeveniment, fins I'Ultim seguiment. La SG es va definir com el temps en
anys des del diagnostic fins la mort o I'Ultim registre. Els pacients sense esdeveniments
esvan censurar per la dreta. La supervivencia es va avaluar amb |'estimador Kaplan-Meier
(379), i les corbes de supervivéncia es van comparar entre els grups mitjancant la prova
de log-rank (380). Es van utilitzar models de risc proporcionals de Cox (381) per a realitzar
les analisis de supervivencia univariants i multivariants. A partir d’aquests models es van
derivar els Hazard ratio (HR) i els seus corresponents intervals de confianga (IC). Només
es van incloure en |'analisi multivariant les variables estadisticament significatives en
I"analisi univariant. En els casos en el que els models de Cox no es van poder ajustar degut

a I'absencia d’esdeveniments en un dels grups es va aplicar la correccié de Firth (382).

Per tal d’estudiar la influéncia dels miRNAs en la supervivencia de manera individual, a
més dels models de Cox, es va realitzar una estimacié del punt de tall que millor
discriminava els grups de pacients segons els nivells d’expressié de cada miRNA i la seva
supervivencia. Aixi, aquesta estimacio permetia dividir-los segons si presentaven una alta
0 baixa expressio del miRNA analitzat i determinar si aquest definia el pronostic dels
diferents grups de pacients. Per a estimar el punt de tall es va emprar el metode Contal i

O’Quigley (383).
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Es va utilitzar el C-index (384) per a avaluar la capacitat predictiva de les variables
proposades individualment i en combinacid. Es van utilitzar recursive-partitioning Cox
regression models per a la SLE amb la finalitat de trobar un llindar optim per calcular el
pLSC6 (161). Quan es van realitzar comparacions multiples, es va utilitzar el metode

d’Holm (385) per ajustar els p-valors.

Totes les analisis es van realitzar amb el programa informatic R, versié 4.2.1 (386). Tots

els valors de p inferiors a 0.05 es van considerar estadisticament significatius.

1.9 Aspectes etics

Aquest estudi ha seguit els estandards etics i la Declaracié de Helsinki segons les
recomanacions de les guies nacionals i internacionals; a més, I’estudi ha rebut I'aprovacio
del Comité d’Etica de la nostra institucié. Totes les mostres s’han emmagatzemat
degudament en el Biobanc de I"hospital després d’obtenir la signatura del consentiment

informat per part dels pacients, pares o tutors legals.
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2 Material i métodes del treball addicional

Determinar el perfil d’expressio dels gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 en

pacients pediatrics amb leucémia aguda.

2.1 Pacients i controls:

Es tracta d’un estudi retrospectiu enfocat en pacients amb reordenament de KMT2A, en
el que es va reunir una cohort de 57 pacients pediatrics (0-18 anys) diagnosticats de

leucémia aguda i 10 controls pediatrics amb patologia no neoplasica.

La majoria dels pacients amb leucémia aguda van ser diagnosticats i tractats a I'HSJD.
Donada la baixa freqléncia dels reordenaments de KMT2A, altres centres van aportar
mostres d’aquests pacients: Hospital Universitari Vall d’"Hebron, Hospital Universitari Parc
Tauli, Hospital Universitario de Cruces, Hospital Universitari Son Espases, Hospital
Universitario Miguel Servet i Hospital Materno-Infatil de Mdlaga. El diagnostic es va
realitzar mitjancant estudi morfologic, genetic, molecular i de citometria de flux
multiparametrica (panells de 4 i 8 colors). Els pacients es van tractar segons el tipus de

leucemia amb els mateixos protocols esmentats en el treball I.

La cohort del treball addicional inclou 57 pacients, 29 diagnosticats de LMA i 28 de LLA
(25 pacients amb LLA-B i 3 pacients amb LLA-T). Quaranta dels 57 pacients estudiats
presentaven reordenaments confirmats del gen KMT2A, amb representacid de tots els

llinatges (Taula 23).

Taula 23: Principals caracteristiques clinico-biologiques al diagnostic dels pacients de la cohort d’estudi del

treball addicional.

Total no. (%)
67 (100%)
Tipus de mostra (n=67)
Controls no neoplasics 10 (15%)
Leucemia aguda 57 (85%)
Sexe (n=52)
Femeni 15 (28,8%)
Masculi 37 (71,%)
Edat, anys (n=52)
Mediana [rang] 3,0 [0,0-16,2]
<1lany 16 (30,8%)
1-9 anys 23 (44,2%)
> 10 anys 13 (25%)
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Total no. (%)
67 (100%)
Recompte leucocitari, x10%L, mediana [rang] (n=51) 29,5 [0,6-826,0]
Infiltracié del SNC (n=51)
SNC-1 34 (66,7%)
SNC-2 6(11,8%)
SNC-3 10 (19,6%)
No realitzada avaluacié 5 (8,8%)
Llinatge (n=57)
LLA-B 25 (43,8%)
LLA-T 3(5,2%)
LMA 29 (51%)
Categoria molecular (n=57)
LLA-B (n=25)
Alta hiperdiploidia 2 (8%)
t(1;19)(q23;p13) TCF3::PBX1 1 (4%)
KMT2A reordenat 19 (76%)
iAMP21 2 (8%)
B-other 1 (4%)
LLA-T (n=3)
LLA-T no definides en altres grups 1(33,4%)
KMT2A reordenat 2 (66,6%)
LMA (n=29)
LMA CBF 2 (6,9%)
t(15;17)(g22;G12) PML::RARA 2 (6,9%)
KMT2A reordenat 19 (65,5%)
LMA no definides en altre grups 6 (20,7%)
KMT2A partner (n=40)
LLA-B (n=19)
AFF1 9 (47,4%)
MLLT3 2 (10,6%)
MLLT1 1(5,3%)
Altres partners 4 (21%)
Partner desconegut* 3(15,7%)
LLA-T (n=2)
MLLT1 1 (50,0%)
Partner desconegut* 1(50,0%)
LMA (n=19)
MLLT3 10 (52,6%)
ABI1 1(5,3%)
MLLT10 3 (15,8%)
ELLT 2 (10,5%)
Altres partners 1(5,3%)
Partner desconegut* 2 (10,5%)
Protocol terapéutic (n=57)
LMA (n=29)
PETHEMA LPA 2005/2012 2 (6,9%)
SHOP AML 2001/2007 16 (55,2%)
NOPHO-DBH AML 2012 8 (27,5%)
LANL 2002 2 (6,9%)
Altres 1(3,5%)
LLA (n=28)
SEHOP-PETHEMA 2013 8 (28,6%)
SHOP 1999/2005 9(32,1%)
INTERFANT-06/99 4 (14,3%)
SHOP 2001 2 (7,1%)
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Total no. (%)
67 (100%)
Desconegut 5(17,9%)
SLE (n=51)
Als 5 anys (95% IC) 61,3% (49,0%-76,7%)
SG (n=51)
Als 5 anys (95% IC) 78,3% (67,7%-90,5%)

LLA-B: leucémia limfoblastica aguda B. LLA-T: leucémia limfoblastica aguda T. LMA: leucemia mieloide aguda. SLE: supervivencia lliure
d’esdeveniment. SG: supervivéncia global. IC: interval de confianga. *Altres reordenaments de KMT2A amb partners desconegut
(reordenaments de KMT2A confirmats per FISH).

2.2 Eleccié dels gens estudiats:

Es van seleccionar els gens descrits per Lagacé et al. amb possible associacid amb
reordenaments de KMT2A (PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4). L'estudi es va
fer mitjancant els reactius comercials TagMan® Gene Expression Assays PPPIR-27
(Hs_01062327m1), CCL23 (Hs_00270756m1), SCUBE1 (Hs_00542698m1), PHACTR3
(Hs_00294903m1) i NRG4 (Hs_00414766m1) (Applied Biosystems, Califrona, USA).

2.3 Extraccid d’acids nucleics, transcripciod reversa i RT-PCR quantitativa:

Van emprar-se mostres de moll d’os i sang periferica amb >70% d’infiltracid per blasts
obtingudes al diagnostic. La separacio de cél-lules mononucleades va fer-se mitjancant
un gradient de densitat amb Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis MO, USA). Per a I'extraccid
de RNA es va utilitzar TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA)
i Direct-zol ARN MiniPrep (Zymo Research, California, CA, USA). La sintesi del cDNA es va
fer a partir de 50-100 ng totals d’/RNA amb el Qiagen Quantitect Whole Transcriptome
cDNA kit (Qiagen, Hilden, Alemanya), seguint les instruccions del proveidor. La RT-gPCR
es va realitzar en un termociclador ABI7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,

Foster City, California, CA, USA).

2.4 Analisi d’expressié:

Mitjancant la RT-gPCR es va obtenir la quantificacid dels nivells d’expressid d’RNA
missatger. Els valors de Ct superiors a 37 es van considerar negatius. La quantificacié
relativa es va calcular mitjancant el métode 2722 utilitzant el gen 8-glucuronidase (GUS)

com a control endogen. Com a calibrador de les dades es va utilitzar la global mean
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d’expressid de totes les mostres leucemiques per a cada gen. A més, també es va dur a
terme la quantificacié de I'expressio génica dels diferents gens en mostres de 10 controls

no-neoplasics.

2.5 Analisis estadistiques:

L’analisi dels resultats es va dur a terme amb els programes informatics SPSS 24.0 (SPSS
Inc., Chicago, lllinois, IL, USA), R software versié 4.2.1 (www.R-project.org) (386) i el
programa GraphPad Prism versié 7.00 (GraphPad Software, California, CA, USA).

Es van emprar els valors normalitzats amb el log, per a una millor representacié grafica.
Les variables quantitatives es descriuen amb la mediana, el minim i el maxim. Les
variables qualitatives es descriuen amb les freqléncies absolutes i els percentatges.

En I'analisi d’expressid de les mostres vam considerar diferents aproximacions, tant
gualitatives com quantitatives. Per a la classificacid qualitativa vam categoritzar els
pacients en dos grups: aquells que no expressaven un determinat gen (0 = no expressio)
en contraposicido als pacients que expressaven aquest gen (1 = qualsevol tipus
d’expressid). A més, vam analitzar de forma quantitativa aquells pacients amb expressio
de cada gen, incloent Unicament aquells pacients amb nivells d’expressid quantificables
(Ct<37).

Per a avaluar I'associacio entre dues variables qualitatives es va utilitzar el test de Fisher
o el Chi-quadrat, segons si es complien les condicions d’aplicacié d’aquest ultim. Per a
comparar variables quantitatives entre grups es va utilitzar el test de Mann-Whitney en
el cas de 2 grups i el de Kruskal-Wallis per a més de dos grups.

La supervivencia es va determinar mitjancant el test de Kaplan-Meier (379) i les
diferéncies de supervivencia entre diferents grups amb el test log-rank (387). La SG es va
definir com el temps en anys des del diagnostic fins a la mort o I’Gltima data de seguiment.
La SLE es va definir com el temps en anys des del diagnostic fins el primer esdeveniment
(refractarietat, recaiguda, mort o Ultima data de seguiment).

Per a tots els estudis estadistics es van considerar significatius els valors de p < 0.05.
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2.6 Aspectes étics

'estudi addicional ha seguit els estandards étics i la Declaracié de Helsinki segons les
recomanacions de les guies nacionals i internacionals; a més, I’estudi ha rebut I'aprovacié
del Comité d’Etica de la nostra institucié. Totes les mostres s’han emmagatzemat
degudament en el Biobanc de I'hospital després d’obtenir la signatura del consentiment

informat per part dels pacients, pares o tutors legals.
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RESULTATS

El projecte de tesi es composa de 2 treballs, els resultats dels quals es resumeixen a

continuacio.

En el treball | s’"ha estudiat I'expressid i impacte pronostic de 89 miRNAs relacionats amb
stemness en pacients pediatrics amb leucemia aguda i els seus resultats s’han publicat a
la revista British Journal of Haematology amb el titol “A miRNA signature related to

stemness identifies high-risk patients in paediatric acute myeloid leukaemia”.

En el treball addicional s’ha estudiat el perfil d’expressié dels gens PPPIR-27, CCL23,
SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 en una cohort de pacients pediatrics amb leucémia aguda

enriquida en casos amb reordenament del gen KMT2A.

A continuacidé es detallen els resultats dels 2 treballs, agrupats en funcié de cadascun dels

objectius plantejats.
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Resultats del treball I:

Analisi del paper dels miRNAs implicats en I'auto-renovacio de les cel-lules progenitores
hematopoétiques i vies d’immaduresa (NOTCH, WNT/beta-catenina, HOX i FLT3) en una

cohort pediatrica de pacients diagnosticats de leucemia aguda.

Seleccid del control endogen per a la normalitzacié de les dades d’expressio dels miRNAs:

hsa-miR-191-5p és el control més estable

La seleccid d’un control endogen és important per a la correcta normalitzacié de les
dades. L'objectiu és minimitzar la variacié de les dades que podrien estar emmascarant
0 augmentant canvis biologicament significatius. Es van seleccionar tres gens controls
descrits en la literatura (U6 snARN, hsa-miR-191-5p i hsa-miR-103a-3p) i es van incloure
en totes les plaques de RT-qPCR. Vam analitzar la seva expressié i la DE corresponent per
tal d’escollir el control més adequat. Les DE obtingudes per cada miRNA van ser de 6,771
(U6 snARN), 2,306 (hsa-miR-192-5p) i 3,155 (hsa-miR-103a-3p) (Figura 28). Per tant, es
va escollir el miRNA hsa-miR-191-5p com a referencia per presentar la menor DE

(DE=2,306).
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Figura 28: Analisi de la desviacié estandard (a la figura, Standard deviation, SD) de cada miRNA (U6 snARN,
hsa-miR-191-5p i hsa-miR-103a-3p), com a candidats per a control endogen. Ct IPC norm: valor de Ct

normalitzat utilitzant el control interplaca (IPC).
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Analisi no supervisat:

Els perfils d’expressio dels miRNAs agrupen els pacients segons el llinatge de la leucémia

Vam realitzar un HCA no supervisat (miRNAs vs. mostres) utilitzant el perfil d’expressid
dels 89 miRNAs en els 110 pacients estudiats. Per a visualitzar el patrd d’agrupacio de
forma més efectiva també vam realitzar un analisi de components principals (PCA). Com
es pot veure a la Figura 29A, els pacients s’agrupaven principalment en dues branques
del dendrograma. La primera branca corresponia a la majoria de pacients amb LLA-B
(excepte dos pacients amb LMA). La segona branca es dividia en dues branques
principals: una incloia la majoria de pacients amb LLA-T, amb alguns pacients de LMA i
LLA-B; I'altra branca es ramificava en 3 bracos: un d’ells incloia majoritariament pacients
amb LLA-B, el segon pacients amb LMA i el tercer brag contenia els tres tipus de leucémia.
Globalment, independentment de la branca a la que corresponguessin, la majoria dels
pacients amb la mateixa categoria molecular tendien a agrupar-se. En I'analisi del PCA
vam observar un agrupament similar de les mostres. Aixi, els pacients es separaven per

llinatges, especialment els pacients amb LMA i els pacients amb LLA-B (Figura 29B).
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Figura 29: A) Hierarchical cluster analysis, HCA i B) Analisi de components principals (principal component

analysis, PCA), basats en 'expressié de miRNAs de 110 mostres de pacients pediatrics amb leucemia aguda.
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Els perfils d’expressio dels miRNAs diferencien quatre grups de pacients amb diferent

supervivencia

Basant-nos en les subbranques, vam correlacionar els diferents clisters del HCA amb
altres variables cliniques i biologiques diferents del llinatge i la categoria molecular. No
vam trobar cap associacié amb l'edat, el sexe, la infiltracid del SNC o el recompte
leucocitari. En canvi, en I'analisi de supervivencia vam observar que alguns dels grups
presentaven diferencies significatives en la SLE (p=0,033), definint quatre grups (Figura
29 i Figura 30). Aixi, vam diferenciar dos grups amb pitjor supervivéncia (P1iP4), un grup
amb bona supervivéncia (P2) i un quart grup (P3) amb supervivencia intermedia.
Destacava que els clisters amb bona i mala supervivéncia s’agrupaven una altra vegada
segons el llinatge (P1 incloia la majoria de casos de LMA i P4 la majoria de casos amb LLA
amb mala supervivencia). També vam observar en el PCA que els pacients es separaven
de la mateixa manera en els grups esmentats en funcié de I'expressid de miRNAs i la

supervivencia (Figura 30B).
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Figura 30: A) Test de Log-rank per a la supervivencia lliure d’esdeveniment (event-free survival) i la

supervivencia global (overall survival) dels pacients segons el clister assignat (P1, P2, P3 i P4). Time (years):
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temps en anys. B) Analisi de components principals de les dades d’expressié de miRNA de cada grup. AML:
leucemia mieloide aguda, BCP-ALL: leucemia limfoblastica aguda de llinatge B, T-ALL: leucémia limfoblastica

aguda de llinatge T, ALAL/LALA: leucémia aguda de Ilinatge ambigu.

Per tal de refinar els quatre grups generats en 'estudi no supervisat, vam estudiar

I'expressid dels miRNAs i la supervivencia segons el llinatge dels pacients.

Analisi supervisat:

L’expressio de miRNAs no diferencia de forma estadisticament significativa la supervivéncia

dels pacients amb leucémia limfoblastica aguda

L'estudi i les corbes de supervivencia dels 69 pacients amb LLA (incloent pacients amb
LLA-B i LLA-T) es poden visualitzar a la Figura 31. La mediana de seguiment dels pacients
va ser de 6,1 anys (rang 0,5-18,8). En base als resultats obtinguts, vam diferenciar tres
grups. Els tres grups presentaren SG similars, perd un grup, definit com a P1ALL, va
presentar pitjor SLE als 5 anys comparat amb la resta de pacients, els quals formaven els
grups P2ALL i P3ALL. Aixi, el grup P1ALL va presentar als 5 anys una SG de 87% (75.3%-
98,7%) i una SLE de 50% (32,3%-67,7%); el grup P2ALL una SG i SLE de 85% (71,8%-98,2%)
i el grup P3ALL una SG de 86% (81,3%-90,7%) i una SLE de 81% (75,1%-86,9%). Aquests
grups coincideixen amb els pacients amb LLA dels grups P4, P2 i P3 de l'analisi no

supervisat, respectivament.
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Figura 31: Supervivencia lliure d’esdeveniment (event-free survival) i supervivencia global (overall survival)
dels pacients amb leucemia limfoblastica aguda en conjunt (n=69) i separats per grups (designats com a

P1, P2 i P3) segons I'analisi no supervisat. Time (years): temps en anys.

Els perfils d’expressié de miRNAs identifiquen els pacients amb leucemia mieloide aguda

amb prondstic bo i advers

Les caracteristiques clinigues i biologiques dels 39 pacients amb LMA es troben a la taula
24. Amb una mediana global de seguiment de 5,7 anys (rang 0,09-19,3) vam observar,
tant al HCA com en I'analisi de supervivéncia, que els pacients es dividien en dos grups
amb evolucio diferent. Un dels dos grups, el qual vam definir com a P1AML, estava format
per 14 pacients. Els pacients PIAML presentaven de forma significativa una pitjor
supervivencia: SG als 5 anys de 64,3% (51,5%-77,1%) en comparacié amb la resta de
pacients, agrupats en el grup P2AML, que presentaven una supervivencia excel-lent amb

una SG als 5 anys de 90,9% (84,5%-97,3%) (p=0,024). Cal destacar que les diferéncies en
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la SLE als 5 anys eren encara majors: 42,9% (29,7%-56,1%) per als pacients del grup
P1AML en comparacié al 87,3% (80,1%-94,5%) en els pacients del grup P2AML (p=0,0027)
(Figura 32).
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Figura 32: Supervivencia lliure d’esdeveniment (event-free survival) i supervivencia global (overall survival)
de la cohort de pacients amb leucemia mieloide aguda (n=39), separats per grups designats P1IAMLi P2AML

identificats en I'analisi no supervisat. Time (years): temps en anys.
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Taula 24: Caracteristiques cliniques i biolodgiques dels 39 pacients amb leucémia mieloide aguda classificats

segons els perfils d’expressio dels miRNAs en els grups PIAML i P2AML.

P1IAML P2AML p-valor
n=14 n=25

Sexe (n=39) 0,74

Femeni (n=14) 6 (42,9%) 8 (32,0%)

Masculf (n=25) 8(57,1%) 17 (68,0%)
Edat, anys (n=39)
Mediana [rang] 2,710,1;17,0] 3,5[0,2;16,4] 0,48
[0,2) anys 5 (35,7%) 7 (28,0%)
[2,10) anys 5 (35,7%) 10 (40,0%) 0.95
[10,15) anys 2 (14,3%) 4 (16,0%) '
[15,19) anys 2 (14,3%) 4 (16,0%)
Z\:)o:r;\;))re de leucdcits, x10°/L mediana [rang] 11,9 [3,5:146,0] 9.6 [0,6;253,0] 1,00
Infiltracié del SNC (n=38) 0,70

No infiltrat (n=29) 10 (71,4%) 19 (79,2%)

Infiltrat (n=9) 4 (28,6%) 5(20,8%)
1(15;17)(922;q12) PML::RARA (n=39) 0/14 (0,0%) 4/25 (16,0%) 0,28
1(8;21)(q22;922.1) RUNX1::RUNX1T1 (n=39) 2/14 (14,3%) 2/25 (8,0%) 0,61
g’gﬁ)&’)}:flq(iz__)fg()ls'16)(p13'1'q22) 1/14 (7,1%) 3/25 (12,0%) 1,00
KMT2A+ (n=39) 6/14 (42,9%) 10/25 (40,0%) 1,00
t(9;11)(p22;923) (n=39) 2/14 (14,3%) 6/25 (24,0%) 0,69
t(10;11)(p11.2;923) (n=39) 1/14 (7,1%) 1/25 (4,0%) 1,00
t(11;19)(g23;p13.1) (n=39) 1/14 (7,1%) 1/25 (4,0%) 1,00
LMA amb altres cariotips* (n=39) 5/14 (35,7%) 6/25 (24,0%) 0,48
FLT3 ITD (n=38) 1/14 (7,1%) 4/24 (16,7%) 0,63
Mutacions NPM1 (n=15) 3/7 (42,9%) 0/8 (0,0%) 0,077
MRM2=20.1% al final de la induccié (n=29) 3/12 (25,0%) 3/17 (17,6%) 0,67
SLE (n=39) 0,0027

5 anys (95% IC) 42,9% (23,4%-78,5%) 87,3% (74,8%-100,0%)
10 anys (95% IC) 42,9% (23,4%-78,5%) 87,3% (74,8%-100,0%)
SG (n=39) 0,024

5anys (95% IC)
10 anys (95% IC)

64,3% (43,5%-95,0%) 90,9% (79,7%-100,0%)
53,6% (31,5%-91,0%) 90,9% (79,7%-100,0%)

SNC: Sistema nervids central. ITD: duplicacié interna en tandem. IC: interval de confianga. MRM: malaltia residual mesurable. *LMA
amb altres cariotips inclou pacients amb cariotips normals i dos pacients amb cariotip complex. SLE: supervivencia lliure

d’esdeveniment. SG: supervivéncia global.

Els pacients inclosos en els grups PIAML i P2AML es classifiquen en diferents categories

moleculars

Els dos grups diferenciats en I'estudi no supervisat, PIAML i P2AML, inclouen casos de la

majoria de categories moleculars descrites en pacients amb LMA (RUNX1::RUNX1T1,

CBFB::MYH11, KMT2A-r), i casos sense alteracions genétiques recurrents. De forma

interessant, no vam trobar casos amb el gen de fusid PML::RARA en el grup P1AML,
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mentre que tots els pacients amb mutacions al gen NPM1 es trobaven en aquest PIAML
(Taula 24). No vam trobar diferencies en les variables cliniques ni biologiques que
expliquessin la diferencia en la supervivéencia entre aquests dos grups, excepte per les
diferencies d’expressio dels miRNAs. Aixi, vam identificar 24 miRNAs expressats de
manera significativament diferent entre els grups PIAML i P2AML (Figura 33, taula 25).
En comparacié amb el grup P2AML, els pacients amb LMA i pitjor supervivencia (P1AML)

es caracteritzaven per infraexpressar 23 miRNAs i sobrexpressar el hsa-miR-9-5p.

. PLARL

. PZAML

Figura 33: Hierarchical cluster analysis amb els perfils d’expressié dels 24 miRNAs capagos de discriminar
els pacients amb leucémia mieloide aguda amb un pitjor pronostic (P1AML) en comparacié amb la resta de

pacients, agrupats al grup P2AML, amb un pronostic favorable.
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Taula 25: Llistat dels 24 miRNAs que presentaven expressié significativament diferent entre els grups

P1AML i P2ZAML.

Resultats |

miRNAs FDR P1AML P2AML P1AML-P2AML
hsa-mir-20b-5p 0,00015197 6,693350649 1,507636364 5,185714286
hsa-mir-223-3p 0,00015197 -1,211285714 -1,3318 0,120514286
hsa-mir-193a-3p  0,000269182 5,462038961 1,535181818 3,926857143
hsa-mir-24-3p 0,001189043 -0,488415584 -0,939872727 0,451457143
hsa-mir-128-3p 0,001608793 4,769103896 2,344818182 2,424285714
hsa-mir-17-5p 0,001608793 2,686285714 -0,1718 2,858085714
hsa-mir-199b-5p  0,005176352 -1,640935065 -1,909563636 0,268628571
hsa-mir-181c-5p 0,006100758 5,088324675 1,336781818 3,751542857
hsa-mir-181a-5p  0,007067649 1,668766234 1,149309091 0,519457143
hsa-mir-181b-5p  0,007067649 1,407714286 1,3186 0,089114286
hsa-mir-21-5p 0,007067649 -0,305467532 -1,126781818 0,821314286
hsa-mir-222-5p 0,007067649 3,906896104 -2,820418182 6,727314286
hsa-mir-331-5p 0,010275888 4,314454545 -0,218145455 4,5326
hsa-mir-373-3p 0,010275888 4,298532468 -1,063781818 5,362314286
hsa-mir-708-5p 0,010275888 4,69387013 1,601527273 3,092342857
hsa-mir-34b-5p 0,018008167 2,970701299 -1,592127273 4,562828571
hsa-mir-195-5p 0,022483156 3,764350649 0,126436364 3,637914286
hsa-mir-151a-5p  0,032429259 1,566597403 0,968854545 0,597742857
hsa-mir-30b-5p 0,035537702 0,705038961 0,503181818 0,201857143
hsa-mir-22-3p 0,042360357 1,803571429 -1,5042 3,307771429
hsa-let-7g-5p 0,04498747 1,139597403 0,142454545 0,997142857
hsa-let-7i-5p 0,04498747 1,267519481 -0,124909091 1,392428571
hsa-mir-1290 0,04498747 3,523251948 -0,381890909 3,905142857
hsa-mir-9-5p 0,045759834 -2,955142857 -1,6118 -1,343342857

FDR: false discovery rate

Analisi de les vies en les que participen els 24 miRNAs que configuren la firma

Per tal d’entendre el rol d’aquests miRNAs en el procés de leucemogénesi i identificar les
seves funcions, vam realitzar un analisi mitjancant el servidor web gratuit DIANA-miRPath
v3.0 i vam obtenir el heatmap de la Figura 34 i les dades mostrades a la taula 26. Basant-
nos en aquest estudi, vam observar que, en general, els 24 miRNAs del perfil estaven
involucrats en carcinogenesi, desenvolupament i progressio del cancer (per exemple,
cancer de pulmo, cancer de pancrees, melanoma, cancer d’endometri, cancer de tiroides,
carcinoma de céel-lules renals, cancer colorectal, glioma, cancer de prostata i també
leucemia mieloide aguda). Vam veure una associacié entre els miRNAs i les vies de

senyalitzacio MAPK, PI3K-Akt, TGF-beta, FoxO, en el cicle cel-lular i en la senyalitzacid i
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regulacio de les cel-lules mare. La majoria dels 24 miRNAs presentaven llocs d’unié per
regular gens i factors de transcripcid involucrats en aquestes vies como SOCS2 o el factor
de transcripcidé SP1, els quals es podien trobar potencialment regulats per 7 o0 8 miRNAs
estudiats, respectivament. Pel que fa a les potencials dianes, els nostres miRNAs també
interaccionaven amb altres gens que podrien actuar modificant I'expressié geénica com
MBNL3, implicat en la regulacié de I'splicing alternatiu, o el gen CPEB3, que participa en
la regulacié de la transcripcid. Per ultim, també vam observar que diferents miRNAs
estaven implicats en la comunicacié i interaccio cel-lular regulant les unions adherents i

I"adhesio focal.
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Figura 34: Heatmap amb totes les vies significativament enriquides en els 24 miRNAs seleccionats.
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Taula 26. Llista de vies enriquides en els 24 miRNAs seleccionats i el seu p valor

Resultats |

KEGG pathway*
Proteoglicans en cancer
Via de senvyalitzacié Hippo
Hepatitis B
Vies en cancer
Unions adherents
Degradacié de la Lisina
Via de senyalitzacié de TP53
Carcinogénesis virica
Cicle cel-lular
Cancer de prostata
Glioma
Leucémia mieloide cronica
Invasié bacteriana de cél-lules epitelials
Via de senyalitzacioé de TGF-beta
Cancer colorectal
Via de senyalitzacio de FoxO
Desregulacio transcripcional en cancer
Cancer de bufeta
Cancer de pulmdé de cel-lules petites
Processament de proteines en el reticle
Receptor-ECM d’interaccio
Carcinoma de cel-lules renals
Via de senyalitzacié d’estrogen
Via de senyalitzacio PI3K-Akt
Meiosis d’oocits
Via de senyalitzacié de I'hormona tiroide
Cancer d’endometri
Cancer de tiroides
Via de senyalitzacié de MAPK
Malalties prioniques
Cancer de pancrees
Metabolisme dels acids grassos
Adhesié focal
Via de senyalitzacié de la prolactina
Melanoma
Proteolisis mediada per ubiqiitina
Infeccié pel virus Epstein-Barr
Biosintesi d’acids grassos
Cancer de pulmd no microcitic
Metabolisme central del carboni en cancer
Endocitosi
Biosintesi d’O-glucans de tipus mucina

Vies de senyalitzacio que regulen la pluripoténcia de les cel-lules mare

Cardiomiopatia arritmogeénica
Via de senyalitzacié de les neurotrofines

p-valor
0
0
0
5,55E-10
5,93E-05
1,11E-10
3,61E-04
0
2,53E-06
9,28E-01
3,88E-07
1,48E-04
1,43E-01
3,22E-01
5,69E-04
4,92E-02
1,29E-01
2,00E-01
2,07E+00
0,0002295268
0
1,27E+01
0,0004439923
0,001097869
2,03E-02
4,72E-02
0,0004592499
0,01371944
0,04221966
0
3,34E+00
4,42E+01
0,0002528746
0,0002609678
0,004557802
0,004623076
0,01771869
0
0,005083879
0,0291216
0,03471336
0,03962723
0,00580632
0,03114162
0,04005991

#gens

131
91
92

213
52
28
45

117
80
58
35
48
50
45
40
68
95
29
53
84
26
42
49

132
50
65
28
17
97

8

38
22
88
31
27
65
85

46

#miRNAs

16
12
11
11
11
10

=
o
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*KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) és una col-leccié de mapes de vies que representen les xarxes
d’interaccié molecular, reaccions i relacions del metabolisme, el processament de la informacié genetica, els processos cel-lulars, els

sistemes organics, les malalties humanes i el desenvolupament de farmacs.
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Relacié entre el perfil de 24 miRNAs i les vies d'immaduresa

Ates que es van descriure elevats nivells dels leukemic stem cell score tant en adults
(LSC17) com en nens (pLSC6) (158,159) amb LMA amb pronostic desfavorable i que
nosaltres vam identificar un perfil de 24 miRNAs capag¢ de diferenciar aquests pacients,
en aquest punt vam voler analitzar si hi havia alguna relacié entre els miRNAs del nostre
perfil i les vies d'immaduresa mitjancant I'analisi d’ambdds scores. Per fer aixd vam
utilitzar el servidor web TargetScan, el qual permet predir les dianes biologiques dels
miRNAs buscant els llocs d’unid complementaria pels miRNAs en els diferents RNAmM
implicats, en aquest cas, dels dos scores. La Figura 35 mostra els gens inclosos a ambdds

scores i la seva relacié com a possible diana dels miRNAs de la signatura de 24 miRNAs.
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Figura 35: Gens inclosos en els leukemic stem cell scores pLSC6 (esquerra) i LSC17 (dreta). Les caselles dels gens que presenten llocs d’unid per als miRNAs es troben pintades

de color en tons vermells. Els gens pintats de color blau sén comuns entre els dos scores. Pel que fa a la llegenda, les caselles pintades representen el nimero de miRNAs que

regulen cada gen. Els colors més foscos representen un major nimero de miRNAs regulant el gen donat.
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En I'analisi vam veure que vuit miRNAs de la nostra firma presentaven llocs d’unié en 3
dels 6 gens del pLSC6 i onze miRNAs presentaven llocs d’unié en 9 gens dels 17 que
formaven part del LSC17. Pel que fa al pLSC6, el gen SOCS2 va ser el gen amb major
nombre de llocs d’unid, potencialment sent regulat per 7 miRNAs, seguit del gen CD34 i
del gen ADGRGI, el quals podien ser regulats per tres i un miRNA respectivament.
Respecte a I'score d’adults (LSC17), a més dels ja mencionats, també vam observar que
els gens CDK6, BEX3, EMP1, LAPTMA4B i DPYSL3 presentaven llocs d’unio per cinc, quatre,
tres i dos miRNAs, respectivament. NYNRIN només presentava lloc d’unié per a un unic
mMiRNA. El hsa-miR-1290 és el miRNA que podia regular el major nimero de gens, seguit
del hsa-miR-34b-5p i el hsa-miR-222-5p. A més, hi havia alguns gens en ambdds scores
gue no presentaven llocs d’unié per a cap miRNA. Aixi, diferents miRNAs de la nostra

firma potencialment podien regular gens dels dos scores d'immaduresa (Figura 35).

La firma de 24 miRNAs prediu la supervivéncia en |’analisi univariat

En I'analisi univariat no vam trobar factors predictius per la SG i la SLE (n=39), excepte per
la firma de 24 miRNAs, la qual va ser un factor pronostic advers per ambdues (test de log-
rank p=0,00027, i p=0,024 respectivament). Pel que fa el model de Cox, vam obtenir un
Hazard Ratio [HR] de 5,97%, amb 95% d’IC 1,58-22,54, p=0,0084 i [HR] de 5,26, amb 95%
d’IC 1,06-26,22, p=0,043, respectivament (Taula 27).

Taula 27: Models de Cox per a I'analisi univariat a la cohort de I'Hospital Sant Joan de Déu.

SLE SG
p- p-valor p- p-valor
HR valor global HR valor global
Protocol
SHOP AML Ref. Ref. Ref. Ref.
NOPHO 1,38 [0,33;4,52] 0,62 0,68 1,55 [0,28;6,47] 0,58 0,78
PETHEMA LPA 0,44 [0,00;3,49] 0,52 0,63 [0,00;5,35] 0,74
Edat. anys
[0,2) anys Ref. Ref. Ref. Ref,
[2,10) anys 0,11 [0,01;0,88] 0,038 0,20[0,02;1,11] 0,066
0.050 0,085
[10,15) anys 0,88 [0,22;3,55] 0,86 1,40[0,31;5,76] 0,64
[15,19) anys 0,23 [0,03;1,93] 0,18 0,18 [0,00;1,65] 0,15
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SLE SG
R wor el R el
MRM a final
d’induccié
No <0,1% Ref. Ref. ) Ref. Ref. )
120,1% 1,92[0,37,9,97] 0,44 3,28[0,55;19,74] 0,19
Genetica
LMA amb altres Ref. Ref. Ref. Ref.
cariotips
Inv(16) +t(8;21) 0,27 [0,04;1,40] 0,134 0,26 [0,02;2,01] 0,19
KMT2A+not(9;11) 0 48[0,10;2,28] 0,375 0,74 [0,14:4,54] 0,72
KMT2A+(9;11) 0,26[0,04;1,35] 0,121 0,71 0,27 [0,02;2,04] 020 0,80
NPM1-/FLT3 ITD+ 0,52 [0,00;5,46] 0,999 0,75 [0,01;9,30] 0,85
NPM1+/FLT3 ITD- 0,72 [0,07;4,44] 0,617 0,81 [0,07;6,55] 0,85
NPMI+/FLT3ITD+ (40 1[0,00;4,19] 0,999 0,75 [0,01;9,30] 0,85
t(15;17) 0,13[0,00;1,40] 0,998 0,22[0,00;2,80] 0,27
Firma 24 miRNAs
P2AML Ref. Ref. - Ref. Ref. -
P1AML 5,97 [1,58;22,54] 0'308 5,26 [1,06;26,22] 0,043
Estratificacid per risc
geneétic
Favorable Ref. Ref. Ref. Ref.
Intermedi 2,14 [0,41;11,05] 0,36 0,37 2,60[0,27,25,03] 0,41 0,18
Advers 3,25(0,59;17,81] 0,17 592 [0,66;53,20] 0,11

HR: hazard ratio. SLE: supervivencia lliure d’esdeveniment. SG: supervivéncia global. ITD: duplicacié interna en tandem. MRM:

malaltia residual mesurable.

Els 24 miRNAs de la firma prediuen de manera conjunta la supervivéncia dels pacients amb

leucémia mieloide aguda

Per tal de facilitar la seva aplicacié clinica, ens vam plantejar simplificar la firma i reduir-
la a un nimero menor de miRNAs. Amb aquest objectiu, vam analitzar la firma des de

diferents aproximacions.

1. Vam tenir en compte la correlacidé entre els miRNAs de la firma i els scores

relacionats amb immaduresa (LSC17 i pLSC6): en aquest cas, i com es pot observar
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en els resultats anteriors, dels 24 miRNAs, només deu regulaven gens involucrats
en algun dels dos scores (Figura 35).

2. Vam analitzar I'efecte individual de cada miRNAs en la SLE i la SG dicotomitzant
I'expressid de cada miRNA utilitzant el metode de Contal-O’Quigley i comparant
els dos grups mitjancant el test log-rank (Figura 36 i Figura 37): vam observar que
alguns dels deu miRNAs relacionats amb els scores LSC17 i pLSC6 (hsa-miR-193a-
3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-34b-5p i hsa-miR-331-5p), no separaven de forma
significativa dos grups de pacients en el test de log-rank. En canvi, altres miRNAs
(hsa-miR-181a-5p i hsa-miR-223-3p) que no regulaven gens involucrats en els
scores, diferenciaven de forma significativa dos grups amb diferents
supervivencia.

3. Vam analitzar la firma reduint el punt de tall amb una significanca més estricta
(£0,01): alguns dels 24 miRNAs menys significatius de la firma (p>0,01 i p<0,05),
com el hsa-miR-1290 i el hsa-miR-9-5p, relacionats amb el pLSC6 i el LSC17,

deixaven de formar part de la firma.

Tenint en compte totes les dades obtingudes des de les diferents aproximacions, vam
considerar que els 24 miRNAs de la firma podrien contribuir de forma conjunta a I'efecte
predictiu sobre els resultats i que l'intent de simplificar la firma podria comportar perdre
informacio valuosa per al pronostic. L'aportacié individual de cada miRNA i la interaccié
amb altres miRNAs i els scores impossibilitaven simplificar la firma, pel que vam decidir

mantenir-la en 24 miRNAs.
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Figura 36: Test de log-rank per a la supervivencia lliure d’esdeveniment (event-free survival) dels pacients

segons |'expressio de cada miRNA de forma individualitzada. Time (years): temps en anys.
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Figura 37: Test de log-rank per a la supervivéncia global (overall survival) dels pacients segons I'expressié

de cada miRNA de forma individualitzada. Time (years): temps en anys.



Validacid de la firma de 24 miRNAs en una cohort independent

Resultats |

Per tal de confirmar els resultats obtinguts, vam realitzar una validacié en una serie de

447 pacients pediatrics amb LMA de

la base de dades

publica TARGET

(https://ocg.cancer.gov/programs/target), phs000218 (Taula 28). Globalment les dues

series van ser comparables excepte per I'edat, el nimero de leucocits al diagnostic, la

infiltracié del SNC, el numero de pacients amb reordenaments del gen KMT2A, i la SLE.

Taula 28: Comparacié dels pacients amb leucemia mieloide aguda inclosos en les cohorts de I'Hospital Sant

Joan de Déu i de la base de dades TARGET.

HSID TARGET p-valor
n=39 n=447
Sexe (n=486) 0.16
Femeni (n=233) 14 (35.9%) 219 (49.0%)
Masculi (n=253) 25 (64.1%) 228 (51.0%)
Edat, anys (n=486)
Mediana [rang] 3,4[0,1;17,0] 9,8 [0,0;18,9] 0,0038
[0,2) anys (n=94) 12 (30,8%) 82 (18,3%)
[2,10) anys (n=159) 15 (38,5%) 144 (32,2%) 0,11
[10,15) anys (n=130) 6 (15,4%) 124 (27,7%)
[15,19) anys (n=103) 6 (15,4%) 97 (21,7%)
Infiltracié del SNC (n=485) 0,0034

No infiltrat (n=442) 29 (76,3%) 413 (92,4%)

Infiltrat (n=43) 9(23,7%) 34 (7,6%)
t(15;17)(q22;q12) PML::RARA (n=39) 4/39 (10,3%) - -
t(8;21)(922;022.1) RUNX1::RUNX1T1 (n=472) 4/39 (10,3%) 66/433 (15,2%) 0,55
inv(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1;q22)

CBFB::MYH11 4/39 (10,3%) 57/433 (13,2%) 0,79
(n=472)

KMT2A-r (n=472) 16 (41,0%) 59 (13,6%) <0,0001
t(9;11)(p22;923) (n=468) 8/39 (20,5%) 25/429 (5,8%) 0,0033
t(10;11)(p11.2;G23) (n=472) 2/39 (5,1%) 8/433 (1,8%) 0,20
t(11;19)(g23;p13.1) (n=472) 2/39 (5,1%) 11/433 (2,5%) 0,29
1(6;11)(g27;923) (n=472) 0/39 (0,0%) 7/433 (1,6%) 1,00
LMA amb altres cariotips (n=472) 11/39 (28,2%) 240/433 (55,4%)  0,0020
FLT3ITD (n=484) 5/38 (13,2%) 93/446 (20,9%) 0,36
Mutacions a NPM1 (n=457) 3/15 (20,0%) 38/442 (8,6%) 0,14
Protocol terapéutic (n=486) -
SHOP i PETHEMA AML 1996/2001/2002/2007 26 (66,7%) -

NOPHO AML 2012 9(23,1%) -

PETHEMA LPA 2005/2012 4 (10,3%) -

AAMLO3P1 - 17 (3,8%)

AAMLO531 - 427 (95,5%)

CCG2961 - 3(0,7%)

MRM20,1% a final de la induccié (n=391) 6/29 (20,7%) 104/362 (28,7%) 0,48
SLE (n=486) 0,028

5 anys (95% IC)

10 anys (95% IC)

70,4% (57,1%-
86,8%)
70,4% (57,1%-
86,8%)

51,2% (46,7%-
56,1%)
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SG (n=486) 0,12
80,8% (69,0%- 65,2% (60,9%-

5 anys (95% IC) 92(7%) ° 6;53%) °
74,1% (58,7%- 60,5% (52,8%-

10 anys (95% IC) 9;(5%) ? 6;(3%) °

SNC: Sistema nervios central. ITD: duplicacio interna en tandem. MRM: malaltia residual mesurable. IC: interval de confianga. SLE:
supervivencia lliure d’esdeveniment. SG: supervivéncia global.

La firma de 24 miRNA separa dos grups amb diferent supervivencia a la cohort de validacio

Un cop aplicada la firma de 24 miRNAs a la cohort de TARGET, vam observar que els

pacients en el HCA es separaven en dos clusters (Figura 38).
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Figura 38: Hierarchical cluster analysis amb I'expressié dels 24 miRNAs a la cohort de TARGET. Max: maxim.

Min: minim. AML: leucémia mieloide aguda.

A continuacid, a I'analisi de supervivencia vam veure una dicotomitzacié similar de la
cohort de TARGET a la que observavem en la cohort de I’'HSID: dos grups amb diferent
supervivencia. El primer grup, format per 214 pacients i definit com a PT1AML,
presentava de forma significativa una supervivéncia pitjor, amb una SG del 58,5% (52,1%-
65,7%) comparat amb el segon grup format per 233 pacients, PT2AML, amb millor SG del
71,3% (65,6%-77,4%) (p<0,0071). De la mateixa manera que en la nostra cohort també

observavem diferéncies significatives en la SLE, els pacients agrupats en PT1AML
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presentaven una SLE de 41.6% (35.4%-48.9%) en comparacié amb els PT2AML amb una
SLE de 59.9% (53.4%-66.6%) (p<0.0001). D’aquesta manera, vam confirmar I'impacte
pronostic de la nostra firma de 24 miRNAs en una cohort independent de validacié (Figura

39, taula 29).
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Figura 39: Diferéncies en la supervivéncia lliure d’esdeveniment (event-free survival) i la supervivencia
global (overall survival) entre els pacients del grup PTLAML i PT2AML definits per I'expressio dels 24 miRNAs

en la cohort de validacid. Time (years): temps en anys.

Els pacients dels grups PTIAML i PT2AML presenten alteracions genétiques diferents

Ala serie de validacid, els subtipus geneétics es distribuien de forma desigual entre els dos
grups PTIAML i PT2AML (Taula 29). El grup PT2AML estava enriquit de manera
significativa en grups geneétics de bon pronostic, mentre que el grup PT1IAML presentava

una major proporcié de pacients amb alteracions genetiques adverses.
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Taula 29: Caracteristiques cliniques i biologiques dels pacients PTIAML vs. PT2AML.

PT1AML PT2AML p-valor
n=214 n=233

Sexe (n=447) 0,28

Femeni (n=219) 111 (51,9%) 108 (46,4%)

Masculi (n=228) 103 (48,1%) 125 (53,6%)
Edat, anys (n=447)
Mediana [rang] 8,9 [0,0;18,8] 10,5[0,1;18,9] 0,040
[0,2) anys (n=82) 45 (21,0%) 37 (15,9%)
[2,10) anys (n=144) 71 (33,2%) 73 (31,3%) 037
[10,15) anys (n=124) 57 (26,6%) 67 (28,8%) ’
[15,19) anys (n=97) 41 (19,2%) 56 (24,0%)
Nombre de leucdcits, x10°/L mediana [rang] 40,5 [0,2;526,0] 30,0 [1,1:473,0] 0,12
(n=447)
Infiltracid del SNC (n=447) 0,78

No infiltrat 199 (93,0%) 214 (91,8%)

Infiltrat 15 (7,0%) 19 (8,2%)
t(8;21) RUNX1::RUNX1T1(n=433) 3/209 (1,4%) 63/224 (28,1%) <0,00001
inv(16) CBFB::MYH11 (n=433) 4/209 (1,9%) 53/224 (23,7%) <0,00001
KMT2A-r (n=433) 49/209 (23,4%) 10/224 (4,5%) <0,00001
t(9;11)(p22;923) (n=429) 22/207 (10,6%) 3/222 (1,4%) <0,0001
t(10;11)(p11.2;G23) (n=433) 7/209 (3,3%) 1/224 (0,4%) 0,032
t(11;19)(q23;p13.1) (n=433) 8/209 (3,8%) 3/224 (1,3%) 0,18
LMA amb altres cariotips (n=433) 143/209 (68,4%) 97/224 (43,3%) <0,00001
FLT3 ITD (n=446) 75/214 (35,0%) 18/232 (7,8%) <0,00001
Mutacions a NPM1 (n=442) 33/212 (15,6%) 5/230(2,2%) <0,0001
Protocol terapéutic (n=447)
AAMLO3P1 (n=17) 8 (3,7%) 9 (3,9%)
AAMLO531 (n=427) 203 (94,9%) 224 (96,1%) 0,24
CCG2961 (n=3) 3(1,4%) 0(0,0%)
MRM=0,1% a final de la induccid 49/170 (28,8%) 55/192 (28,6%) 1,00

(n=362)

SLE (n=447) <0,0001
5 anys (95% IC) 41,6% (35,4%-48,9%)  59,9% (53,4%-66,6%)
10 anys (95% IC) - -

SG (n=447) 0,0071

5 anys (95% IC)
10 anys (95% IC)

58,5% (52,1%-65,7%)
58,5% (52,1%-65,7%)

71,3% (65,6%-77,4%)

SNC: sistema nervids central. MRM: malaltia residual mesurable. SLE: supervivéncia lliure d’esdeveniment. SG: supervivencia global.

IC: interval de confianga.

Analisi de la relacié entre la firma de 24-miRNAs i I'score pLSC6 en un subgrup de 64

pacients

Per tal d’estudiar la relacio entre la firma trobada i I'score pediatric (pLSC6), vam calcular

I’score en un subgrup de 64 pacients (taula 30) d’entre els 447 pacients de TARGET amb

dades disponibles de I'expressid genica dels gens implicats en I’score. El 37% dels pacients

presentaven un score pLSC6 elevat (>4,08). En I'analisi de la relacid entre ambdues

variables, vam observar que dins del
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significativament major de pacients amb un pLSC6 elevat, en comparacié amb el grup
PT2AML, els quals majoritariament presentaven un pLSC6 baix (Taula 31). També vam
analitzar la correlacié entre I'expressio dels 24 miRNAs i I'expressio dels gens del pLSC6.
La majoria dels miRNAs de la nostra firma presentaven correlacions (positives i negatives)
estadisticament significatives amb els gens de /’score (Figura 40). Posteriorment, vam
repetir el mateix analisis amb el LSC17, i també vam trobar una correlacié entre els 24
mMiRNAs i els gens del LSC17 dins del mateix subconjunt de 64 pacients.

Taula 30: Principals caracteristiques cliniques i biologiques dels 64 pacients de la base de TARGET amb

dades disponibles d’expressio dels gens implicats en el pediatric leukemic stem cell score 6 (pLSC6) i el

leukemic stem cell score 17 (LSC17).

Pacients Total no. (%)
64 (100%)
Sexe (n=64)
Femeni 27 (42,2%)
Masculi 37 (57,8%)
Firma de 24-miRNAs (n=64)
PITAML 33 (51,6%)
P2TAML 31 (48,4%)

Edat, anys (n=64)

Mediana [rang] 11,4 [1,6-18,2]
[0,2) anys 3(4,7%)
[2,10) anys 22 (34,4%)
[10,15) anys 19 (29,7%)
[15,19) anys 20 (31,2%)

Nombre de leucdcits, x10° /L, mediana [rang] (n=64)

46,1 [3,1-473,0]

Malaltia a SNC (n=64)

No infiltrat 55 (85,9%)
Infiltrat 9 (14,1%)
‘ t(8;21) RUNX1::RUNX1T1 (n=62) 14 (22,6%)
| inv(16) CBFB::MYH11 (n=62) 7 (11,3%)
KMT2A-r (n=62) 8 (12,9%)
t(9;11)(p22;923) (n=61) 3 (4,9%)
t(10;11)(p11.2;q23) (n=62) 0 (0,0%)
t(11;19)(q23;p13.1) (n=62) 1(1,6%)
LMA amb altres cariotips (n=62) 32 (51,6%)
FLT3 ITD (n=64) 20 (31,3%)
Mutacions a NPM1 (n=64) 9 (14,1%)
Protocol terapéutic (n=64)
AAMLO3P1 2 (3,1%)
AAMLO531 60 (93,8%)
CCG2961 2 (3,1%)
pLSC6 (n=64)
Baix pLSC6 (<4,08) 40 (62,5%)
Elevat pLSC6 (>4,08) 24 (37,5%)
MRM20,1% a final de la induccid (n=56) 14 (25,0%)

SNC: sistema nervids central. ITD: duplicacid interna en tandem. pLSC6: pediatric leukemic stem cell score. MRM: malaltia residual
mesurable.
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Taula 31: Correlacié entre els grups definits per la firma de 24 miRNAs (PT1IAML i PT2AML) i els grups

definits en funcié dels valors del pediatric leukemic stem cell score 6 (baix pLSC6 i elevat pLSC6).

PITAML P2TAML p-valor
n=33 n=31
0,00023
Baix pLSC6 (n=40) <4.08 13 (39,4%) 27 (87,1%)
Elevat pLSC6 (n=24) >4.08 20 (60,6%) 4(12,9%)

pLSC6: pediatric leukemic stem cell score.
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pLSC6 score LSC17 score
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hsa-miR-20b -0.306%* 0.256*
hsa-miR-223 -0.239* 0.249* -0.277* -0.271*
hsa-miR-193a

hsa-miR-24-3p -0.283* | 35%% 0.254* I 0.239* -0.283*
hsa-miR-128-3p -0.244* |0 408%* -0.395%* 0.257* | 0.314* -0.302* -0.408** -0.266* -0.244%

hsa-miR-17 -0.240* -0.264* -0.240% | 0.264* -0.347%*  0.253* -0.258* | 0.237*
-199b -0.264% |0 314%* _0.316%* 0.278* -0.264* -0.251* | -0.316%* -0.331** -0.303** -0.314**

hsa-mi

p<0.01**

hsa-miR-181c p>=0.01 & p<0.05*
hsa-miR-181a-5p 0.250* -0.236* I -0.248* | 0.250* p>=0.05
hsa-mir-181b-2 0.327%% -0.251* -0.384%* -0.334%* -0.413%* -0.327%* -0.435%* -0.322%* 0 no correlation

hsa-miR-21 p>=0.05

hsa-miR-222 -0.260* -0.260* p>=0.01 & p<0.05*

hsa-miR-331 =i p<0.01**
hsa-miR-373 0.261* 0.261* -0.349** -0.439%* -0.422%*
hsa-miR-708 0.255% 0.255% -0.355%*
hsa-miR-34b 0.268* 0.268* -0.345%* -0.444%* -0.423**
hsa-miR-195 -0.241* 0.255% -0.305**
hsa-miR-151a -0.246% g 321%% -0.272* |0 378%* _0.446%* I -0.246* -0.321%* -0.378%* -0.272*
hsa-miR-30b
hsa-miR-22 I I 0.236* 0.294*
hsa-let-7g-5p -0.294% |_q 347+ -0.356%* 0.273* -0.204* -0.384%*
hsa-let-7i -0.259* -0.252*
hsa-miR-1290 -0.269* -0.269* | 0.268* -0.341%* 0.249*
hsa-miR-9-5p -0.235% | -0.239* |_g 4207+ -0.332%* -0.358**  0.252* -0.239*% 0.252* -0.235*

Figura 40: Analisi de correlacio entre els 24 miRNAs de la firma i els gens involucrats en els scores pediatric leukemic stem cell score 6 (pLSC6) i el leukemic stem cell score 17

(LSC17). Els gens pintats de color blau sén comuns en ambdods scores.
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L’andlisi multivariat confirma la genéetica i la MRM com a factors pronostics

La MRM positiva (>0,1%, avaluada mitjangant citometria de flux) al final de la induccio va
ser un factor predictiu d’una pitjor SLE i SG (p<0,0001 per ambdues). Pel que fa a les
alteracions genétiques, els pacients que presentaven els gens de fusié RUNX1::RUNX1T1
i CBFB::MYH11, agrupats com LMA CBF, mutacions a NPM1+ sense FLT3 ITD, i aquells
NPM1+/FLT3 ITD+, presentaren millor SLE (p<0,0001, p=0,027 i p=0,032,
respectivament). En canvi, els pacients amb un perfil de mutacions NPM1-/FLT3 ITD+
presentaren una pitjor SLE (p=0,0059). Les translocacions al gen KMT2A amb un partner
diferent a MLLT3 t(9;11) van tenir un impacte dolent en la SG (p=0,028). Pel que fa als
protocols de tractament, els més recents van tenir un impacte significatiu millorant la SG
(p=0,032). De nou, en la cohort de TARGET, la firma dels 24 miRNAs va predir una pitjor
SLE i una SG (p<0,0001 i p=0,0075, respectivament). Finalment, un pLSC6 elevat va ser un
factor pronostic advers tant per la SLE com per la SG (p<0,0001 i 0,0022, respectivament)
(Taula 32).

En el model de Cox per I'analisi multivariat, la preséncia de MRM positiva al final de la
induccid (p<0,0001), presentar LMA CBF (p=0,00012) o presentar els perfils mutacionals
NPM1+/FLT3 ITD- (p=0,046) i NPM1+/FLT3 ITD+ (p=0,039), continuaven sent factors
predictius per a una millor SLE, mentre que només la MRM positiva al final de la induccié
(p=0,00036) i les LMA CBF (p=0,00062) van ser factors pronostics per a la SG (Taula 33).
En la subcohort de 64 pacients, només el pLSC6 va predir la supervivencia (p=0,0012 i

p=0,0085 per a la SLE i la SG, respectivament) (Taula 34).

Taula 32: Model de Cox per a I'analisi univariat en la cohort de TARGET.

SLE SG
HR p-valor Z‘;‘Z’Islr HR p-valor Z/‘::Zs/r
Protocol
AAMLO3P1 Ref. Ref. Ref. Ref.
AAMLO531 0,77 [0,39;1,49] 0,43 0,12 0,48 [0,24,0,94] 0,032 0,042
CCG2961 2,26 [0,61;8,35] 0,22 1,18 [0,25;5,49] 0,83
Edat, anys
[0,2) anys Ref. Ref. Ref. Ref.
0,11 0,15
[2,10) anys 0,66 [0,44,0,97] 0,035 0,66 [0,41,1,05] 0,082
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SLE SG
HR p-valor Z I‘:J(Z)I:J)Ir HR p-valor ZI‘;‘ZZ’[
[10,15) anys 0,91[0,62;1,34] 0,62 0,92 [0,58;1,46] 0,71
[15,19) anys 0,95 [0,64;1,42] 0,81 1,06 [0,66;1,71] 0,80
MRM a final de la
induccio
<0,1% Ref. Ref. Ref. Ref. -
20,1% 2,59[1,91;3,51]  <0,0001 _ 2,47 [1,71;3,55]  <0,0001
Genética
LMA amb altres
cariotips Ref. Ref. Ref. Ref.
Inv(16) +t(8;21) 0,33[0,22;0,50]  <0,0001 0,34 [0,20:0,56]  <0,0001
KMT2A-rno t(9;11) 1,39 [0,87;2,22] 017 <000 L78[1,06;298 0,028
KMT2A-r (9;11) 0,70[0,37;1,31] 0,26 1 0,77 [0,37;1,60] 0,48 <0000t
NPM1-/FLT3 ITD+ 1,65(1,16;2,37]  0,0059 1,48 [0,96;2,28] 0,076
NPM1+/FLT3 ITD- 0,39 [0,17;0,90] 0,027 0,42 [0,15;1,15) 0,091
NPM1+/FLT3ITD+ (37 0,15;0,92] 0,032 0,23 [0,06;0,95] 0,042
t(6;9)(p23;q34) 0,88 [0,39:2,02] 0,77 0,55 [0,17:1,75] 0,31
Firma de 24-miRNAs
P2AML Ref. Ref. Ref. Ref.
P1AML 1,72 [1,31;2,25]  <0,0001 - 1,55[1,12;2,13]  0,0075 )
pLSC6 score
<4,08 Ref. Ref. Ref. Ref.
>4,08 6,14 [2,64;14,27]  <0,0001 - 4,54 (1,72;11,97)  0,0022 -

MRM: malaltia residual mesurable. HR: Hazard ratio. ITD: duplicacié interna en tandem. pLSC6 score: pedidtr/c leukemic stem cell

score. SLE: supervivéncia lliure d’esdeveniment. SG: supervivéncia global.
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SLE SG
p-valor p-valor
HR 95% IC p-valor global HR 95% IC  p-valor ohiliel
MRM a final de la
induccio:
<0,1% Ref. Ref. Ref. Ref. - Ref. Ref. Ref. Ref. -
20,1% 2,20 1,59 3,04 <0,0001 2,04 1,38 3,01 0,00036
Genética:
LMA-amb altres Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
cariotips
Inv(16) +1(8;21) 038 0,23 0,62 0,00012 0,33 017 0,63 0,00062
KMT2A-rnot(9;11) 1,07 0,61 1,86 0,82 1,52 0,82 2,82 0,18
<0,0001 0.00041
KMT2A-r t(9;11) 0,46 0,18 1,17 0,10 0,60 0,21 1,70 0,34
NPM1-/FLT3 ITD+ 1,22 0,78 1,90 0,38 1,07 0,61 1,81 0,81
NPM1+/FLT3 ITD- 0,42 0,18 0,98 0,046 0,46 0,16 1,29 0,14
NPM1+/FLT3 ITD+ 0,37 0,15 0,95 0,039 0,26 0,06 1,11 0,070
t(6;9)(p23;q34) 1,11 044 2,82 0,83 039 0,09 167 0,20
Firma de 24-
miRNAs:
P2AML Ref. Ref. Ref. Ref. - Ref. Ref. Ref. Ref. -
PIAML 1,41 096 2,08 0,081 1,22 0,77 1,93 039
Protocol terapéutic:
AAMLO3P1 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
AAMLO531 - - - - 0,47 0,21 1,03 0,059

MRM: malaltia residual mesurable. HR: Hazard Ratio. IC: interval de confianga. SLE: supervivencia lliure d’esdeveniment. SG:
supervivencia global. ITD: duplicacié interna en tandem.
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Taula 34: Analisi multivariat en la subcohort de 55 pacients de la base de dades de TARGET amb dades

disponibles del pediatric leukemic stem cell score 6 (pLSC6), d’expressié dels 24 miRNAs, cliniques i

genetiques.
SLE SG
HR  95% IC p-valor HR 95% IC p-valor
MRM a final de la
induccié
<0,1% Ref. Ref.  Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
20,1% 1,25 050 3,09 0,63 1,09 037 319 0,88
Firma 24-miRNAs:
P2AML Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
P1IAML 1,28 0,43 3,78 0,66 1,10 0,32 3,75 0,88
pLSC6 score:
score <4,08 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
score 24,08 6,19 2,05 18,68 0,0012 5,84 1,57 21,71 0,0085
Protocol terapéutic:
AAMLO3P1 Ref.  Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
AAMLO531 - - - - 0,25 0,02 2,71 0,25

MRM: malaltia residual mesurable. HR: hazard ratio. IC: interval de conﬁénga. SLE: subervivéncfa lliure d’esdeveniment. SG:
supervivencia global. pLSC6: pediatric leukemic stem cell score.

La combinacio de la informacio de la MRM, la genética, el pLSC6 i la firma de 24 miRNAs és

la millor per predir la supervivéncia

Per tal d’avaluar la capacitat predictiva en la supervivéncia de totes les variables (MRM,
genetica, pLSC6 i la firma de 24 miRNAs) de manera individual i combinada vam calcular
el valor del C-index (Taula 35). De manera individual, el pLSC6 va ser la variable amb major
capacitat predictiva, tant per a la SLE com per a la SG (C-index: 0,730 i C-index: 0,701
respectivament). Pel que fa a la combinacio de variables, quan s’utilitzava la informacid
de les 4 variables: MRM, genética, pLSC6 i la firma de 24 miRNAs, s’obtenia la millor
capacitat predictiva, C-index: 0,793 per a la SLE i C-index: 0,769 per a la SG (Taula 35).
Afegint la nostra firma de miRNAs a la combinacid de MRM, genética i el pLSC6

incrementava el C-index per a la SG, perd no per a la SLE. La combinacio proposada amb
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les quatre variables, permetria una millor identificacio dels pacients d’alt risc que el pLSC6

de forma individual (Figura 41).

Taula 35: Aplicacio del C-index per avaluar la capacitat predictiva de les diferents variables de forma

individual i combinada.

Estimacio del C-index individualment per a cada variable

SLE SG
C-index E.E. C-index E.E.
MRM+ (20,1%) 0,560 0,052 0,541 0,058
Geneética 0,717 0,055 0,703 0,063
pLSC6 score (24,08) 0,730 0,049 0,701 0,060
Firma de 24-miRNAs 0,646 0,053 0,653 0,056
Estimacio del C-index combinant dues variables
SLE SG
C-index E.E. C-index E.E.
MRM+ (20,1%) + genética 0,727 0,060 0,709 0,067
MRM+ (20,1%) + pLSC6 score (24,08) 0,732 0,057 0,698 0,068
MRM+ (20,1%) + firma de 24-miRNAs 0,677 0,056 0,673 0,055
Geneética + pLSC6 score (24,08) 0,790 0,049 0,752 0,061
Geneética + firma de 24-miRNAs 0,732 0,051 0,731 0,057
pLSC6 score (24,08) + firma de 24-miRNAs 0,733 0,056 0,711 0,057
Estimacié del C-index combinant tres variables
SLE SG
C-index E.E. C-index E.E.
MRM+ (20,1%) + genética + pLSC6 score (24,08) 0,792 0,050 0,755 0,063
MRM+ (20,1%) + genética + firma de 24-miRNAs 0,740 0,051 0,734 0,057
MRM+ (20,1%) + pLSC6 score (24,08) + firma de 24-
miRNAs 0,767 0,053 0,733 0,057
Genetica + pLSC6 score (>4,08) + firma de 24-miRNAs 0,795 0,047 0,769 0,054
Estimacid del C-index combinant quatre variables
SLE SG
C-index E.E. C-index E.E.
MRM+ (20,1%) + genética + pLSC6 score (24,08) + firma de
24-miRNAs 0,793 0,048 0,769 0,055

MRM: malaltia residual mesurable. SLE: supervivéncia lliure d’esdeveniment. SG: supervivencia global. pLSC6: pediatric leukemic

stem cell score. E.E: error estandard.
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A Event-free survival B Overall survival
1.0
0.8 n=55, p=0.0007
£ £
= 5
o o
o o
[ B
2 2
E E:
= z
= =
7] W
0.2 — Low risk 0.2 + —— Low risk
— Intermediate risk n=55, p=001g  — Inlermediate risk
—— High risk — High risk
0.0 T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T T
0 1 2 2 4 5§ 6 7 8 92 101 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Ti Ti
Mum at risk e wears) Hum st risk e (years)
Low risk 13 13 13 13 12 1M1 9 & 2 0 0 O Law risk 13 13 13 13 12 11 ¢ & 2 0 0 0
Int. risk 3T %8 22 22 2 2 17 8 4 1 0 0D Int. risk 37 30 27 26 25 24 19 9 4 A 0 0
High risk 5 2 0o 0 0o 0o 0o 0o o o 0 oo High risk 5 a4 3 1 1 1 1 1 9 0 0 0

Figura 41: A) Diferéncies en la supervivéencia lliure d’esdeveniment (event-free survival) i B) la supervivéncia
global (overall survival) entre diferents grups de risc formats amb el model d’estratificacié proposat
combinant la genetica, la MRM, I'score pLSC6 i la firma de 24 miRNAs. Low risk: baix risc. Intermediate risk:

risc intermedi. High risk: risc advers. Time (years): temps en anys.

En resum, la literatura previa ha demostrat que les alteracions genetiques i la leukemia
stemness tenen un impacte important en la supervivéncia dels pacients amb LMA, pero
pocs estudis han analitzat el paper de I’epigenetica. En aquest estudi, hem identificat una
firma de 24 miRNAs relacionats amb stemness capac de predir el pronostic dels pacients
pediatrics amb LMA. A més, hem observat que combinant la informacié de la MRM, la
genetica, el pLSC6 i la firma de 24 miRNAs obtenim una major capacitat predictiva de la

supervivencia que analitzant cada una de les variables per separat.
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2 Resultats treball addicional:

Determinar el perfil d’expressio dels gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 en

pacients pediatrics amb leucémia aguda

Expressid global dels gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 en controls no

neoplasics i pacients amb leucémia aguda

Per tal de tenir una referéncia en poblacio no leucémica dels nivells d’expressio dels gens
PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4, vam analitzar el seu perfil d’expressié en 10
mostres de moll d’os de controls pediatrics no neoplasics i els vam comparar amb una

cohort de 57 pacients pediatrics amb leucemia aguda (Taula 23, Figura 42).

En general, vam observar en practicament tots els controls no neoplasics una abséencia
d’expressid d’aquests gens i les poques mostres que els expressaven ho feien a nivells
baixos; en canvi, els pacients amb leucemia si que presentaven expressié dels gens
analitzats. Analitzant aquestes dades de manera qualitativa (expressio vs. no expressio),
vam observar que I'expressio de CCL23, NRG4, SCUBE1 i PHACTR3 era significativament
superior (p=0,00074, p=0,01, p=0,05 i p=0,024, respectivament) en pacients amb

leucémia respecte els controls no neoplasics (Taula 36).

Pel que fa al gen PPPIR-27, vam observar també una tendencia a la diferent expressié del

gen entre ambdds grups, tot i que no de manera significativa (p=0,069).

Taula 36: Associacid entre expressid si/no en el grup de pacients amb leucémia i els controls no neoplasics.

Controls no
Leucemia n=57 neoplasics p-valor
n=10
PPPIR-27 Expressio 41 (71,9%) 4 (40,0%) 0,069
No expressid 16 (28,1%) 6 (60,0%)
ccl23 Expressio 43 (78,2%) 2 (20,0%) 0,00074
No expressid 12 (21,8%) 8 (80,0%)
NRGA Expressio 37 (64,9%) 2 (20,0%) 0,013
No expressid 20 (35,1%) 8 (80,0%)
SCUBE1 Expressio 17 (30,4%) 0 (0,0%) 0.053
No expressid 39 (69,6%) 10 (100,0%) ’
PHACTRS Expressio 22 (39,3%) 0 (0,0%) 0,024
No expressid 34 (60,7%) 10 (100,0%)
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D’altra banda, tot i que els pacients amb leucémia expressaven més aquests gens
respecte els controls no neoplasics, hi havia alguns pacients que no els expressaven (en
especial el gen SCUBE1). A més, fins i tot en aquells pacients on hi havia expressio, alguns
expressaven més que altres, de manera que els pacients amb leucémia es podien
distribuir en tres grups segons I'expressio dels gens analitzats: 1) pacients sense expressio
per un gen determinat; 2) pacients amb expressié baixa (per sota del calibrador); 3)

pacients amb expressio elevada (igual o per sobre del calibrador) (Figura 42).

47 * Pacients amb leucémia aguda
Controls no neoplasics
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Figura 42: Perfil d’expressio dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4, SCUBE1 i PHACTR3 en mostres de pacients

pediatrics amb leucemia aguda i mostres de controls pediatrics no neoplasics.
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Els pacients amb leucémia aguda presenten diferéncies en |'expressio dels gens PPPIR-27,

CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 en funcio del llinatge

Donat que entre els pacients amb leucemia observavem 3 patrons diferents en
I'expressid dels gens estudiats, vam avaluar les diferencies d’expressio en funcié del
llinatge. Pel que fa a I'analisi qualitatiu (expressio vs. no expressid), vam observar que, en
general, els pacients amb LMA presentaven una major expressié d’aquests gens respecte
els pacients amb LLA (incloent LLA-B i LLA-T) (Figura 43). Aquesta major expressio era
significativa per als gens PPPIR-27, CCL23, NRG4 i PHACTR3 (p=0,032, p=0,012, p=0,0094
i p=0,025, respectivament) (Taula 37). D’altra banda, també vam analitzar I'expressio de
manera quantitativa només en els pacients que presentaven expressio. En aquest sentit,
també vam observar que els pacients amb LMA presentaven una expressio
significativament més elevada dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4 i SCUBE1 respecte els
pacients amb LLA (Taula 38). A destacar, el gen SCUBE1 no presentava diferéncies
significatives d’expressié entre pacients amb LMA i LLA quan vam analitzar les dades de
manera qualitativa, perod si en 'analisi quantitativa. En general, en I'analisi global de les
dades, varem observar que els pacients amb LMA sobreexpressaven aquests gens

respecte els pacients amb LLA.

Taula 37: Associacio entre expressié si/no dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4, SCUBE1 i PHACTR3 i el llinatge,

comparant la leucemia limfoblastica aguda i la leucémia mieloide aguda.

LLA=28 LMA n=29 p-valor
PPPIR.27 Expressio 16 (57,1%) 25 (86,2%) 0,032
No expressid 12 (42,9%) 4(13,8%)
ccL23 Expressio 16 (61,5%) 27 (93,1%) 0,012
No expressid 10 (38,5%) 2 (6,9%)
NRG4 Expressio 13 (46,4%) 24 (82,8%) 0,0094
No expressid 15 (53,6%) 5(17,2%)
op— Expressio 5(18,5%) 12 (41,4%) 012
No expressid 22 (81,5%) 17 (58,6%)
PHACTR3 Expressio 6 (22,2%) 16 (55,2%) 0,025
No expressid 21(77,8%) 13 (44,8%)
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Taula 38: Analisi quantitativa de I'expressio entre leucemia limfoblastica aguda vs. leucémia mieloide aguda

en els pacients que expressaven els gens PPPIR-27 (n=41), CCL23 (n=43), NRG4 (n=37), SCUBE1 (n=17) i

PHACTR3 (n=22).

LLA n=16 LMA n=25 p-valor
PPPIR-27 -0,93 [-2,61;0,88] 0,72 [-1,57;1,84] <0,0001
LLA n=16 LMA n=27 p-valor
CCL23 -1,04 [-3,71;0,25] 0,78 [-2,09;2,92] <0,0001
LLA n=13 LMA n=24 p-valor
NRG4 -0,90 [-3,29;0,46] 0,47 [-1,44;2,09] 0,00037
LLA n=5 LMA n=12 p-valor
SCUBE1 -1,00 [-2,39;-0,07] 0,63 [-0,51;1,27] 0,019
LLA n=6 LMA n=16 p-valor
PHACTR3 -0,42 [-2,33;1,44] 0,69 [-2,28;1,40] 0,29
Leucémia limfoblastica aguda
44 Leucémia mieloide aguda
Leucémia aguda de llinatge ambigu
Controls no neoplasics
24
0 - .
.! .I
2
-4
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20 . . ‘e . :: b
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Figura 43: Perfil d’expressio dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4, PHACTR3 i SCUBE1 en mostres de pacients

amb leucémia limfoblastica aguda (lila), leucémia mieloide aguda (blau), leuceémia aguda de llinatge ambigu

(verd) i controls no neoplasics (taronja).
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En la cohort global de pacients amb leucémia aguda, no hi ha diferéncies en I'expressio dels

gens CCL23, NRG4, PHACTR3 i SCUBE1 entre els pacients que presenten reordenament del

gen KMT2A i els pacients sense la fusié

Lagace et al., van observar una relacié entre la sobreexpressié d’aquests gens i el
reordenament de KMT2A en pacients amb LMA. Seguint aquesta idea, vam estudiar en
la nostra cohort global de pacients les diferéncies d’expressid entre els pacients amb
leucemia i KMT2A-r vs. pacients amb leucemia sense reordenament de KMT2A. De la
cohort total de pacients, 40 pacients presentaven KMT2A-r (21 pacients amb LLA i 19
pacients amb LMA) i 10 KMT2A no reordenat (7 pacients amb LLA i 10 pacients amb LMA).
Vam observar, tant de manera qualitativa (expressié vs. no expressid) com de manera
guantitativa, que en aquells pacients que presentaven expressid, no hi ha havia
diferéncies estadisticament significatives en quant a I'expressio dels gens CCL23, NRG4,
SCUBE1 i PHACTR3. Pel que fa al gen PPPIR-27, els pacients amb KMT2A-r
sobreexpressaven aquest gen de manera significativa (pacients sense reordenament de
KMT2A (-0.80 [-1.57;1.07]) vs. pacients amb KMT2A-r (0.44 [-2.61;1.84]); p=0.034)
respecte els pacients sense el reordenament. Posteriorment, vam realitzar els mateixos

analisis separant els pacients segons el llinatge de la leucemia.

No existeixen diferéncies significatives en I'expressidé dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4,

PHACTR3 i SCUBE1 entre els pacients amb leucémia limfoblastica aguda i reordenaments

del gen KMT2A i els pacients sense la fusio

Dels 27 pacients amb LLA estudiats (25 LLA-B i 3 LLA-T), 21 pacients presentaven KMT2A-
r. En I'analisi qualitatiu, no vam trobar diferencies d’expressié entre els pacients amb LLA
KMT2A-r respecte els pacients amb KMT2A no reordenat. Pel que fa I'analisi quantitatiu,
nomeés es van estudiar els gens PPPIR-27, CCL23 i NRG4 degut a que només hi havia un
pacient sense reordenaments de KMT2A que expressés els altres dos gens. En aquest cas,
tampoc vam observar diferéncies. Tot i aixi, cal esmentar que aguesta cohort de pacients
és molt reduida i presenta un biaix amb poca representacidé de pacients sense
reordenaments de KMT2A, de manera que caldrien més estudis amb séries de pacients

més nombroses i representatives per a confirmar aquests resultats.
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Els pacients amb leucémia mieloide aguda i reordenaments de KMT2A presenten, en

general, una expressio significativament superior dels gens estudiats respecte els pacients

sense la fusié

Vam analitzar I'expressio dels gens PPPIR-27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 en 29
pacients amb LMA, dels quals, 19 presentaven KMT2A-r. En I'estudi qualitatiu (expressié
vs. no expressid), vam observar que els pacients amb KMT2A-r expressaven els gens
NRG4, SCUBE1 i PHACTR3 en proporcié significativament superior als pacients sense el
reordenament, que no els expressaven (p=0.036, p=0.019 i p=0.016, respectivament). No
vam observar diferéncies significatives per a PPPIR-27 i CCL23 (taula 39). En canvi, en
I'estudi quantitatiu, PPPIR-27 i CCL23 eren sobreexpressats de manera significativa
(PPPIR-27 p=0.00035, i CCL23 p=0.00027) en els pacients KMT2A-r respecte la resta de
pacients (taula 40, Figura 44). En aquest ultim estudi quantitatiu, el gen SCUBE1 no es va
poder analitzar degut al baix nombre de pacients sense el reordenament de KMT2A que

expressaven aquest gen.

Taula 39: Associacid entre expressio si/no i la leucémia mieloide aguda amb reordenament de KMT2A.

KMT2A no
e KMT2A-r, n=19 p-valor
Expressid 8 (80,0%) 17 (89,5%)
PPPIR-27 ., 0,59
No expressio 2 (20,0%) 2 (10,5%)
Expressid 9 (90,0%) 18 (94,7%)
CccL23 5 1,00
No expressio 1(10,0%) 1(5,3%)
Expressid 6 (60,0%) 8 (94,7%)
NRG4 ., 0,036
No expressio 4 (40,0%) 1(5,3%)
Expressio 1(10,0% 1(57,9%
SCUBET pressio (10,0%) (57,9%) 0,019
No expressio 9 (90,0%) 8(42,1%)
Expressid 2 (20,0%) 14 (73,7%)
PHACTR3 ., 0,016
No expressio 8 (80,0%) 5(26,3%)
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Taula 40: Comparacié de I'expressid dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4 i PHACTR3 en pacients amb leucemia
mieloide aguda amb reordenaments del gen KMT2A vs. pacients amb leucémia aguda mieloide sense

reordenaments del gen KMT2A.

KMT2A no
reordenat, n=8

PPPIR-27  -0,50[-1,57;1,07] 1,07 [-0,38;1,84] 0,00035
KMT2A no

reordenat, n=9

CCL23 -0,73 [-2,09;1,20] 1,19[-0,38;2,92] 0,00027

KMT2A-r, n=17 p-valor

KMT2A-r, n=18 p-valor

KMT2A no
o, ARG S p-valor
KMTZ2A no
reordenat, n=2 KMT2A-r, n=14 p-valor
PHACTR3 ~ -0,63[-2,12;0,87] 0,69 [-2,28;1,40] 0,60

Analitzant la Figura 43, vam observar que, tot i que els pacients amb LMA i KMT2A-r
presentaven una mitjana d’expressié dels gens SCUBE1 i PHACTR3 superior respecte els
pacients sense el reordenament, també hi havia un grup de pacients KMT2A-r que no
presentaven expressid d’aquests gens. Els pacients KMT2A-r expressaven practicament
tots els gens PPPIR-27, CCL23 i NRG4, amb excepcié d'un (CCL23, NRG4) o dos casos
(PPPIR-27). Pel contrari, el nombre de pacients KMT2A-r que no expressaven SCUBE] i
PHACTR3 era superior (marcats amb un cercle vermell a la Figura 44). Per aquest motiu,
vam decidir explorar quines diferéncies podia haver-hi dins del grup de pacients amb LMA
i KMT2A-r que poguessin estar associades a diferencies en |'expressié de SCUBET i

PHACTRS.
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Figura 44: Perfil d’expressio dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4, PHACTR3 i SCUBE1 en mostres de pacients
pediatrics amb leucemia mieloide aguda. Els punts blaus representen els pacients que expressen aquests
gens, els punts grocs els pacients que no expressen aquests gens i el triangle la mitjana d’expressié de cada
gen. Alguns pacients amb KMT2A-r (marcats amb un cercle vermell) no expressaven els gens SCUBE1 i

PHACTRS.

Els pacients amb leucémia mieloide aguda i reordenaments del gen KMT2A no presenten

diferéncies significatives en I'expressid dels gens analitzats segons I'edat, el partner de

KMT2A o el nimero de leucocits

Vam estudiar si hi havia diferencies d’expressio dins del grup de pacients amb LMA i
KMT2A-r en funcié de variables cliniques i biologiques (numero de leucocits, edat, i
partner de KMT2A). Com en els anteriors apartats, vam estudiar les variables tant de
manera quantitativa com qualitativa. No vam trobar diferéncies d’expressié en funcié del
partner de KMT2A (MLLT3, MLLT10, ABI1, ELL1), ni en |'edat (categoritzada com <2 anys
i 22 anysi[0,2) anys, [2,10) anys, [10,15) anys i [15,19) anys) ni en funcié del numero de

leucocits al diagnostic.
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L’expressiod del gen PHACTR3 en pacients amb leucémia mieloide aguda i reordenaments

del gen KMT2A mostra diferéncies no significatives en la supervivéncia

D’altra banda, també vam analitzar 'associacié entre I'expressié d’ambdds gens (SCUBE1
i PHACTR3) i la supervivencia (SLE i SG) dels pacients. No vam trobar diferéncies
significatives, perd en el cas de PHACTR3 vam observar dos grups amb diferent
supervivéncia (Figura 45). El grup de 14 pacients que expressaven el gen PHACTR3
presentava una supervivencia pitjor als 5 anys (SG 64,3% (43,5%-95%), i SLE 57,1%
(36,3%-89,9%)) respecte a un segon grup de 5 pacients que no expressaven PHACTR3 i
que van mostrar una supervivencia excel-lent amb SG i SLE del 100% als 5 anys.
Nogensmenys, el nombre de pacients en cada grup és molt baix i les diferéncies entre els
dos grups no son significatives, pel que aquesta troballa s’hauria de confirmar en una

serie ampliada de pacients.
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Figura 45: Diferéncies en la supervivéncia lliure d’esdeveniment (event-free survival) i la supervivéncia

global (overall survival) entre dos grups de pacients amb LMA i KMT2A-r segons I'expressié de PHACTR3.

En conclusid, el nimero de pacients en la serie estudiada al treball addicional és baix i
presenta un biaix amb enriguiment en pacients KMT2A-r, fet que impedeix establir
conclusions significatives. Tot i aixi, I'analisi preliminar posa de manifest la sobreexpressio
dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4, SCUBE1 i PHACTR3 en pacients pediatrics amb LMA.
D’altra banda, els 5 pacients amb KMT2A-r i absencia d’expressid del gen PHACTR3 van
mostrar una superviveéncia excel-lent sense esdeveniments als 5 anys. En global, aquest
analisi ens ha permes observar una possible associacid entre els gens proposats com a

biomarcadors del gen KMT2A en pacients amb LMA i la supervivéncia. Malgrat aixo, son
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encara necessaris estudis en séries més nombroses i representatives per a intentar
correlacionar la sobreexpressié dels gens PPPIR-27, CCL23, NRG4, PHACTR3 i SCUBE1
amb la presencia del reordenament de KMT2A i per a confirmar el seu potencial Us com

a factors pronostics.
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DISCUSSIO

Leucemia aguda pediatrica: curar més i curar millor, una assignatura pendent

Tot i que la taxa de supervivéncia dels pacients amb leucémia aguda ha augmentat en els
darrers anys, segueix sent la principal causa de mortalitat relacionada amb cancer en
I'edat pediatrica. A més, els efectes secundaris al tractament, tant a curt com a llarg
termini, impacten en gran manera en la qualitat de vida no només dels pacients, sino
també dels familiars. Aix0 posa de manifest la necessitat de la cerca de nous
biomarcadors que permetin millorar el diagnostic i aplicar una medicina personalitzada,
ajustant el tractament segons el risc de cada pacient. Per aixo, cal trobar nous marcadors
genetics i epigeneétics, diagnostics i pronostics, que permetin refinar "estratificacio dels
pacients en els diferents grups de risc. Actualment, diferents variables cliniques i
biologiques, entre les quals les aberracions genetiques al diagnostic, conjuntament amb
els nivells de MRM, s’utilitzen de forma habitual com a biomarcadors pronostics. Les vies
de stemness regulades per NOTCH, WNT/B-catenina, HOX i FLT3, entre altres, solen
trobar-se alterades en pacients amb leucemia. Diversos estudis han demostrat que
I'expressid génica, les aberrancies genétiques i, en el cas de les LMA, el grau de stemness
de la leucémia, tenen impacte en el pronostic dels pacients (71,160-162,280,388-392).
Aixi, Fornerod et al. han proposat un model de classificacid dels pacients pediatrics amb
LMA que integra la genetica, la identitat transcripcional i el grau de stemness mesurat pel
pLSC6 score. Aquest model permet identificar els pacients d’alt risc millor que amb I'Us
individual dels factors classics. Esta descrit I’'Us de miRNAs com a biomarcadors per predir
la recaiguda i millorar I'estratificacié en grups de risc (393). Tanmateix, a dia d’avui hi ha
pocs estudis que hagin explorat el rol de 'epigenética en aquest context. En aquesta tesi,
hem estudiat el paper dels marcadors genétics i epigenétics (en particular els miRNAs)
implicats en I"auto-renovacio de les HSC i les vies de stemness en pacients pediatrics amb
leucemia aguda d’alt risc. Hem analitzat I'expressio d’una seleccid de 89 miRNAs i hem
identificat una firma de 24 miRNAs relacionada amb el grau de stemness capag de predir
la supervivéncia en els pacients pediatrics amb LMA. Aixi mateix, hem observat que la
combinacié de la MRM, la genética, el pLSC6 (com a marcador de stemness) i la firma de
24 miRNAs, té una major capacitat predictiva de la supervivéncia que cada una de les
variables de manera individual.
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D’altra banda, hem analitzat (tant en pacients amb LLA com LMA) I'expressié dels gens
PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4, préviament descrits com a possibles
biomarcadors distintius de la fusié del gen KMT2A en pacients pediatrics amb LMA (220).
Hem observat que aquests gens es troben significativament sobreexpressats en pacients
amb LMA respecte els pacients amb LLA. A més, les analisis preliminars suggereixen que
els pacients amb LMA i KMT2A-r presenten major expressio d’aquests gens respecte els
pacients sense el reordenament, el que recolza la idea de que poguessin considerar-se
com a biomarcadors de les fusions de KMT2A. Finalment, també hem observat en els
pacients amb LMA i KMT2A-r una associacié entre |'absencia d’expressido del gen

PHACTR3 i una millor supervivencia.

L’expressio dels miRNAs en els pacients amb leucemia aquda permet diferenciar la seva

evolucio

En el primer dels treballs, varem analitzar el paper d’una série de miRNAs relacionats amb
el grau de stemness en el pronostic dels pacients pediatrics amb leucémia aguda.
Globalment, a I'estudi no supervisat, I'expressié dels miRNAs segregava els nostres
pacients per llinatges (Figura 29), fet que ha estat previament descrit (391,392,394). De
forma interessant, els diferents clisters que es van formar es correlacionaven amb
diferents supervivencies en ambdods llinatges. En el cas de les LLA, aquestes diferencies
no van ser significatives, probablement degut a que els pacients amb LLA ja presenten
molt bona supervivencia i per tant el nUmero d’esdeveniments en aquest grup era baix i
la serie limitada. Tanmateix, resultaria de gran interés analitzar un major nimero de casos
de LLA per tal de confirmar el paper dels miRNAs relacionats amb stemness en el
pronostic en aquests pacients. En canvi, en els pacients amb LMA, el perfil d’expressio de
miRNAs va permetre identificar un grup de pacients amb una SG i SLE significativament
pitjor. Aquest grup el vam definir com a P1AML. La resta de pacients van quedar agrupats

en el grup P2AML (Figura 32).

Els grups P1IAML i P2AML inclouen la majoria de cateqories moleculars

Vam identificar una firma de 24 miRNAs diferencialment expressats entre ambdds grups:
els pacients del grup P1AML infraexpressaven 23 miRNAs i sobreexpressaven 1 miRNA,

comparat amb el grup P2AML. El llistat dels 24 miRNAs es troba a la Taula 25. Globalment,
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les nostres analisis suggereixen una major activacié en les vies de stemness en els
pacients P1AML. Excepte pel que fa a la supervivencia, PIAML i P2ZAML no presentaven
diferéncies significatives en la resta de variables cliniques o bioldgiques, i ambdds grups
presentaven la majoria de categories moleculars (Taula 24). Tot i aixi, tots els pacients
amb la fusid PML::RARA es trobaven en el grup P2AML, mentre que tots els casos amb
mutacié a NPM1 s’agrupaven al grup PIAML. Donat que els casos amb PML::RARA sén
leucemies més diferenciades, podriem esperar que presentessin nivells baixos d’activacié
de vies de stemness i per aix0 s’agruparien amb els pacients del grup P2AML.
Alternativament, la firma de 24 miRNAs podria ser un indicador o surrogate de la seva
genetica subjacent de bon pronostic. D’altra banda, tot i associar-se amb bon pronostic,
els casos de NPM1 mutats es trobaven en el grup P1AML; en aquest cas, I'explicacid
podria estar en I'augment de la regulacid i sobreexpressié dels gens HOX, caracteristic

dels pacients amb leucemia i mutacié de NPM1 (395,396).

Els 24 miRNAs que formen la firma tenen funcions rellevants en la carcinogénesi

En general, els miRNAs tenen funcions i interaccions diverses i complexes, i participen en
la majoria de vies de senyalitzacié descrites. Dependent del context cel-lular, el grau de
maduresa, o el teixit, poden presentar diferents funcions i actuar com a miRNAs
supressors de tumors o com a oncomiRs (250,289,397—-402). Globalment, vam observar
gue els 24 miRNAs de la nostra firma es troben implicats en la regulacié de stemness, en
la diferenciacié i proliferacié cel-lular i, a més, la firma també esta enriquida en miRNAs
involucrats en carcinogenesi, desenvolupament i progressio del cancer (Figura 34). A la
firma trobem 23 miRNAs infraexpressats, el que faria pensar teodricament en una
sobreexpressio resultant dels seus gens diana, ja que la majoria de miRNAs
infraexpressats en aquest context presenten funcions de supressors de tumors (403).
S’ha descrit que el hsa-miR-223-3p inhibeix la proliferacio cel-lular i augmenta I'apoptosi
en les cel-lules de LMA (404). En la mateixa linia, el seu augment de regulacio i expressioé
s’ha associat a un millor pronostic en pacients amb LLA (282). El hsa-miR-193a-3p juga un
paper important en la progressio de la LMA (365,405): la seva regulacio correcta estimula
I'apoptosi i la diferenciacié blastica mitjancant la inhibicié de RUNX1::RUNX1T1 i altres
reguladors epigenetics. Una menor expressié de hsa-miR-181a-5p s’associa amb un pitjor

pronostic en la LMA (406,407). Hsa-miR-181a-5p regula KRAS, NRAS i MAPK1, disminuint
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el creixement de cél-lules leucemiques, pel que un augment de la regulacié d’aquest
miRNA disminueix la proliferacid, actuant com a supressor de tumors. En les LMA amb
reordenaments de KMT2A, s’ha observat una regulacio a la baixa del hsa-miR-34b-5p
dirigida a CDK4, BCL2, RAS i HOX (405). A més, hsa-miR-34b-5p suprimeix la proliferacié i
supervivencia de les cél-lules de LMA en dirigir-se al factor de transcripcid de xoc termic
(HSF1), el que condueix a una inactivacié de Wnt/B-catenina (37,408). Pel contrari, I"Unic
miRNA sobreexpressat en la nostra firma, hsa-miR-9-5p, promou la proliferacio i inhibeix
I'apoptosi, actuant com a oncomiR en els casos amb LMA i reordenaments de KMT2A

(325).

El perfil de 24 miRNAs esta relacionat amb les vies d’immaduresa

Tal i com esperavem, diversos miRNAs de la nostra firma es troben relacionats amb les
vies de stemness. Gens relacionats amb les vies de stemness com SOCS2 o SP1 son dianes
potencials de 7 i 8 miRNAs de la nostra firma, respectivament. Altres potencials gens
dianes de diversos miRNAs de la nostra firma son CD34, MBNL3 o ADGRG1, tots ells
implicats en la senyalitzacio, regulacio de la transcripcid, regulacié dels miRNAs o vies de
stemness (409-412). També vam voler analitzar la relacié entre la firma de 24 miRNAs i
els scores LSC17 i pLSC6 (160,161), analitzant els llocs d’unié complementaris entre els
miRNAs i els gens que formen part dels scores. Aquesta analisi ens va permetre observar
que els miRNAs de la nostra firma regulen i tenen com a diana diversos gens implicats en
ambdds scores (Figures 34 i 39). Tot i aixi, cal remarcar que no disposem de proves
directes de I'expressid dels miRNAs a nivells funcionals en les cel-lules mare
hematopoetiques normals; per tant, no podem assumir que la infraexpressié dels miRNAs
de la nostra firma causi una expressio aberrant d’aquestes dianes. Tot i observar relacié
entre els 24 miRNAs i les vies de stemness, només 10 dels 24 miRNAs presenten llocs

d’unio als gens relacionats amb LSC17 i pLSC6.

El perfil de 24 miRNAs prediu la supervivencia de forma global i no pot simplificar-se

Veient que no tots els miRNAs de la nostra firma tenien llocs d’unié als gens dels scores,
i amb la idea de facilitar la seva aplicabilitat clinica, ens vam plantejar la reduccio de la
firma des de tres escenaris i analisis diferents. El primer va ser la correlacié de la firma

amb els scores de stemness; el segon va ser I'efecte de cada miRNA individualment en la
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SLE i la SG, dicotomitzant I'expressié del miRNA; el tercer, reduir el punt de tall de
significanca de manera més estricta. Aplicant aquests criteris de simplificacié vam veure
que d’una manera o altra es perdia informacié valuosa i que globalment els 24 miRNAs

de la firma podien contribuir a I’efecte predictiu sobre els resultats.

Validacio de la firma de 24 miRNAs en una cohort independent

El nimero limitat de pacients i el biaix en la seleccié de casos amb reordenament de
KMTZ2A en la nostra serie ens va portar a confirmar la validesa dels resultats en una cohort
de validacié més gran i no esbiaixada de 447 pacients amb LMA de la base de dades
publica TARGET. Vam confirmar el valor predictiu de la firma de 24 miRNAs en la cohort
de validacio no esbiaixada de pacients pediatrics amb LMA. En aquesta série, la genética
es distribueix de manera desigual entre els dos grups definits per I'expressié de miRNAs,
i tots els pacients amb les anomalies genétiques de bon pronostic es troben en el grup
P2TAML, associant-se a uns millors resultats. També vam trobar una correlacié entre la
nostra firma de 24 miRNAs i el pLSC6 score. Cal remarcar que tant el pLSC6 com el LSC17
també s’associen de manera significativa amb les alteracions genéetiques subjacents, tal
com ha estat publicat previament (160,162). En general, la nostra firma de 24 miRNAs
podria considerar-se la contrapartida epigenetica de les variables genétiques i

d’expressié de stemness que prediuen la supervivencia.

L’analisi multivariat va confirmar la genética i la MRM com a factors pronostics de la SG i
la SLE. El pLSC6 score va predir la supervivéncia en la subcohort de pacients amb dades
disponibles a la base TARGET. S’ha descrit que la geneética, els nivells de MRM, I'expressio
genica i la leukemia stemness influeixen en el pronostic (128,160-162). Recentment, Loic
Vasseur et al. han reportat que la combinacié de LSC17, la genetica i la MRM permet
identificar pacients amb LMA i mutacions a NPM1 amb excel-lent pronostic (413), pero
les dades referents a I'efecte de I'epigenetica son escasses. Alguns estudis han descrit
I'impacte d’un grup de miRNAs en pacients amb LMA; altres han combinat el valor de un
miRNA individual amb el LSC17 (365,406). Pel contrari, en aquesta tesis, hem analitzat un
ampli nimero de miRNAs implicats en stemness i hem identificat 24 miRNAs que
prediuen el pronodstic en pacients amb LMA. Tot i que la nostra firma de miRNAs no és

independent de la genética subjacent ni de I'expressid génica, pensem que proporcionem

253



Discussio |

informacié nova i significativa sobre el paper dels factors epigeneétics en la desregulacié
de les vies de stemness en pacients pediatrics amb LMA. A més, la capacitat predictiva de
la combinacio de la MRM, la genética, el pLSC6 score i la firma de 24 miRNAs, és superior
a la de cada una de les variables per separat i I’addicio de la informacié de miRNAs fa

augmentar la capacitat predictiva de la SG.

Paper de I'expressio de marcadors geneétics en pacients pediatrics amb leucemia aguda:

estudi dels gens PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4

En la nostra serie de pacients, d’acord amb el préviament descrit (414), només els
pacients amb leucémia i no els controls no neoplasics expressaven els gens PPP1R27,
CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 (Taula 36). A més, vam observar perfils d’expressid
diferenciats associats al llinatge de la leucemia. Aixi, els pacients amb LMA expressaven
en major proporcio els gens PPP1R27, CCL23, NRG4 i PHACTR3 respecte les LLA (Taula
37). Dins els pacients amb expressio, PPP1R27, CCL23, NRG4 i SCUBE1 presentaven
significativament major expressid en pacients amb LMA respecte els pacients amb LLA
(Taula 38). Pel que fa al subestudi en pacients amb reordenaments de KMT2A, tant en la
cohort global com en la subcohort de pacients amb LLA, no vam observar diferencies en
la seva expressio; en canvi, els pacients amb LMA i KMT2A-r expressaven en major
proporcio els gens NRG4, SCUBE1 i PHACTR3. A més, aquests pacients sobreexpressaven
els gens PPP1R27 i CLL23 respecte la resta de pacients amb LMA sense reordenaments
de KMT2A (Taules 39 i 40). Finalment, tot i que els pacients amb LMA i KMT2A-r
presentaven sobreexpressio dels gens SCUBE1 i PHACTR3, també vam veure que hi havia
un grup de pacients que no els expressaven (Figura 44). Vam estudiar diferents variables
clinigues i biologiques per entendre aquestes diferencies i vam observar que els pacients

amb LMA i KMT2A-r i expressio de PHACTR3 presentaven pitjor supervivencia.

Aixi, tal i com van descriure Lagacé et al., vam confirmar que el perfil d’expressié
d’aquests gens es trobava alterat en pacients pediatrics amb LMA. PPPIR27, CCL23,
SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 codifiquen per proteines quimiocines, neuroregulines,
glicoproteines de superficie o proteines reguladores de fosfatasa i actina; per tant, tenen
una funcié important en la senyalitzacio i funcié cel-lular i en I'adhesid de molécules que

podrien trobar-se desregulades en processos neoplasics (415).
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El gen CCL23 codifica per a una quimocina implicada en processos immunorreguladors i
inflamatoris. Steinbach et al., (416) van identificar un conjunt de gens, entre ells CCL23,
sobreexpressats en pacients amb LMA respecte mostres de moll d’os sanes. L'expressio
d’aquests gens disminuia amb la remissié complerta dels pacients i tornava a augmentar
en les mostres previes a la recaiguda (416). Estudis més recents suggereixen que les
alteracions genetiques i fenotipiques del microambient del moll de I'os poden afavorir el
procés de leucemogenesi i permetre a les cél-lules leucemiques sobreviure en ambients
hostils i evitar la mort induida per la quimioterapia. En aquest sentit, alguns estudis han
analitzat el perfil protedmic del microambient del moll d’os en pacients amb LMA i
controls sans (417). Aquest estudi va mostrar 168 proteines diferencialment expressades
entre pacients amb LMA i controls sans; entre elles, destacaven un ampli grup de
citoquinesien concret CCL23, que presentava nivells significativament elevats. Els estudis
funcionals van recolzar aquestes observacions, demostrant que I'elevada expressié de
CCL23 podria estar suprimint I’'hnematopoesi normal (417). Recentment, en un estudi amb
pacients adults i pediatrics s’ha proposat el gen CCL23 com a biomarcador pronostic en
pacients amb LMA, integrat en un firma de 18 gens (418). Els autors proposen un model
basat en I'analisi d’expressié d’aquests gens (relacionats amb ferroapoptosi), mitjancant
el qual sén capacos de classificar els pacients en diferents grups de risc (418). En els
nostres estudis, vam observar que els pacients amb LMA expressaven CCL23 en més
proporcid i a nivells més elevats que els pacients amb LLA. Aixi, el perfil d’expressio alterat
de CCL23 podria ser el reflex del llinatge i la seva implicacio en la leucemogénesi en la

LMA.

SCUBE1 codifica per a una glicoproteina secretada a la superficie cel-lular que s’expressa
durant 'embriogénesi primerenca i es troba en cél-lules endotelials i plaguetes, pero la
seva funcid biologica no esta del tot clara (419). Tot i aixi, els seus nivells d’expressio s’han
vist desregulats en diversos cancers, com el cancer de cél-lules renals, cancer de mama o
cancer d’estdmac, en els quals s"ha proposat com a biomarcador de pronostic o recaiguda
(420-422). Més recentment, Sahoo et al. han estudiat el paper de SCUBEI en el
manteniment de les cél-lules leucémiques KMT2A-r mitjangant un augment de senyals
proliferatives i de supervivencia cel-lular. En aquest context, i en models animals knock-

out, han observat que HOXA9/MEIS1 estarien regulant a SCUBE1, que s’uneix al lligand
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de FLT3 provocant una activacié de la seva via de senyalitzacié i augmentant la seva
activitat (Binay K. Sahoo 2022). Aixi, de validar-se aquests resultats, SCUBE1 podria ser
una diana terapéutica potencial pel tractament de les leucemies KMT2A-r (423). Atés que
la sobreexpressié de HOXA9 promou I'expansié de les HSC i dona peu a un augment de
la proliferacié que acaba de desencadenar una LMA (424), seria interessant, com a linia
d’investigacié futura, estudiar la correlacio entre I'expressiéo de HOXA9, SCUBE1 i FLT3,
per veure si existeix una relacid directa entre aquests gens que ajudaria a entendre millor
els mecanismes de leucemogenesi i a la investigacid de tractaments més especifics i

dirigits.

NRG4 o neuregulin-4 codifica per a una proteina de senvyalitzacié cel-lular en diversos
teixits. La seva unié a receptors de tirosina quinasa (ErbB3 o ErbB4) activa vies de
senyalitzacio intracel-lular, activant respostes d’estimulacié o inhibicié de la proliferacio,
diferenciacié o apoptosis. S"ha observat sobreexpressié de NRG4 en diversos cancers,
entre ells, el limfoma fol-licular (425,426). Recentment, s’ha publicat un estudi en el que
es proposa NRG4 com a biomarcador per a avaluar el pronostici la resposta al tractament
del carcinoma hepatocel-lular (427). De forma interessant, s’ha descrit la sobreexpressio
de NRG4 en pacients pediatrics amb LMA amb presencia de la fusid NUP98::NSD1 (428).
Aquests pacients es caracteritzen per presentar un mal pronostic i un perfil de
sobreexpressio de gens HOXA i del miR-196-b (de forma similar als pacients amb
reordenament de KMT2A) i dels gens HOXB i el miR-10-a. NRG4 pot unir-se i activar
receptors de la familia epidermal growth factor receptor (EGFR) i la seva activacio podria
contribuir a la resistencia a la citarabina en determinades linies cel-lulars (B117H), potser
per 'activacié de la via Ras/MAPK relacionada amb la modulacié de la resposta a la
citarabina (429). Els nostres resultats sén concordants amb el que van observar Lagacé K
et al. al seu estudi, ja que NRG4 es troba expressat preferentment en pacients amb LMA

i a nivells elevats en pacients amb reordenaments de KMT2A (414).

PPP1R27 codifica per a proteines que activen l'activitat d'unid a fosfatasa, pero la seva
funcid biologica no esta del tot clara. Jiang et al. van validar un model pronostic en
pacients amb carcinoma de cél-lules escamoses de pulmd, basat en 8 gens relacionats

amb cancer stem cells (CSC), que incloia PPP1R27 (430). Els autors proposen aquests 8
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gens com a biomarcadors pronostics i possibles dianes terapeutiques per als pacients

amb cancer escamds de pulmo.

PHACTR3 codifica per a una proteina reguladora de fosfatasa i actina. Hi ha pocs estudis
que abordin el paper de PHACTR3 en el context oncologic, pero la hipermetilacié d’aquest
gen en el context neoplasic és comu (431-433). En LLA, la seva sobreexpressié ha estat
descrita en pacients amb LLA i reordenament TCF3::PBX1 (429,434), i PHACTR3 s’ha
descrit en casos amb perfil d’expressié Ph-like participant en la fusio LDLRAD4::PHACTR3
(435). En la nostra série, PHACTR3 es trobava sobreexpressat en pacients amb LMA (en
general i en particular en casos amb KMT2A-r respecte els pacients amb LLA o sense la
fusid de KMT2A. Tot i aixi, destacava, dins del grup de les LMA KMT2A-r, un grup de
pacients que expressava aquest gen, a diferencia d’altres casos amb absencia d’expressio.
Els cinc pacients que no expressaven PHACTR3 estaven vius i sense esdeveniments als
cinc anys, en contrast amb els 14 pacients amb expressid del gen, que presentaren pitjor
supervivencia. El baix nimero de casos fa que aguesta troballa s’hagi d’interpretar amb
extremada cautela, perd seria interessant confirmar aquests resultats en series més
nombroses de pacients. Zhang C et al. van analitzar les interaccions miRNAs-RNAm
associats a supervivéncia en pacients amb LMA (436). Els autors van observar dos miRNAs
associats amb la supervivencia dels pacients amb LMA, hsa-mir-200c i hsa-mir-425, els
guals tenen com a diana PHACTR3 i tot i que en el seu estudi no van trobar relacié directa
d’aquest gen amb la supervivencia dels pacients, podria tractar-se d’una relacio indirecta
(436). Abordar de manera similar la possible interaccié de PHACTR3 amb altres factors
epigeneétics i el seu rol en la agressivitat i pronostic de les leucemies seria una interessant

linia futura de investigacio.

Limitacions, fortaleses dels nostres estudis, aplicabilitat clinica i perspectives de futur

Els treballs que composen aquesta tesi tenen algunes limitacions, entre elles, el baix
numero de pacients i la seva heterogeneitat, els diversos protocols del tractament, el
biaix de seleccid en la disponibilitat de mostres i les dades, aixi com 'enriquiment de
casos amb reordenaments de KMT2A. Com s’ha esmentat, als dos treballs vam enriquir

les nostres séries de pacients en casos amb reordenament de KMTZ2A, ja que aquest
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subtipus continua essent un repte medic i cientific per la mala evolucié dels pacients i la

complexitat de la seva biologia.

1) Pel que fa al treball sobre els miRNAs, a la cohort d’HSJD inicial vam incloure tots els
tipus de leucemia amb una representacié de pacients de tots els Ilinatges (LLA-B, LLA-
T, LMA i un pacient amb LALA) i les principals alteracions genétiques. En primer lloc,
ens vam proposar analitzar el paper dels miRNAs implicats en la regulacié de les HSC
i stemness de forma global, per a observar patrons i perfils d’expressié compartits o
de diferents Ilinatges i per aixd vam estudiar diferents tipus de leucémia. En quant a
I"4nic pacient amb LALA, vam incloure’l en la cohort de HSID, ja que presentava
reordenament de KMT2A i voliem observar si el perfil d’expressid d’aqguest cas
s’agrupava a l'analisi inicial no supervisat amb algun dels Ilinatges (mieloide, limfoide)
o, pel contrari, s'agrupava segons la genética subjacent o el perfil d’expressio de
stemness. Aixi, aquest cas concret només es va incloure en |'analisi inicial no

supervisat i posteriorment va ser exclos de la resta d’analisis.

Degut també a la heterogeneitat del tractament i els protocols i les diferéncies en la
supervivencia, tots els analisis de supervivencia dels dos treballs de la tesi van ser
realitzats per separat segons el llinatge. A més, per minimitzar l'efecte de
I"heterogeneitat del tractament, vam agrupar els protocols terapeutics en funcié de
la seva similitud en el tractament i el Ilinatge. Cal destacar que en els protocols
utilitzats en la cohort de HSJD no es van introduir canvis significatius com la
immunoterapia o farmacs experimentals durant el periode d’estudi i d’altra banda
també vam analitzar les possibles diferencies en la supervivencia dels pacients. La
variable “protocol terapéutic”, va ser inclosa en tots els estudis estadistics, inclosos

els univariats i multivariats.

D’altra banda, vam validar els resultats sobre la firma de 24 miRNAs en una série de
validacid gran i independent de pacients pediatrics amb LMA. La serie de validacio era
comparable a la nostra cohort excepte per I'edat, el recompte de leucocits, la
infiltracié a SNC, la representacié de casos amb reordenaments del gen KMT2A i la
SLE. Aquestes diferencies es poden explicar degut al biaix de casos amb
reordenaments de KMT2A en la serie d’"HSJD, amb una major proporcio de lactants i

infiltracié del SNC. Tanmateix, vam analitzar I'impacte de la firma de 24 miRNAs dins
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de cada categoria molecular i no vam observar diferencies en funcié del
reordenament de KMT2A. Globalment, vam confirmar el valor predictiu de la firma
de 24 miRNAs en la série de validacid, el que posa de manifest la robustesa del nostres
resultats en una serie no esbiaixada més representativa de la vida real.

2) En quant a I'analisi d’expressi6 dels gens PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4
en pacients pediatrics amb leucemia aguda, el nostre estudi té algunes limitacions:
de nou, principalment el baix nimero de mostres, tant de pacients com de controls,
la seva heterogeneitat i el biaix en pacients amb LMA i amb reordenaments de

KMT2A.

Pel que fa a I'heterogeneitat dels pacients, la nostre série només presentava tres
pacients amb LLA-T, motiu pel qual es van analitzar les LLA en conjunt. D’altra banda,
la cohort esta enriquida en pacients amb KMT2A-r, la majoria dels quals de llinatge
mieloide, ja que d’una banda voliem identificar factors pronostics en aquest subtipus
de leucemia d’alt risc i d’altra banda voliem avaluar la potencial utilitat dels gens
préviament descrits com a potencials biomarcadors de la fusido de KMT2A en pacients
amb LMA. En aquest sentit, la segona limitacid més important és la mida de la cohort,
ja que vam estudiar un numero petit de pacients i caldria validar els resultats en

cohorts més grans i representatives.

Tot i les limitacions que presenten el nostres estudis, creiem que tenen també les seves
fortaleses i que aporten informacio rellevant de cara al maneig del pacient pediatric amb
leucemia d’alt risc. Vam obtenir una firma de 24 miRNAs capac¢ de diferenciar pacients
amb LMA amb diferent pronostic. La firma de miRNAs es va correlacionar amb el pLSC6
score i la genética subjacent, pero afegeix valor predictiu a aquests variables en un model
global combinant la MRM, la geneética, el pLSC6 score i I'expressido de miRNAs. Per tant, el
nostre treball ha permes proposar un model integrador que combina la genética, la MRM
i 'expressio de RNAs i miRNAs per a refinar I’estratificacio del risc dels pacients pediatrics

amb LMA.

D’altra banda, en el treball addicional sobre I'expressid dels gens PPP1R27, CCL23,
SCUBE1, PHACTR3 i NRG4, els resultats observats confirmen les dades descrites a la
literatura i obren noves perspectives d’investigacio futures. Segons els nostres resultats,

aquests gens es troben desregulats amb pacients pediatrics amb leucemia amb perfils
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diferenciats segons el llinatge, i podrien tenir un paper rellevant en els processos de
leucemogenesi i en el diagnostic, pronostic i tractament dels pacients pediatrics amb

LMA.

En quant a la practica clinica i la utilitat diagnostica dels nostres resultats, la possibilitat

de combinar les variables MRM, genetica, pLSC6 score i la firma de 24 miRNAs podria
contribuir a augmentar la capacitat predictiva de cada una de las variables de forma
independent. Si bé I'estudi de la firma completa de 24 miRNAs pot ser complex, la
deteccié de surrogates de la nostre firma (com CD34 i ADGRG1) mitjancant citometria de
flux podria ser una forma més directa i simplificada d’aplicar aquesta informacio. Cal tenir
present, pero, que els miRNAs intervenen en xarxes d’interaccidé complexes i poden
desenvolupar un paper important en multiples processos i vies de senyalitzacié. Donat
gue el nostre estudi es basa en I'expressio relativa de miRNAs, i degut a la complexitat de
la regulacid dels miRNAs, és necessari confirmar els nostres resultats en séeries més
amplies abans de planificar qualsevol aplicacid clinica o incorporar-la com a variable
pronostica per a l'estratificacié dels pacients. El treball addicional ha aportat dades
interessants, pero donat el baix nimero de casos, creiem prudent considerar-lo més un
estudi exploratori i plantejar la seva aplicacid clinica només un cop confirmats els
resultats en series més grans, per tal d’avaluar el seu potencial valor diagnostic, pronostic

i com a dianes terapeutiques especifiques en pacients pediatrics amb LMA.

Els nostres estudis obren multiples linies d’investigacié futures. D’'una banda, es podria

confirmar experimentalment la correlacid entre els nivells d’expressié de cada miRNA
implicat en la nostra firma i I'expressié de gens relacionats amb stemness. Una de les
opcions per estudiar la interacci6 miRNA i RNAm seria mitjancant un assaig amb
luciferasa. In vitro, és possible avaluar I'activitat de la firma de miRNAs amb un assaig de
luciferasa combinant molécules que mimetitzen I'activitat dels miRNAs (miRNA mimics)
en ceél-lules de LMA P1AML. En aquest context, també podriem utilitzar miRNA mimics o
inhibidors de miRNAs per a augmentar o disminuir 'activitat dels miRNA i avaluar
I'expressid dels seus gens diana. Finalment, també es podrien plantejar altres estudis
experimentals per a estudiar la perdua de funcid de miRNAs mitjancant I'expressio
continuada d’inhibidors de la firma de miRNAs en cultius cel-lulars i assajos in vivo, com

xenografts en cancer.
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D’altra banda, seria interessant estudiar la relacié entre la correlacid de I'expressio de
SCUBE1, HOXA9 i FLT3 en la nostra serie de pacients. Com a linia d’investigacio futura
seria també interessant estudiar la relacié entre els pacients que expressen PHACTR3 i la
resta de gens analitzats, amb els miRNAs de la nostra firma i altres gens relacionats amb

stemness com els presents als scores.

En definitiva, més estudis que abordessin la interaccié entre factors genétics i epigenétics
i el seu paper diagnostic, pronostic i terapeutic en leucémies d’alt risc, ajudarien a
clarificar la complexa biologia de la leucémia pediatrica i a personalitzar al maxim el

tractament dels pacients.

Estudi de factors geneétics i epigeneétics en leucemies pediatriques d’alt risc: aportacions i

beneficis dels treballs

Globalment, els treballs que componen la tesis han contribuit a la cerca de marcadors

genetics i epigeneétics diagnostics i pronostics. Els nostres resultats han permes:

- Descriure I'expressio de 89 miRNAs relacionats amb regulacié de les HSC en
mostres de pacients amb leucémia aguda pediatrica.

- Obtenir, confirmar i validar una firma de miRNAs capac¢ de diferenciar els
pacients pediatrics amb LMA amb diferent pronostic.

- Confirmar l"associacid entre la firma de miRNAs, la leukemia stemness i la
genetica subjacent.

- Confirmar i avaluar la capacitat predictiva de manera individual i conjunta de
la MRM, la genetica, la leukemia stemness i la firma de miRNAs.

- Proposar un model integrador que combina la MRM, la genetica i 'expressié
de RNAs i miRNAs per a refinar 'estratificacid del risc dels pacients pediatrics
amb LMA.

- Confirmar un perfil d’expressio diferencial dels gens PPP1R27, CCL23, SCUBE],
PHACTR3 i NRG4 en pacients pediatrics amb leucémia aguda i, en particular,
en pacients amb LMA i KMT2A-r.

- Suggerir noves linies d’investigacid futura per a intentar millorar el

coneixement de la relacio entre els diferents factors genétics i epigenétics
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relacionats amb stemness i el seu potencial paper diagnostic, pronostic i/o

terapeutic en pacients pediatrics amb leucémia d’alt risc.

262



CONCLUSIONS

263



Conclusions

264



Conclusions

CONCLUSIONS

1. Els pacients amb leucemia aguda pediatrica analitzats presenten diferents perfils
d’expressié de microRNAs en funcio del llinatge de la leucemia i de la seva
supervivencia.

2. Hem identificat i validat una firma d’expressié de 24 miRNAs amb capacitat
predictiva del pronostic en pacients pediatrics amb leucemia mieloide aguda.

3. La firma de 24 microRNAs es correlaciona amb el grau de stemness, estimat
mitjancant el pediatric leukemic stem cell score (pLSC6), i la genética subjacent;
tanmateix, la firma de microRNAs afegeix valor predictiu a aquestes variables en
un model global que combina la malaltia residual mesurable, la genetica, el
pediatric leukemic stem cell score i la firma de 24 microRNAs.

4. La firma de 24 microRNAs aporta dades epigenetiques per a ajudar a
I'estratificacid en grups de risc dels pacients pediatrics amb leucémia mieloide
aguda.

5. Els gens PPP1R27, CCL23, SCUBE1, PHACTR3 i NRG4 mostren una expressio
diferenciada en pacients pediatrics amb diferent subtipus de leucémia aguda
respecte als controls no neoplasics.

6. Enlanostraseérie de pacients amb leucemia mieloide aguda, els casos amb KMT2A
reordenat presenten una sobreexpressio dels gens PPP1R27, CCL23, SCUBE],
PHACTR3 i NRG4 respecte la resta de pacients.

7. Els estudis preliminars suggereixen que |'expressid de PHACTR3 podria estar
associada a diferencies en la supervivencia dels pacients pediatrics amb leucemia

mieloide aguda i reordenaments de KMT2A.
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Summary

Clinical and biological variables like genetic aberrations at diagnosis and the levels of
measurable residual disease (MRD) are the most powerful biomarkers to predict the
outcome of paediatric leukaemia. Recently, a model integrating the genetic abnor-
malities, transcriptional identity, and leukaemia stemness measured as leukaemic
stem cell score (pLSC6) has been proposed to identify high-risk paediatric acute my-
eloid leukaemia (AML) patients. However, the role of epigenetics in defining prog-
nosis still needs to be established. We evaluated the role of 89 miRNAs regulating
stemness and their contribution to predicting outcomes in 110 paediatric patients
with acute leukaemia. We identified a 24-miRNA signature capable of distinguish-
ing paediatric AML patients with excellent or poor outcomes. We validated these
results in an independent cohort using public repository-based data. The 24-miRNA
signature was significantly associated with the leukaemic stemness scores and the
underlying genetics of patients. Notably, the combination of classical prognostic fac-
tors (MRD and genetics), the pLSC6 score and the 24-miRNA signature had a higher
capacity to predict the overall and event-free survival than each variable individu-
ally. Our 24-miRNA signature provides epigenetic data to integrate into genetics,
MRD and stemness-related leukaemic scores to refine risk stratification in paediatric
AML patients.

KEYWORDS
miRNA, paediatric acute myeloid leukaemia, prognosis, stemness

Despite the high survival rates, leukaemia remains the lead-
ing cause of death related to cancer in children.' Besides,
treatment short- and long-term side effects hugely impact
the survivors' and families' quality of life,> stressing the
need to improve the current risk stratification of patients.
Genetic aberrations at diagnosis and measurable residual

disease (MRD) levels are used as prognostic biomarkers.’
The stemness pathway, regulated by the NOTCH, WNT/p-
catenin, HOX, and FLT3 pathways, among others, is often
altered in leukaemia,>® and high expression of stemness-
related genes has been associated with poor outcomes in
children and adult patients. Ng et al. developed a 17-gene
leukaemic stem cell score (LSC17) to predict prognosis in
adults with acute myeloid leukaemia (AML),® and Elsayed
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et al. created a prognostic six-gene paediatric leukaemic
stem cell score (pLSC6) for paediatric AML.” Fornerod
et al. proposed a classification model for paediatric AML
patients integrating genetics, transcriptional identity, and
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FIGURE 1 Study design flow chart.
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TABLE 1 Main clinical and biological characteristics of the 110
paediatric patients with acute leukaemia included in the study.

Patients

Gender (n = 110)
Female
Male

Age, years (n = 110)
Median [range]
<1 year old
1-9years old
>10years old

WBC count, x10°/L, median [range] (n = 110)

CNS disease (n = 108)
CNS-1
CNS-2
CNS-3

Lineage (n = 110)
BCP-ALL
T-ALL
AML
ALAL

Phenotype (n = 70)
BCP-ALL (n = 53)

Common CD10+
Pro-B CD10-
T-ALL (n = 17)
Pro-T
Pre-T
Early T-cell Precursor
Cortical
Mature

Molecular category (n = 110)
BCP-ALL (n = 53)
High hyperdiploidy
Hypodiploidy

t(12;21)(p13;q22) ETV6:RUNXI

t(1;19)(q23;p13) TCF3::PBX1
1(9;22)(q34;p11) BCR::ABLI
KMT2A rearranged
iAMP21
B-other

T-ALL (n =17)

T-ALL not otherwise defined

KMT2A rearranged
AML (n = 39)

t(8;21)(q22;q22.1) RUNX1:RUNXIT1
inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22)

CBFB:MYHI1

t(15;17)(q22;q12) Acute promyelocytic

leukaemia PML::RARA

Total no. (%) 110

42 (38.2%)
68 (61.8%)

6.1 [0.0-17.4]
17 (15.5%)
59 (53.6%)
34 (30.9%)

59.2 [0.6-741.0]

76 (70.3%)
14 (13%)
18 (16.7%)

53 (48.2%)

17 (15.5%)

39 (35.5%)
1(0.9%)

43 (61.4%)
10 (14.4%)

1 (1.4%)
5 (7.1%)
5 (7.1%)
3 (4.3%)
3 (4.3%)

5 (9.4%)
1(1.9%)
5 (9.4%)
5 (9.4%)
5 (9.4%)
13 (24.5%)
6 (11.3%)
13 (24.5%)

15 (88.2%)
2 (11.8%)

4 (10.3%)
4 (10.3%)

4(10.3%)

(Continues)

TABLE 1 (Continued)

Patients

KMT2A rearranged
AML not otherwise defined

ALAL (n=1)

KMT2A rearranged
KMT2A partner (n = 32)

BCP-ALL (1 = 13)
AFF1
MLLT3
MLLTI
MKLI
TNRCI8
Unknown partner®

T-ALL (n=2)

MLLT1

Unknown partner®
AML (n = 16)

MLLT3

ABI1

MLLTI10

ELLI

Unknown partner”

ALAL (n=1)

Unknown partner”
Protocol (n = 110)

AML (n = 39)
PETHEMA LPA 2005/2012
SHOP AML 2001/2007
NOPHO DBH AML 2012
LANL 2002

ALL (n = 70)
SEHOP-PETHEMA 2013
SHOP 1999/2005
INTERFANT-06/99
PETHEMA
SHOP 2001

ALAL (n=1)
INTERFANT-06

EFS (n = 109)
5-year estimate (95% CI)
10-year estimate (95% CI)
OS (n = 109)

5-year estimate (95% CI)

10-year estimate (95% CI)

BJHaem

BRITISH JOURNAL OF HAEMATOLOGY

Total no. (%) 110

16 (41.0%)
11 (28.1%)

1 (100.0%)

2 (15.4%)
2 (15.4%)
1(7.7%)
1(7.7%)
1(7.7%)
6 (46.2%)

1 (50.0%)
1 (50.0%)

7 (43.8%)
1(6.3%)
1(6.3%)
2 (12.5%)
5 (31.3%)

1 (100.0%)

4(10.3%)
24 (61.5%)

9 (23.1%)

2 (5.1%)

40 (57.1%)
22 (31.4%)
5(7.1%)
1 (1.4%)
2 (2.9%)

1 (100.0%)

73.9% (65.4%-83.5%)
69.6% (60.0%-80.7%)

84.6% (78.0%-91.9%)
76.8% (66.9%-88.3%)

Abbreviations: ALAL, acute leukaemia of ambiguous lineage; AML, acute
myeloid leukaemia; BCP-ALL, B-cell progenitor acute lymphoblastic leukaemia;
CI, confidence interval; CNS, central nervous system; T-ALL, T-cell acute

lymphoblastic leukaemia; WBC, white blood cell.

*Other KMT2A-rearranged cases with an unknown partner (FISH-positive

cases).

85U8017 SUOLILLOD BAE81D 3|ded!|dde ayy Aq pausenob a1e sl O 8sn JO SNl 10} ArIqiT8UIIUO AB[IA LD (SUONIPUCD-PUe-SLLBI WO A8 | 1M ATRIq 1 BUI|UO//SANL) SUORIPUOD PUe SWis | 8L 88S *[£202/80/62] Uo AkiqiTauluo A8|iIM eAunfeled 8@ SLBISIBAIUN SBAIRS 8Q 1010SU0D AQ 98T UQ/TTTT 0T/I0p/wWo A8 1M AIq1 Ul |UO//SANY W01} papeojumod ‘0 ‘THTZS9ET



24 MIRNAS PREDICT SURVIVAL IN PAEDIATRIC AML PATIENTS

BRITISH JOURNAL OF HAEMATOLOGY

are small non-coding RNAs that regulate gene expression
in different processes, including stemness, and may act as
oncomiRNAs or tumour-suppressor miRNAs in leukae-
mogenesis.” "> Moreover, particular miRNAs have been
correlated to prognosis."”> Our study aimed to analyse the
role of miRNAs regulating stemness in predicting progno-
sis in childhood leukaemia.

MATERIALS AND METHODS

Figure 1 depicts the study design. We analysed 110 non-
consecutive paediatric patients (0-19 years) diagnosed with
acute leukaemia between 2000 and 2020 in Hospital Sant
Joan de Déu (HSJD), with available samples and represent-
ing the main genetic subtypes (Table 1 and Supplementary
Information). Our series was primed in KMT2A rearranged
(KMT2A+) cases from all lineages, as these patients har-
bour few mutations, and epigenetics plays an important
role. Other Spanish hospitals contributed with KMT2A-
rearranged cases. We validated the results in an independ-
ent cohort from the Therapeutically Applicable Research
to Generate Effective Treatments (TARGET) (https://ocg.
cancer.gov/programs/target) initiative, phs000218. The data
used for the analyses are available at https://portal.gdc.can-
cer.gov/projects.

We designed a reverse-transcriptase quantitative PCR
(RT-qPCR) assay to study 89 selected miRNAs with a

described role in stemness pathways and/or clinical rele-
vance in paediatric leukaemia (Tables S1 and S2, Figure SI).
Raw RT-qPCR data curation, normalisation, reference con-
trol selection, unsupervised and supervised analyses were
made to calculate the miRNA expression (Figure S2). We
studied the function of several miRNAs by target prediction
and pathways analysis. Statistical analyses were performed
using the R software, version 4.2.1,"* considering p-values
under 0.05 statistically significant.

RESULTS

Patients were separated by lineage in the
unsupervised analysis

Using the expression profiling of the 89 miRNA genes in 110
samples, we performed an unsupervised two-way (miRNAs
expression against samples) hierarchical cluster analysis
(HCA) and principal component analysis (PCA). Samples
were clustered into two groups (Figure 2A). The first clus-
ter corresponded to most BCP-ALL patients except for two
AML cases. The second cluster was split into two major
branches: the first included most patients with T-ALL; and
the second branched off into three arms, one mainly includ-
ing BCP-ALL patients, the second AML cases and the third
arm the three lineages. Globally, most patients with the same
molecular category tended to cluster together. Similarly, in

-l.l.l:‘

a0 [ ]

g
1

o
o
ot

FIGURE 2 Hierarchical cluster analysis (HCA) (A) and principal component analysis (PCA) (B) based on the miRNA expression of 110 patient

samples.
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the PCA, patients were separated by lineage, especially AML
patients and BCP-ALL patients (Figure 2B).

Clusters associated with patients' outcome

We tried to correlate the HCA clusters with clinical-
biological variables besides lineage and molecular category.
We found no association with age, sex, central nervous sys-
tem infiltration or white blood cell count. However, some
clusters had significantly different event-free survival (EFS)
(p = 0.033) (Figures 2A and 3A). Thus, we could distinguish
two groups with poor survival (P1 and P4 clusters), one
group with good survival (P2) and a fourth (P3) with inter-
mediate survival. Notably, clusters with good and poor sur-
vival branched off again according to lineage (P1 included

BRITISH JOURNAL OF HAEMATOLOGY

most AML cases and P4 most ALL patients). Similarly, pa-
tients separated in the PCA according to survival, forming
the same clusters (Figure 3B).

miRNAs expression does not differentiate
outcomes in ALL patients

The outcome of 69 assessable BCP-ALL and T-ALL patients
is shown in Figure S3. With a median follow-up of 6.1 years
(range 0.5-18.8), we observed a group with worse outcome
(P1ALL, OS 87% (98.7%-75.3%) and EFS 50% (67.7%—32.3%)
at 5Syears), compared with the remaining patients (P2ALL,
OS and EFS of 85% (98.2%-71.8%) at 5years; and P3ALL, OS
86% (90.7%-81.3%) and EFS 81% (86.9%-75.1%) at 5years).
However, the differences in EFS were non-significant. These
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FIGURE 3 (A) Event-free survival (left) and overall survival (right) of patients grouped according to the four clusters identified in the unsupervised

analysis (P1, P2, P3, and P4). (B) Visualisation of the four groups (P1-P4) identified in the principal component analysis. Bl shows patients with a bad
prognosis (P1 and P4), B2 shows patients with an intermediate prognosis (P3), and B3 shows patients with a good prognosis.
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groups matched ALL patients in groups P4, P2 and P3 from
the unsupervised global analysis.

A miRNA expression signature identified AML
patients with poor and excellent outcomes

The HCA distinguished two groups with different out-
comes in the 39 AML patients (features in Table S3). After

b Event~free survival
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— P2AML
0.0 | ; |
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Ti
Num at risk ime (years)
P1AML 14 5 s " .
P2AML 25 7 2 . :

a median follow-up of 5.7 years (range 0.1-19.3), we identi-
fied a group of 14 patients (P1AML) with a significantly
worse outcome: OS at 5years of 64.3% (77.1%-51.5%) ver-
sus the remaining AML patients (grouped in P2ZAML), all
showing excellent survival with an OS of 90.9% (97.3%-
84.5%) at 5years (p = 0.024). Noticeably, differences in EFS
at 5years were even higher: 42.9% (56.1%-29.7%) (P1LAML)
versus 87.3% (94.5%-80.1%) (P2AML), p = 0.0027
(Figure 4A,B).
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FIGURE 4 (A) EFS (left) and OS (right) of the whole cohort of AML patients (n = 39). (B) EFS (left) and OS (right) according to the groups PIAML

and P2AML identified in the unsupervised analysis.
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P1AML and P2AML included cases from almost
all molecular categories

PIAML and P2AML included cases from main molecular
categories (RUNX1::RUNXITI, CBFB:MYHI11, KMT2A+ and
patients without recurrent genetic alterations). Interestingly,
no PML:RARA cases fellin PIAML, while all NPM1-mutated
cases were found in this group (Table S3). We found no clini-
cal or biological differences between groups to explain the
different survival other than the miRNAs expression profile.
Twenty-four miRNAs were differentially expressed between
PIAML and P2AML with a significant level (Figure 5 and
Table 2). Compared with P2AML patients, PLAML patients
were characterised by the underexpression of 23 miRNAs
and the overexpression of hsa-miR-9-5p.

Functional pathways involved in the 24
miRNA signature

To understand the functions and role of the 24 miRNAs
in leukaemogenesis, we performed a heatmap with the
DIANA-miRPath v3.0 pathway analysis web server (Figure 6
and Table S4). Overall, the 24 miRNAs were involved in
cancerogenesis and cancer progression, and several miR-
NAs associated with different types of cancer, including

BRITISH JOURNAL OF HAEMATOLOGY

leukaemia. We observed an association with the MAPK,
PI3K-Akt, TGF-beta, FoxO signalling pathways, cell cycle
and signalling pathways regulating the pluripotency of stem
cells. Regarding the potential targets, seven and eight miR-
NAs from our signature potentially regulated SOCS2 or SPI,
respectively. Also, most miRNAs interacted with gene ex-
pression modifiers like MBNL3, which regulates alternative
splicing, or CPEB3, a transcription regulator. Different miR-
NAs were involved in cell communication and interaction by
regulating adherent junctions and focal adhesion.

Potential targets of the 24-miRNA signature
included in the LSC scores

Weevaluated the relationship between the 24-miRNA signature
and the stemness prognostic scores LSC17 and pLSC6, using
the TargetScan web server. The in silico analysis (Figure 7) re-
vealed that 8 miRNAs from the 24-miRNA signature targeted
3 genes in the pLSC6 score, and 11 miRNAs targeted 9 genes
in the LSCI17 score. In the pLSC6 score, SOCS2 was the most
frequently targeted gene, followed by CD34 and ADGRG], tar-
geted by seven, three and one miRNA, respectively. Regarding
the LSC17 score, in addition to those mentioned, CDK6, BEX3,
EMPI, LAPTM4B, and DPYSL3 were targeted by five, four,
three and two miRNA, respectively; NYNRIN was targeted by

T pramL
| ren

FIGURE 5 Heatmap showing the 24 miRNAs expression profiles able to discriminate AML patients with worse outcomes (PLAML) vs the

remaining patients, grouped in P2AML, with a favourable outcome.
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one miRNA only. Notably, hsa-miR-1290 was the miRNA that
potentially regulated the higher number of genes in the score,
followed by hsa-miR-34b-5p and hsa-miR-222-5p. Some genes
in both scores were not targeted by any of our miRNAs. Thus,
several miRNAs from our signature potentially targeted genes
in both stemness scores.

The 24-miRNA signature predicted patients'
outcomes in the univariate analysis

We found no significant factors predicting outcome other
than the 24-miRNAs signature, which was an adverse prog-
nostic factor for EFS and OS (log-rank test: p = 0.0027 and
P =0.024, respectively; Cox model: hazard ratio [HR] 5.97, 95%
confidence interval [CI] 1.58-22.54, p = 0.0084 and [HR] 5.26,
95% [CI] 1.06-26.22, p = 0.043, respectively) (Table S5).

Validation of the 24-miRNA signature in an
independent cohort

We validated our results in an independent series of 447
AML patients from the TARGET database (Table S6).

The 24-miRNA signature separated two groups
with different outcomes

In the HCA, the expression of the 24-miRNAs differentiated
two clusters in the TARGET cohort (Figure S4). Survival
analysis showed that 214 patients (PTIAML) had a sig-
nificantly worse OS at 5years 58.5% (52.1%-65.7%) versus
a group of 233 patients (PT2AML) showing better OS at
5years 71.3% (65.6%-77.4%) (p <0.0071). We also observed
significant differences in EFS: PTIAML patients had an EFS
at 5years of 41.6% (35.4%-48.9%) versus PT2AML with an
EFS at 5years of 59.9% (53.4%-66.6%) (p <0.0001) (Figure 8,
Table 3). Hence, we confirmed the prognostic impact of our
24-miRNA signature in the validation cohort.

Genetics was unevenly distributed between both
PT1AML and PT2AML groups

In the validation series, the genetic subtypes were un-
evenly distributed in the PTIAML and PT2AML groups
(Table 3): P2TAML was significantly enriched in good-risk
genetics, while PITAML had a higher proportion of adverse
abnormalities.

TABLE 2 Twenty-four miRNAs differentially expressed between PIAML and P2AML clusters.

miRNAs FDR P1AML P2AML P1AML-P2AML
hsa-mir-20b-5p 0.00015197 6.693350649 1.507636364 5.185714286
hsa-mir-223-3p 0.00015197 —-1.211285714 -1.3318 0.120514286
hsa-mir-193a-3p 0.000269182 5462038961 1.535181818 3.926857143
hsa-mir-24-3p 0.001189043 —0.488415584 —0.939872727 0.451457143
hsa-mir-128-3p 0.001608793 4.769103896 2.344818182 2.424285714
hsa-mir-17-5p 0.001608793 2.686285714 -0.1718 2.858085714
hsa-mir-199b-5p 0.005176352 -1.640935065 -1.909563636 0.268628571
hsa-mir-181c-5p 0.006100758 5.088324675 1.336781818 3.751542857
hsa-mir-181a-5p 0.007067649 1.668766234 1.149309091 0.519457143
hsa-mir-181b-5p 0.007067649 1.407714286 1.3186 0.089114286
hsa-mir-21-5p 0.007067649 —-0.305467532 -1.126781818 0.821314286
hsa-mir-222-5p 0.007067649 3.906896104 —2.820418182 6.727314286
hsa-mir-331-5p 0.010275888 4.314454545 —0.218145455 4.5326
hsa-mir-373-3p 0.010275888 4.298532468 -1.063781818 5.362314286
hsa-mir-708-5p 0.010275888 4.69387013 1.601527273 3.092342857
hsa-mir-34b-5p 0.018008167 2.970701299 -1.592127273 4.562828571
hsa-mir-195-5p 0.022483156 3.764350649 0.126436364 3.637914286
hsa-mir-151a-5p 0.032429259 1.566597403 0.968854545 0.597742857
hsa-mir-30b-5p 0.035537702 0.705038961 0.503181818 0.201857143
hsa-mir-22-3p 0.042360357 1.803571429 -1.5042 3.307771429
hsa-let-7g-5p 0.04498747 1.139597403 0.142454545 0.997142857
hsa-let-7i-5p 0.04498747 1.267519481 —0.124909091 1.392428571
hsa-mir-1290 0.04498747 3.523251948 —0.381890909 3.905142857
hsa-mir-9-5p 0.045759834 —2.955142857 -1.6118 —1.343342857
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Correlation between 24-miRNAs signature and
pLSC6 score data in a subset of 64 patients

We calculated the pLSC6 score in the subset of 64 TARGET
patients with available gene expression data and found that
37% of patients had a high pLSC6 score (>4.08). The analy-
sis of the relationship between both variables showed that
patients defined as PITAML by the 24-miRNA signature pre-
sented a significantly higher proportion of high pLSC6 scores
(Tables S7 and S8). We analysed the correlation between the 24
miRNAs' expression and the expression of genes in the pLSC6
score. Most of the miRNAs in our signature were significantly
correlated (positively or negatively) with genes in the score
(Figure S5). We also found a correlation between the 24 miR-
NAs and LSC17 genes within the same subset of patients.

The multivariate analysis confirmed genetics and
MRD as prognostic factors

MRD-positive levels (=0.1% as assessed by flow cytome-
try) at the end of induction predicted a worse EFS and OS

BRITISH JOURNAL OF HAEMATOLOGY

(p <0.0001 for both). Among genetics, patients harbouring
core-binding factor (CBF) leukaemias (RUNXI:RUNXITI
and CBFB::MYHI11), NPM1+/FLT3 ITD- and NPM1+/FLT3
ITD+ mutations had better EFS (p<0.0001, p = 0.027 and
p = 0.032, respectively). In contrast, NPM1-/FLT3 ITD+ mu-
tations predicted a worse EFS (p = 0.0059). KMT2A translo-
cations other than t(9;11) negatively impacted OS (p = 0.028).
A significantly better OS was observed in the newest proto-
cols (p = 0.032). Again, the 24-miRNA signature predicted
a different EFS and OS (p<0.0001 and 0.0075, respectively).
Finally, a higher pLSC6 score was an adverse prognostic
factor for EFS and OS (p<0.0001 and 0.0022, respectively)
(Table S9).

In the Cox model for multivariate analysis, MRD
(p<0.0001), CBF leukaemias (p = 0.00012), NPMI+/FLT3
ITD- (p = 0.046) and NPMI1+/FLT3 ITD+ (p = 0.039) re-
mained significant to predict EFS, while only MRD
(p = 0.00036) and CBF leukaemias (p = 0.00062) were
prognostic factors for OS (Table S10). In the sub-cohort of
64 patients, only the pLSC6 score predicted the outcome
(p = 0.0012 and p = 0.0085 for EFS and OS, respectively)
(Table S11).
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FIGURE 6 Heatmap showing the significantly targeted pathways by the 24 selected miRNAs that segregated PIAML and P2AML.
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FIGURE 8 Differences in EFS (A) and OS (B) between PTIAML and PT2AML, groups defined by the 24-miRNA expression in the validation

cohort.

MRD, genetics, pLSC6 score, and the 24-miRNAs
signature contribute to predicting the outcome

We used the C-index to evaluate the relative contribution
of genetics, MRD, the pLSC6 score, and the 24-miRNA sig-
nature to predicting outcomes, first individually and then
combined (Table 4 and Table S12). A high pLSC6 score had

the highest predictive capacity both for EFS (C-index: 0.730)
and OS (C-index: 0.701). The best combination to predict an
event included the MRD, genetics, high pLSC6 score, and
the 24-miRNAs signature for EFS (C-index: 0.793) and OS
(C-index: 0.769). Adding the miRNA signature to the com-
bination of MRD, genetics, and high pLSC6 score slightly
increased the C-index for OS but not for EFS (Table S12).
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The proposed combined classification was better at
identifying high-risk patients than the pLSC6 score alone
(Figure 9).

DISCUSSION

Genetic aberrations and leukaemia stemness impact progno-
sis in AML patients,”®'>'® but few studies have analysed the
role of epigenetics. We analysed the expression of 89 prese-
lected miRNAs and identified a 24-miRNA signature related
to stemness capable of predicting outcomes in paediatric
AML patients. Moreover, we observed that the combination

BJHaem
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of MRD, genetics, pLSC6 score, and the 24-miRNA signa-
ture had a higher capacity to predict the outcome than each
variable individually.

In the unsupervised analyses, our patients were segre-
gated by lineage according to the miRNA expression.” "
Interestingly, the clusters were associated with different out-
comes in both lineages, although not significantly in ALL,
probably due to the low number of events and patients. In
contrast, the miRNA expression in AML patients defined
a group with significantly worse OS and EFS (P1AML).
P1AML patients underexpressed 23 miRNAs and overex-
pressed one miRNA, and our analyses suggested a higher ac-
tivation of stemness in these patients. PIAML and P2AML

TABLE 3 Main clinical and biological characteristics of PTIAML versus PT2AML.

Gender (n = 447)
Female (n = 219)
Male (n = 228)
Age, years (n = 447)
Median [range]
[0,2) years old (n = 82)
[2,10) years old (n = 144)
[10,15) years old (n = 124)
[15,19) years old (n = 97)
WBC count, x10°/L [range] (n = 447)
CNS disease (n = 447)
Not infiltrated
Infiltrated
t(8;21) RUNX1::RUNXITI(n = 433)
inv(16) CBEB:MYHI1 (n = 433)
KMT2A+ (n =433)
t(9;11)(p22;q23) (n = 429)
t(10;11)(p11.2;923) (n = 433)
t(11519)(q23;p13.1) (n = 433)
AML-other karyotypes (n = 433)
FLT3 ITD mutation (n = 446)
NPM1I mutation (n = 442)
Protocol (n = 447)
AAMLO3PI1 (n=17)
AAMLO0531 (n =427)
CCG2961 (n=3)
MRD =0.1% at the end of induction (n = 362)
EFS (1 = 447)
5-year estimate (95% CI)
10-year estimate (95% CI)
0S (n = 447)
5-year estimate (95% CI)
10-year estimate (95% CI)

PT1AML

n=214

111 (51.9%)
103 (48.1%)

8.9 [0.0;18.8]
45 (21.0%)

71 (33.2%)

57 (26.6%)

41 (19.2%)
40.5 [0.2;526.0]

199 (93.0%)

15 (7.0%)
3/209 (1.4%)
4/209 (1.9%)
49/209 (23.4%)
22/207 (10.6%)
7/209 (3.3%)
8/209 (3.8%)
143/209 (68.4%)
75/214 (35.0%)
33/212 (15.6%)

8 (3.7%)

203 (94.9%)

3 (1.4%)
49/170 (28.8%)

41.6% (35.4%-48.9%)

58.5% (52.1%-65.7%)
58.5% (52.1%-65.7%)

PT2AML
n =233 p-value
0.28
108 (46.4%)
125 (53.6%)
10.5 [0.1;18.9] 0.040
37 (15.9%) 0.37
73 (31.3%)
67 (28.8%)
56 (24.0%)
30.0 [1.1;473.0] 0.12
0.78
214 (91.8%)
19 (8.2%)
63/224 (28.1%) <0.00001
53/224 (23.7%) <0.00001
10/224 (4.5%) <0.00001
3/222 (1.4%) <0.0001
1/224 (0.4%) 0.032
3/224 (1.3%) 0.18
97/224 (43.3%) <0.00001
18/232 (7.8%) <0.00001
5/230 (2.2%) <0.0001
9 (3.9%) 0.24
224 (96.1%)
0(0.0%)
55/192 (28.6%) 1.00
<0.0001
59.9% (53.4%-66.6%)
0.0071

71.3% (65.6%—-77.4%)

Abbreviations: CI, confidence interval; CNS, Central nervous system; EFS, event-free survival; ITD, internal tandem duplication; OS, overall survival; WBC, white blood cell.
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did not significantly differ in variables other than the out-
come. However, all PML::RARA patients were in P2AML,
while all NPMI-mutated cases clustered in PIAML. As
PML::RARA cases are differentiated leukaemias, we could
argue that they have low stemness levels. Alternatively, the
miRNA signature could be a surrogate of their good-risk un-
derlying genetics. Despite associating with good prognosis,
NPMI-mutated cases were allocated to PIAML, probably
due to the HOX gene upregulation in these patients.”*'

The 24-miRNAs were involved in regulating stemness, dif-
ferentiation, and proliferation, and our signature was enriched
in cancer pathways.”> > Most underexpressed miRNAs func-
tioned as tumour suppressors.”’ hsa-miR-223-3p has been

TABLE 4 C-index to evaluate the capacity to predict the outcome,
both individually and by combining different factors.

EFS (O

C-index S.E. C-index S.E.

C-index estimate individually for each variable

MRD+ (=0.1%) 0.560 0.052  0.541 0.058
Genetics 0.717 0.055 0.703 0.063
pLSC6 score (24.08) 0.730 0.049 0.701 0.060
24-miRNA signature 0.646 0.053  0.653 0.056

C-index estimate combining four variables

MRD+ (20.1%) +Genetics+pLSC6 ~ 0.793 0.048 0.769 0.055
score (>4.08) +24-miRNA
signature

Abbreviations: MRD+, measurable residual disease at the end of induction; pLSC6,
paediatric leukaemic stem cell score; SE, standard error.

(A) Event-free survival
1.0 — ——+—t
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>
E
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®
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Time (years

Num at risk (y )
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Int. risk 37 26 22 22 22 21 17 8 4 1 0 0
High risk 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

reported to inhibit cell proliferation and enhance apoptosis
in AML cells,” and its upregulation is associated with good
prognosis in ALL patients.*” hsa-miR-193a-3p has a role in
AML progression®>*%; its upregulation stimulated apoptosis
and blast differentiation through RUNXI1::RUNXIT1I inhibi-
tion. A low hsa-miR-181a-5p expression is associated with a
worse outcome in AML.'®* hsa-miR-181a-5p downregulates
KRAS, NRAS, and MAPKI, and its upregulation reduces
cell proliferation. In KMT2A+ AML, the downregulation of
hsa-miR-34b-5p targeting CDK4, BCL2, RAS, and HOX has
been reported.” Additionally, hsa-miR-34b-5p suppressed
AML cell proliferation and survival by targeting HSFI, lead-
ing to the inactivation of Wnt/B-catenin.’®”” Conversely, the
miRNA overexpressed in our signature, hsa-miR-9-5p, pro-
motes proliferation and inhibits apoptosis, acting as oncomiR
in KMT2A+ AML cases.™

As expected, several miRNAs were related to stemness
pathways. Stemness-related genes like SOCS2 or SPI could be
potentially targeted by 7 and 8 miRNAs from our signature, re-
spectively. Other genes potentially targeted by several miRNAs
in our signature were CD34, MBNL3 or ADGRGI, all involved in
signalling, transcription regulation, miRNA regulation or stem-
ness.”** Several miRNAs from our signature were predicted to
target genes in the LSC17 and pLSC6 scores.®” However, we lack
direct evidence of the miRNA expression at functional levels in
normal haematopoietic stem cells; therefore, we cannot assume
that the downregulation of the miRNAs in our signature causes
aberrant expression of the predicted targets.

miRNAs can predict relapse and improve risk stratifica-
tion.” The 24-miRNA signature was the only significant pre-
dictive factor for OS and EFS in our study cohort. Notably, we

(B) Overall survival
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0.8
2
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FIGURE 9 Differences in EFS (A) and OS (B) between different risk groups with the proposed stratification model combining genetics, MRD,

pLSC6 score, and 24-miRNA signature.
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confirmed the predictive value of the 24-miRNA signature in
the unbiased validation cohort of 447 AML patients. In this
cohort, genetics was unevenly distributed between groups de-
fined by the miRNA expression, with all the good-risk genetic
abnormalities being in the P2TAML group associated with
better outcomes. We also found a correlation between our 24-
miRNA signature and the pLSC6 score. The LSC17 and pLSC6
scores have been significantly associated with underlying ge-
netic aberrations.*® Overall, our 24-miRNA signature could
be seen as the epigenetic counterpart of the genetic and stem-
ness expression variables predicting the outcome.

The multivariate analysis confirmed genetics and MRD as
prognostic factors for EFS and OS. The pLSC6 score predicted
the outcome in the subcohort of patients with available data.
Genetics, MRD levels, gene expression, and leukaemia stem-
ness have been reported to impact prognosis,® *** but epigen-
etic data was scarce. Some studies described the impact of a
group of miRNAs in AML patients; others reported the com-
bined value of individual miRNAs with the LSC17.***

In contrast, our study analysed a wide number of miR-
NAs involved in stemness and identified a 24-miRNA sig-
nature predicting prognosis in AML patients. Although our
miRNAs signature was not independent of the underlying
genetics and stemness gene expression, we believe we pro-
vide novel and meaningful information about the role of
epigenetic factors in the stemness pathway deregulation in
paediatric AML patients. Moreover, the predictive capacity
of the combination of MRD, genetics, pLSC6 score, and the
24-miRNA signature was superior to that of each variable
individually, and adding the miRNA information increased
the predictive capacity for OS.

The low number of patients, the heterogeneity of treat-
ment, the selection bias on the availability of samples and
data, and the enrichment in KTM2A+ cases in the test co-
hort could limit our study. Nevertheless, we have validated
our results in a large, independent and unbiased cohort,
confirming the predictive value of the 24-miRNA signature
in real-world paediatric AML series. The validation series
was comparable with the test cohort except for age, WBC,
CNS infiltration, KMT2A+ representation, and EFS. Those
differences could be explained by the bias in KMT2A+ cases
in the HSJD series, with a higher proportion of infants and
CNS infiltration. We analysed the impact of the 24-miRNA
signature within each molecular category and observed no
differences according to KMT2A rearrangement. Detecting
surrogates of our signature (like CD34 and ADGRGI) by
flow cytometry*®*” could overcome the complexity of apply-
ing a gene expression signature. Confirmation of our results
is needed in large series before any clinical application is
planned. Also, functional analyses could be further explored
in the paediatric AML setting.

In summary, we obtained a 24-miRNA signature capable
of distinguishing outcomes in paediatric AML patients. The
24-miRNA signature correlated with pLSC6 and underly-
ing genetics but added predictive value to those variables in a
global model combining MRD, genetics, pLSC6 score, and the
miRNA expression. We propose a model combining genetics,

BRITISH JOURNAL OF HAEMATOLOGY

MRD and stemness (including RNA and miRNA expression),
to refine the risk stratification of paediatric AML patients.
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genes in pLSC6 and LSC17 score.

306



Supplementary Material and Methods
1. Test cohort

Patients’origin and therapeutic protocols

Patients were diagnosed and treated at Hospital Sant Joan de Déu (HSJD). As the frequency of
KMTZ2A rearrangements is low, several hospitals (Hospital Vall d’"Hebron, Hospital Parc Tauli,
Hospital Universitario Cruces, Hospital Universitario Son Espases, and Hospital Universitario
Miguel Servet) contributed with KMT2A-rearranged cases. An integrated diagnosis of leukaemia
was made by combining morphology, multiparametric flow cytometry (4-colour and 8-colour
panels and DNA index), karyotype, fluorescent in situ hybridisation (FISH), and polymerase chain
reaction (PCR) for the main rearrangements data.

Patients were treated according to the Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia
Pediatricas (SEHOP), Programa Espafiol de Tratamientos de Hematologia (PETHEMA),
INTERFANT-99, and INTERFANT-06 specific protocols for ALL. AML patients were treated
according to SHOP AML, PETHEMA APL (acute promyelocytic leukaemia) and Nordic Society for
Paediatric Haematology and Oncology (NOPHO) protocols.

miRNA selection

Supplementary Table 1 lists the selected 89 miRNAs, grouped by family and cluster, their
described targets in self-renewal and stemness pathways and/or their possible clinical relevance
in diagnosis, prognosis, or treatment in paediatric acute leukaemia. We also included three
endogenous controls: hsa-miR-103a-3p (repeated twice), hsa-miR-191-5p, and U6 snRNA. Finally,
we included three spike-in controls, two of them as interplate (UniSp3 IPC) and one as intraplate
control (UniSp6 CP) (Supplementary Figure 1 and Supplementary Table 2). The miRBase
repository was used to identify the miRNAs sequence, annotated, and group them into different
clusters and families (1-7).

RNA extraction, cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Bone marrow mononuclear cells were treated with a Ficoll-Hypaque (Sigma, St Louis, MO, USA)
centrifugation gradient. Total RNA was extracted from samples using TriPure Isolation Reagent
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) and Direct-zol RNA MiniPrep kit (Zymo Research, California,
United States). The RNA was stored in DEPC-treated water at -802C.

Total RNA (10 ng) was retrotranscribed using the miRCURY LNATM Universal RT microRNA PCR
kit (Bionova Cientifica, Madrid, Spain), and gRT-PCR was performed using SybrGreen Master Mix
according to the manufacturer's protocol. The microRNA levels were measured using the
LightCycler 480 equipment (Roche, Basel, Switzerland).

Raw gRT-PCR data curation and normalization

Raw gRT-PCR threshold cycles (Ct) values over 35 were regarded as negative and censored to a
45 Ct value. Raw Ct values were normalized using the interplate control (IPC), subtracting the
global IPC mean from the IPC mean of each sample (CTnorm).

Reference endogenous control selection
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Standard deviation analysis was performed on CTnorm values of potential reference endogenous
controls: U6 snRNA, hsa-miR-191-5p, and hsa-miR-103a-3p. hsa-miR-191-5p showed the lowest
standard deviation (SD=2.306) among the endogenous controls and was chosen as a reference
(Supplementary Figure 2).

miRNA expression analysis

Unsupervised analysis

Delta CT (ACT) values were obtained by computing the difference between the endogenous hsa-
miR-191-5p CTnorm values and the miRNAs CTnorm values. Unsupervised hierarchical clustering
analysis (HCA) of miRNAs' ACT values was performed using the heatmap.2 function of the
R/Bioconductor gplots package. The euclidean measure was used to obtain the distance matrix
and the complete agglomeration method for clustering.

The unsupervised hierarchical clustering dendrograms were cut into clusters using the cutree
function of the R/Bioconductor stats package.

Principal Component Analysis (PCA) was performed by applying the prcomp function of the stats
R/Bioconductor package to the ACT values and represented using the plotly package.

Supervised analysis

Relative expression values (AACT) were calculated using the Global Mean of leukaemic samples
as a calibrator and plotted as a heatmap of hierarchical clustering. miRNAs AACT expression
differences between paired subgroups of interest were calculated using the ImFit function of the
limma R package. We used the false discovery rate (FDR) method to adjust the p-values with a
0.05 cut-off (8).

To calculate miRNAs AACT expression differences between multiple subgroups of interest, the
ANOVA function aov of the stats R package was applied.

miRNA pathways analysis

The heatmap to understand miRNA function and the pathways they are involved in were
calculated using the DIANA-mirPath v3.0 web server. The server identifies all the significantly
targeted pathways by the selected miRNAs. The server performs the enrichment analysis and
estimates the significance levels (p-values) between each mIiRNA and every pathway.
Subsequently, a merged p-value is extracted for each pathway by combining the previously
calculated significance levels using Fisher's meta-analysis method. The resulting p-value depicts
1- the probability that the examined pathways are significantly enriched with gene targets of at
least one selected miRNA. The merged p-values signify if a particular pathway is targeted by at
least one miRNA out of the initially selected group (9).

miRNA Target prediction

The miRNA targets of interest were identified using the TargetScan Human database V8.0
(http://www.targetscan.org/) (10,11), which predicts the miRNA biological targets by looking for
complementary binding sites for miRNAs.
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2. Validation cohort

To validate the twenty-four miRNAs signature, we extracted data from the Therapeutically
Applicable Research to Generate Effective Treatments (TARGET) program (https://target-
data.nci.nih.gov/): the clinical information, the miRNA-seq, and the gene expression microarray
data of the AML patients.

The validation series was comparable with the test cohort except for the age, WBC, CNS
infiltration, KMT2A+ representation, and EFS. Those differences could be explained by the bias in
KMT2A+ cases in the HSJD series, with a higher proportion of infants and frequent CNS infiltration.

For the miRNA-seq data, we subset the reads per million of the miRNA signature from 759447
AML samples. We excluded 312 patients due to the lack of data on outcomes and patients older
than 19 years old. Then, we applied the log2 (1+Reads per million) transformation to the miRNA-
seq data. Unsupervised hierarchical clustering of the subsetted miRNA-seq transformed data was
performed using the heatmap.2 function of the R/Bioconductor gplots package. The
euclidean measure was used to obtain the distance matrix and the complete agglomeration
method for clustering. Then, the unsupervised hierarchical clustering dendrogram was cut into
two clusters using the cutree function of the R/Bioconductor stats package. A Kaplan-Meier
analysis of the survival rates of the two clusters obtained from the cutree function was performed
using the Surv and survfit functions of the R package survival v3.3-1.

For the gene expression microarray data, we extracted the RMA normalized gene expression
values (TARGET_AML_RMA_norm_GE_level2.txt) of the AML gene expression signature. We
performed a Pearson correlation between the miRNA expression obtained from the miRNA-seq
and the mRNA expression obtained from the gene expression microarray for the 64 patients
identified with matched data. We also calculated the paediatric leukaemic stem cell score (pLSC6)
(12) to assess the predictive ability of the proposed model integrating the LSC and the miRNA
profile (see statistical methods).

Statistical methods

Quantitative variables were described using the median, minimum, and maximum. Qualitative
variables were described with absolute frequencies and percentages. The association between
guantitative variables was assessed using Spearman's correlation. We used the Mann-Whitney
test to compare quantitative variables between the two groups. To compare qualitative variables
among groups, we used the Fisher or khi-squared test, depending on whether the applicability
conditions of the latter were fulfilled.

Event free-survival (EFS) was defined as the time in years from diagnosis to the first event of
interest (relapse or death) or, if no events occurred, until the last follow-up. Overall survival (OS)
was defined as the time in years from diagnosis until death or the last contact. Patients with no
events were right-censored. Survival was assessed with the Kaplan-Meier estimator (13), and
survival curves were compared among groups using the log-rank test (14). Cox proportional
hazards models (15) were used to perform univariate and multivariate survival analyses. From
these models, hazard ratios and their corresponding confidence intervals were derived. Only
those statistically significant variables in the univariate analysis were included in the multivariate
analysis. In cases in which Cox models could not be fit because of the absence of events in one of
the groups, Firth correction was applied (16). C-index (17) was used to assess the predictive ability
of the proposed variables individually and in combination. We used recursive-partitioning Cox
regression models for EFS to find an optimal threshold for the 6-gene pLSC score (12).
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All analyses were conducted with R software, version 4.2.1 (18). All p-values under 0.05 were
considered statistically significant.
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Supplementary Table 1. List of the 89 miRNA selected, grouped by family and cluster, their described targets in self-renewal and stemness pathways and/or their

possible clinical relevance in diagnosis, prognosis, or treatment in paediatric acute leukaemia.

Clinical relevance in Target genes
Gene Clustered Stemness diagnosis, included in pLSC6
family (1- miRNAs miRNA - Target genes involved in stemness pathways (10,11) References
7) (1-7) pathways _m:rmm_.:omm:mm_? and/or LSC17
prognosis and treatment (10,11)
hsa-let- FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D, PBX1,
a1 hsadlet- CDK6. DPYSL WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL, WNT98B,
let-7 :mm-_mﬁ.,i 7a-5p X X 2,\\252 ’ CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, PSENEN, GAB2, (19,20)
rmm-_mﬁ-wa, KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2, CSNK2A1, MAPKS,
DVL3, PIK3CA, WNT1
HDACs, FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS,
hsa-let- hsadlet- COKG, DPYSL, POLR2D, PBX1, WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2,
let-7 7a-3, 7b-5p X X NYNRIN CBL, WNT9B, CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, (20,21)
hsa-let-7b PSENEN, GAB2, KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2,
CSNK2A1, MAPKS, DVL3, PIK3CA, WNT1
hsa-let-7c- HDACs, FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS,
5 hsalet- CDK6. DPYSL POLR2D, PBX1, WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2,
let-7 :mm.:w:. 7e-5p X X \s\\z RIN ’ CBL, WNT9B, CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, (19)
993 PSENEN, GAB2, KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2,
CSNK2A1, MAPKS, DVL3, PIK3CA, WNT1
hsalet. FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D, PBX1,
a1 hsalet- CDK6. DPYSL WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL, WNT9B,
let-7 :mm-_ﬂ.« ; 7d-5p X X \s\\z RN ’ CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, PSENEN, GAB2, (19)
:mm-_mﬁ-wm KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2, CSNK2A1, MAPKS,
DVL3, PIK3CA, WNT1
FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D, PBX1,
hsa-let- CDK6, DPYSL, WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL, WNT9B,
let-7 hsa-let-7g 7g-5p X X NYNRIN CCND1, DTX4, SH2B3, MEIS1, PPP3CA, FZD4, YY1, PSENEN, GAB2, (19,20)
KMT2D, APC2, NCOR1, AKT2, NLK, SMAD2, CSNK2A1, MAPKS,
DVL3, PIK3CA, WNT1
let-7 ) hsa-let- X X CDK®6, DPYSL, FZD3, DTX2, HOXB1, TP53, CCND2, HOXA1, NRAS, POLR2D, PBX1, (19,20)
7i-5p NYNRIN WNT9A, NKD1, VANGL2, HOXD1, ABL2, SENP2, CBL, WNT9B, !

311




[4%3

‘GZLNM 19D ‘¥Eddd ‘TILVAN ‘VLZSdY ‘GS1V.LS ‘bd9ay
BAdYIN 9LOND ‘VSLINM ‘AZ¥10d ‘Sd99Y ‘TAA XN¥d WIN

(0£'62°€2) w:z \ED\E d@&.\s\ \\Hmzzb\ \Hmﬁw \mQNw \Emz\,\\, ‘Taz4 9ya) QM__mrwﬁ ) 0T-aw
TITNDIYd ‘99N ‘TYOVd ‘€EIXOH ‘TX9d ‘SWYX ‘'9SD0S ‘LE/0STD esy
‘GINXAD ‘YX1d 9074 LEHHOSTD 9TINM 28D7d ‘PAVNS ‘TOVI
‘BAdY’ VIENId “ELNM ‘9dH1 ‘VSHZddd ‘9XVd ‘VOXOH ‘EVXOH
Saz4 ‘TINVIN ‘THXTT9L 'VONYd ‘ViX¥ ‘219V ‘TNISd ‘19D ‘VLNM do
. ‘T¥dLd ‘€21V4N ‘€VOIN ‘€OXO4 ‘G¥vdd ‘'VaNrv ‘TSOS ‘dENSO
(8z-s7'02) ‘29v9 ‘TIXOH ‘GS¥Zddd ‘€4ZHS ‘TAXOH ‘TT12108 ‘TIONVA €508 m.mm_:c_ 6
/401 “TVYIINSD 'VOHY ‘OINNOY ‘TSIH ‘2SO0S ‘THILON ‘EHENID
vOXYd ‘ATINYI -
DL 9SD0S ‘THYIS 2TZNS ‘d33 DS¥Zddd ‘THXT191 de-o00T | Jlu-esy
(vz'ec’or) ‘2d91D ‘2¥00¥ ‘THILON ‘TIMXE4 ‘V0Ed3 TAIN ‘TLIY ‘9LOND geLNNG -l 2002 8-l
‘EVODN ‘2AVNS ‘TOVY ‘SV¥X ‘TINdLd IS¥Zddd ‘190 ‘ONA1 -esy -iw-esy
VOENId ‘2dVHD ‘GINNAD VOHY ‘vOZddd ‘NNI ‘dOvNYdd ‘2937 '
vONdd ‘ADINYD - ___WN.ME
DZLNY 9SD0S ‘THYIS 21ZNS ‘033 D5¥Zddd ‘THXT191 de-qooz ,mo 0z
(ez07) ‘2d91D ‘2I00¥ ‘THILON ‘TIMXE4 ‘V0Ed3 TANN ‘TLIY ‘9LOND geLNNG -l ijw-esy 8-l
\m_\ouz\ \NQ.\EM TovY w\.\s\ T INd.d \mmmwmn\a 180 ﬁzﬁ -esy g 002
VOENId ‘2dVHD ‘GINNAD VOHY 'vOZddd ‘NNf ‘dOvN¥d ‘2937 ~aju-esy
\ NESE \\m<8\\< ‘vaz4 \U\«mu \vmwi \Exxu\ de-ThT —
(22'02) VSLNM IOV ‘2493 ‘TVZINS “Cd8LD TITNI¥d THEddd ~ovalaz I 65y 2002 g-an
 TYDINSD '3542ddd ‘IN3Sd "8SLYLS '¥IZddd 'VSLVLS ‘180 £7SAdd ‘9¥ad -esy aju-esy
THYIS ‘TdHD ‘218V L IX0S ‘ZaNDD ‘2949 ‘G¥VY ‘GOVNHd ‘TAA '
TINM ‘VOE)Id ‘€1AA eszl
‘BIdYN ‘TYZANSD 2AYNS NHIN ‘TUNV ‘THOON ‘2odY ‘AZLNY NISNAN de-a/ -llw-esy
(61) ‘29v9 ‘NINISd ‘TAA VAZ4 'VIEddd ‘TSITN ‘€GZHS ‘vX1d TANDD 26440 ‘NG aopesy | 2LRres L-13]
‘G61NM ‘19D ‘2dN3S ‘219Y TAXOH TIONVA TAIN V6LNM a66
‘IX9d ‘Gz470d ‘SYUN ‘TVXOH ‘ZdNDD ‘€5d1 ‘TIXOH ‘zx1d ‘€az4 -llw-esy
TINM VOE)Id ‘€TAA pL-19]-esy
‘BIdYN ‘TYZANSD 2AVYNS NN ‘TUNV ‘THOON ‘20dY ‘AZLNY NISNAN demsz T
(oz'6T) ‘2avD ‘NINISd ‘TAA vAZ4 ‘VIEddd ‘TSIIN ‘€9ZHS ‘vX1d ‘TANDD 26Add ‘O4aD B L-13]
‘G61NM ‘19D ‘2dN3S 219V TAXOH TTIONVA TAIN V6LNM T-eL
‘IX9d ‘Gz470d ‘SYUN ‘TVXOH ‘ZaNDD ‘€Sd1 ‘TIXOH ‘zx1d ‘€az4 -13-esy

TINM ‘VOENId ‘€TNa
"AdVYIN ‘TYINSD ‘TAVYNS NN ‘TLAY THOIN ‘2odV ‘GZLN
‘28v9 ‘NINISd ‘TAA YAZ4 ‘VOEddd ‘TSIFN ‘€GZHS ‘PXLA ‘TANDD




GOLGAG6LY, PRICKLE2, ROCK1, KMT2D, ABL2, NCOA3, SMAD3,
GSK3B, PSEN1, TBL1XR1, PPP3CB, PPP2R5E, FZD5, SMAD?2,
PIAS2, CSNK2A1, PKNOX1, NCOR1, SOX17, NKD1

hsa- HOXA3, HOXB3, MAP3K7, PIK3CA, CTNNBIP1, CAMK2B, WNT9B,
mir-10 - miR- CDK6 HOXA1, NCOAG6, FZD2, TBL1X, CAMK2G, NFAT5, CNOT6, (20,23,29)
10a-5p BCL2L11, BTRC, DVL3, SMAD2
hsa- HOXA3, HOXB3, MAP3K7, PIK3CA, CTNNBIP1, CAMK2B, WNT9B,
mir-10 - miR- CDK6 HOXA1, NCOA6, FZD2, TBL1X, CAMK2G, NFAT5, CNOTS6, (23,29)
10b-5p BCL2L11, BTRC, DVL3, SMAD2
hsa-mir- hsa-
mir-10 99a miR- - HOXA1, FZD8, PPP3CA, FZD5 (19,31)
hsa-let-7c¢ 99a-5p
hsa-mir-
100
hsa-mir- hsa-
mir-10 miR- - HOXA1, FZD8, PPP3CA, FZD5 (19,31)
10526 100-5p
hsa-let-
7a-2
hsa- LFNG, CSNK2A1, GRB10, PPP2CA, PPP2R5C, APC, DAAM1,
mir-10 - miR- CD34 HOXD1, AKT3, HOXB3, GAB2, SH2B3, ABL2, DAAM2, MAPK10, (20,31)
125b-5p VANGL2, PPP2R1B, DTX4, SMAD2, VANGL1, DVL3
PDCD4, ARL2, BTG2, WNT3A, WNT7A, AKT3, CCND1, AXIN2,
CCND2, DLL1, BTRC, WNT2B, CCND3, SOCS6, MAPKS8, RARB,
hsa-mir- hsa- CDK6. NYNRIN FLT3, ABL2, CHP1, WNT4, FOSL1, PPP2R5C, CTNNBIP1, FZD6,
mir-15 15a miR- N\m.ﬁmgm ’ SIAH1, WIF1, LRP6, SMAD3, NKD1, EED, PIAS2, WNT108B, PIK3R1, (20,32)
hsa-mir- 15a-5p FZD4, PPP2R1A, NOTCH2, PTPRJ, GRB10, HOXA3, KMT2D,
16-1 NFATC3, KRAS, TBLIXR1, NFATC2, ROCK1, PPP2R1B, KMT2C,
APC, SUZ12, ROCK2, GSK3B
WNT3A, WNT7A, AKT3, CCND1, AXIN2, CCND2, DLL1, BTRC,
hsa-mir- hsa- CDK6. NYNRIN WNT2B, CCND3, SOCS6, MAPKS8, RARB, FLT3, ABL2, CHP1, WNT4,
mir-15 15b miR- N\mﬂmhm ’ FOSL1, PPP2R5C, CTNNBIP1, FZD6, SIAH1, WIF1, LRP6, SMAD3, (33)
hsa-mir- 15b-5p NKD1, EED, PIAS2, WNT10B, PIK3R1, FZD4, PPP2R1A, NOTCH2,
16-2 PTPRJ, GRB10, HOXA3, KMT2D, NFATC3, KRAS, TBL1XR1,
NFATC2, ROCK1, PPP2R1B, KMT2C, APC, SUZ12, ROCK2, GSK3B
hsa-
mir-15 hsa-mir- miR-16- ﬁbxwwvmn\,\mﬂz\ WNT3A, WNT7A, AKT3, CCND1, AXIN2, CCND2, DLL1, BTRC, (20,33)
15a 5p WNT2B, CCND3, SOCS6, MAPKS8, RARB, FLT3, ABL2, CHP1, WNT4,
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mir-17

hsa-mir-
17
hsa-mir-
18a
hsa-mir-
19a
hsa-mir-
20a
hsa-mir-
19b-1
hsa-mir-
92a-1

hsa-
miR-
18a-5p

CCND2, DAAM2, SMAD2, PRKACB, WNT8B, FZD3, NOTCH2,
WNTSA, GAB2, NFATS

(20,35,37)

mir-17

hsa-mir-
17
hsa-mir-
18a
hsa-mir-
19a
hsa-mir-
20a
hsa-mir-
19b-1
hsa-mir-
92a-1

hsa-
miR-
20a-5p

CDK6

PPP3R1, UBC, RBBP7, SOS1, TCF7L1, VANGL1, EGR2, ABL2,
CCND1, SOCS6, NCOA3, FZD3, PRKACB, FBXW11, HOXA2,
CSNK1A1, AJUBA, BCL2L11, CCND2, PLCB1, PKNOX1, WNT9B,
AKT3, PTPRJ, KMT2C, TBL1X, ROCK2, PPARD, RARB, NFATS5,
PPP2CA, PIK3R1, FZD4, PSEN1, NCOR1

(20,29,35,38)

mir-17

hsa-mir-
106a
hsa-mir-
18b
hsa-mir-
20b
hsa-mir-
19b-2
hsa-mir-
92a-2
hsa-mir-
363

hsa-
miR-
20b-5p

CDK6

PPP3R1, UBC, RBBP7, SOS1, TCF7L1, VANGL1, EGR2, ABL2,
CCND1, SOCS6, NCOA3, FZD3, PRKACB, FBXW11, HOXA2,
CSNK1A1, AJUBA, BCL2L11, CCND2, PLCB1, PKNOX1, WNT9B,
AKT3, PTPRJ, KMT2C, TBL1X, ROCK2, PPARD, RARB, NFATS5,
PPP2CA, PIK3R1, FZD4, PSEN1, NCOR1

(39,40)
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hsa-mir-

24-1
hsa-mir-
17
hsa-mir-
18a
hsa-mir- hsa- CAMKZ2A, FZD10, BCL2L11, PTPRJ, CXXC4, DTX2, HOXC4, EZH2,
mir-25 19a miR- ZBTB46 EGR2, CTNNBIP1, SOCS6, NCOA3, DAAM1, TBL1XR1, NLK, (20,35)
hsa-mir- 92a-3p MAPKS8, NRAS, ABL2, NOTCH1, NFAT5, PIK3CA
20a
hsa-mir-
19b-1
hsa-mir-
92a-1
hsa- CAMK2A, FZD10, BCL2L11, PTPRJ, CXXC4, DTX2, HOXC4, EZH2,
mir-25 - miR- ZBTB46 EGR2, CTNNBIP1, SOCS6, NCOA3, DAAM1, TBL1IXR1, NLK, (35)
92b-3p MAPKS8, NRAS, ABL2, NOTCH1, NFAT5, PIK3CA
EZH2, FRAT2, LEF1, JAG1, PPP3R1, VANGLZ2, PPP3CB, ABL2,
hsa- PPP2R5A muwwwmwm\&www mm\mnﬂmm\zwwﬁgmoﬁw GSK38B
mir-26 ; NMm._MU CDKe KDM6A, KMT2C, WNT5A, SOCS6 (20,45)
TBL1IXR1, HOXD4, CCND2, NRAS, ROCK1, NLK, SAP30, APC,
ST3GAL6, GRAP2
hsa-
mir-28 - miR- - - (19)
151a-5p
TMEMZ236, FRAT2, FOX03, PIK3R1, FZD4, CCND2, CAMK2G,
hsa-mir- hsa- MAFB, RARB, GRAP2, FZD5, AKT3, DAAM_2, CTNNBIP1, VANGL]I,
mir-29 29b-1 miR- DNMT3B, CDKG6, DTX4, MAPK10, NOTCH2, YY1, CNOT6, PRICKLE2, LRP6, HEYL, (20,46,47)
hsa-mir- 29a-3p DPYSL3, ZBTB46 NCOA3, NFATC3, DAAM1, NRAS, EED, GSK3B, WNT10B, WNT8B, T
29a NFAT5, MAPKS8, PPARD, NFATC4, FOSL1, GAB2, PPP2CA, ARRB1,
PIK3CA, APC
hsa-mir- hsa- TMEM236, FRAT2, FOX03, PIK3R1, FZD4, CCND2, CAMK2G,
mir-29 29b-1 miR- DNMT3B, CDKG6, MAFB, RARB, GRAP2, FZD5, AKT3, DAAM2, CTNNBIP1, VANGLI, (20,46,47)
hsa-mir- 29b-3p DPYSL3, ZBTB46 DTX4, MAPK10, NOTCH2, YY1, CNOT6, PRICKLE2, LRP6, HEYL, T
29a NCOA3, NFATC3, DAAM1, NRAS, EED, GSK3B, WNT10B, WNT8B,
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CTBP2, NCOA3, RPS27A, EED, PIAS2, NKD1, PKNOX1, PAGR1,
SLA, FZD8, PPP2R1A

CDK6, DLL1, DKK1, POLR2G, MYC, MAPK10, C20RF15, MAP3K7,
CBL, EP300, FZD5, NCOR1, GRB2, NOTCH1, RBBP5, SKP1, SOCS2,
RHOA, RXRA, DAAM1, EGR2, C20rf15, GSK3B, WNT5B, PPP3R2,
HOXD3, HOXB3, RARA, PPP3CA, PRKCA, VANGL1, JAG1, CTNNB1,

I :mwwau:- ”n._m SOCS2, CDK6, EMP1, VANGL2, DAAM2, HEYL, GRB10, BCL2L11, LRP6, NOTCH?2, (2023)
hsami- | 34e.5p LAPTM4B, ZBTB46 | CCND2, WNT2B, PRKX, CNOT6, CTNNBIP1, GOLGA6LI, SH2B3, 4
i GOLGAG6LY, SMADA4, PRICKLE1, PPP2R5A, RBBP4, SMAD2,
C150RF37, BTRC, POLR2F, GRAP2, UBB, RBBP7, ROCK1, NFATS,
FZD4, KMT2D, CTBP2, NCOA3, RPS27A, EED, PIAS2, NKD1,
PKNOX1, PAGR1, SLA, FZD8, PPP2R1A
hsa-
mir-126 - miR- - LRP6 (31)
126-3p
hsa-
mir-126 - miR- ; LRP6 (31)
126-5p
hsa- DT, GRBS, WUNT3A, CNOTS, PIKARA, PRICKLED, DXL, MAPKIO
mir-128 - HMMU LAPTM4B GSK3B, AXIN1, DKK2, KMT2C, FZD3, RARA, SOS1, PSEN1, NFATS, (31,35,52)
SUZ12, LRP6, SFRP1, RXRA, SMAD2, PIK3CA, PAX6
:mw.m_v hsa- SOCS2, EP300, PPP2R5C, PPP2CB, SMAD2, TCF7L1, DAAML,
mir-132 | miR- SOCS2, DPYSL3 NFATC2, SOS1, FOXO3, PPP2R5E, TCF7L2, PPP3CA, MEIS1, AKT3, (20,23)
T2 132-3p PRICKLE2, GSK3B, PIK3CA, NFAT5, ROCK1, CHD8, NLK, NCOR1
:wm-w_l- hsa- CTBP2, PPP2R5D, KAT2A, PPP2CA, RBBP4, RARB, DAAMS2,
mir-133 . miR- S0CS2 PPP2CB, CAMK2G, ABL2, MEIS1, SOCS2, PSEN1, NFAT5, ARRB1, (53,54)
hsa-mir- | 1330 35 SENP2
133a-1
hsa- HOXB2, CAMK2D, JUN, PPP2CA, SOCS2, FZD3, MAPKS, ROCK2,
mir-139 ; miR- SOCS2, CDK6 DVL1, PRKCA, ROCK1, PTPRJ, NOTCH1, CCND2, CTNNB1, KMT2D, (55,56)
139-5p NFATS5
. hsa- WNT9A, EGR2, SIAH1, JAG1, NLK, CTCF, NFATS5, SMAD2, PAXG,
mir-140 - miR- - WNT1. SAP30 (57)
140-5p ’
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194-2

hsa-mir-
192
. hsa- CD34, cKIT, BEX3, KRAS, CCND1, PSEN1, CNOT6, PPP2R5C, SIAH1,
mir-193 - miR- CD34 (23)
1933.3p CXXC4, TBLIXR1, AJUBA, MAPK10, DAAM2, EED, SKP1
hsa-mir- hsa-
. 193b ; KRAS, CCND1, PSEN1, CNOT6, PPP2R5C, SIAH1, CXXC4, TBLIXR1,
mir-193 1 sa-mir- miR- Cb34 AJUBA, MAPK10, DAAM2, EED, SKP1 (20,67)
193b-3p
365a
:MM.M_HT hsa- RBX1, TCF7L2, SOCS2, CAMK2G, AKT2, SOX17, CHD8, RBBP4,
mir-194 | T miR- s0Cs2 DAAM1, ROCK2, KMT2C, CSNK2A1, STAT5B, PPP3R1, NFATS, (20,68)
194-5p RARA, FZD4, FZD5
215
hsa-
. . HOX, NRAS, CDKN1B, HOXB1, SOCS2, ROCK1, POLR2D, PBX1,
mir-196 - miR- S0¢s2 YY1, PSENEN, CCND2, ABL2, PRICKLEL, MAPK8 (19,20)
196a-5p
hsa-
. ; HOX, MYC, NRAS, CDKN1B, HOXB1, SOCS2, ROCK1, POLR2D,
mir-196 ; . mm_%.mn S0¢s2 PBX1, YY1, PSENEN, CCND2, ABL2, PRICKLE1, MAPK8 (19)
. hsa- NLK, PPP2R5E, KDM6A, WNT9A, MAPKS, CHP1, PLCB1, FBXW11,
mir-199 - miR- - (20,69)
CSNK1A1, ABL2, SUZ12, VANGL1
199a-3p
10 ] wm_m ) FZD6, GRB10, FZD4, WNT2, CDKN1B, GSK3B, NLK, RBBP4, BTRC, 70)
199-5p ROCK1, JAG1, WNT7B, CBL, NCOR1, CNOT6, TBLIXR1, MAPKS
hsa-mir- e, ABL1, BCR::ABL1, DKK2, AKT3, CUL1, MAPKS, PRKCB, SOCS6,
. 203a ; SFRP1, PRICKLE2, KMT2C, EP300, APC, AXIN1, HES1, ABL2,
mir-203 1 o mir- m:o_.m 2BTB46 WNT2B, MEIS1, PIK3CA, NOTCH2, CSNK1A1, PRKCA, HEYL, (23)
203b HOXD3, CTBP2, MAPK10, NKD1, SOS1, BTRC, NLK, DVL3
:mw.wqw_v hsa- CDKN1B, PPP3R1, PIK3R1, SKP1, NLK, TCF7L2, DKK2, CTCF,
mir-221 | miR- ; AXIN2, NFATC3, KMT2C, GRB10, CBL, NFATC2, CHD8, MAPK10, (20,71)
o 221-3p CNOTS, FRAT2, PPP2R5E, BCL2L11, NFATS, MEIS1
:mw.wqw_v hsa- CDKN1B, PPP3R1, PIK3R1, SKP1, NLK, TCF7L2, DKK2, CTCF,
mir-221 | miR- ; AXIN2, NFATC3, KMT2C, GRB10, CBL, NFATC2, CHD8, MAPK10, 1)
o 222-3p CNOTS, FRAT2, PPP2R5E, BCL2L11, NFATS, MEIS1
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hsa-mir-

450a-1
hsa-mir-
450b
KRAS, RBX1, POLR2K, Clorf220, SOCS2, PTPRJ, RHOA, DKK1,
hsa-mir- NRAS, WIF1, HOXB3, GOLGAG6LSY, LRP6, GOLGA6LY, C10RF220,
331 hsa- ABL2, PPP3R2, TP53, SMAD3, SMAD2, SH2B3, PPP2R5E, WNT3,
mir-331 hsa-mir- miR- SOCS2, CDK6, EMP1 CBL, PPP2R5C, ROCK1, SMAD4, HOXD3, CCND2, CTBP2, SENP2, (19,74)
3685 331-5p KMT2D, NFATC2, PRKCB, NKD1, FOX0O3, SOS1, CDKN1B, VANGL1,
PAX6, FZD5, DVL3, FZD8, HEYL, PPP2R1A, SAP30, NOTCHZ2,
PIAS2, APC
hsa-mir-
151b hsa-
mir-342 hsa-mir- miR- CDK6 EP300, CTBP2, CSK, AKT2, PPP2R5E, KMT2D, FZD5 (75)
34 342-3p
hsa-mir-
371a
hsa-mir- hsa- FZD6, PPP3R1, RBBP7, SMAD2, LEF1, CCND2, FZD3, CCND1,
mir-373 371b miR- ) AJUBA, PRKACB, DKK1, HOXB3, ABL2, WNT9B, AKT1, CNOTS6, (76)
hsa-mir- | - 3.3p TCF7L1, NCOA3, WNT9A, SUZ12, GAB2, ROCK2, CSNK1A1,
372 BCL2L11, PSEN1, KMT2C, APC, FOXO3
hsa-mir-
373
hsa-mir-
191 hsa- RAC1, PRKCG, CSNK2A2, NFATC2, WNT7B, PBX1, FZD3, CCND2,
mir-425 hsa.mir- miR- - APC, NOTCH2, WNT2B, PLCB1, WNT7A, CAMK2D, TBL1X, ARRBI, (19,20)
25 425-3p PIK3CA, AKT1, RBX1, PPP2R1A
:mw.mm__.- hsa-
mir-425 . miR- - MEIS1, PPP2CB, CBL, FZD4, SMAD2, PPP3CA (19)
hsa-mir- 425-5p
425
hsa-mir-
449c¢
hsa-mir- hsa- FOSL1, DLL1, LEF1, NOTCH1, ROCK1, NOTCH2, YY1, DAAM1,
mir-449 449b miR- CDK6, ZBTB46 JAG1, PRKACB, KMT2D, PPP3R1, CCND1, RARB, CNOT6, GRAP2, (51)
R 449a SMAD4, TBL1XR1, WNT1
hsa-mir-
449a

323




vee

(6T)

TYOON VIYZddd ‘2dv¥D ‘Tx9d ‘THILON 218V D¥18
‘VONHd ‘TWYYA ‘€ANDD ‘G/INM VOTLINM TVZINSD XT14L
‘0Taz4 ‘TIND ‘VIWNYd ‘TSD0S VE6LNM ‘T1L4I1 ‘T1/421 ‘€EAXOH

Z500S

ds-zvs
RIS
-esy

q0sv
-Jjw-esy
T-e0sy
-Jjw-esy
¢-eosy
-Jjw-esy
s
-Jjw-esy
€09
-Jjw-esy
1447
-Jjw-esy

rS-u

(22)

Z3DIDIYd

eTSy
-yiw
-esy

erSy
-Jjw-esy

qrsy
-Jjw-esy

144"
-Jjw-esy

CELY
-Jjw-esy

TSp-aw

(6T)

dg-eosy
-yiw
-esy

q0Sv
-Jjw-esy
1-e0sy
-Jlw-esy
¢-eosy
-Jjw-esy
s
-Jlw-esy
€09
-Jjw-esy
1447
-Jlw-esy

oSy-nw

(19)

TINM ‘TYXT19L YAYNS
‘2dV49 ‘9LOND ‘gHVY ‘TANDID ‘THEddd ‘AZLNY ‘GIVMYHd ‘TOVr
‘TWVYVA ‘TAA ‘THOLON ‘IXD0¥ ‘THOLON ‘T437 ‘T710 ‘T1SO4

94197 ‘9ad

ds-qevy
-yiw
-esy

(6147
-Jjw-esy
a6t
-Jjw-esy
d6vy
-Jjw-esy

6vy-4iw




mir-545

hsa-mir-
374a

hsa-mir-
545

hsa-
miR-
545-3p

CD34, CDK6, EMP1,
LAPTM4B, NYNRIN,
ARHGAP22, ZBTB46

CAMK2D, MAP3K7, ABL2, FZD6, RBX1, PPP3R2, CHP2, MAPKS,
TP53, PIAS2, FZD10, PTPN11, VANGL1, HOXD4, WNT7A, NRAS,
CSNK1E, FZD3, SMAD4, PRKX, GRB2, FOX03, CSNK1A1L, PSEN1,

S0CS6, TBL1X, NFATC1, TCF7L2, RARG, CTNNB1, PIK3R1,
CSNK1A1, NCOR1, PPP3R1, CCND1, PRKCA, LRP6, HOXD1,
WNT9B, LFNG, POLR2D, PPP3CA, NCOA3, CBL, CAMK2B, PLCB1,

RBBP4, FZD4, HDAC3, CTNNBIP1, CAMK2G, RBBP5, CCND3, SYK,

CXXC4, HOXD3, ROCK2, PCGF2, PTPRJ, DKK2, WNT5A, TMEM236,
HOXA1, TMEM236, PRKCB, NFATC4, ROCK1, MAFB, UBB, AKT3,

TBL1XR1, SMAD2, CTBP2, PPARD, YY1, BCL2L11, CAMK2A,
FRAT2, GRB10, PLCB3, FZD2, MAPKS, NLK, ARRB1, VANGL2,
TCF7L1, KMT2D, GAB2, WNT58, PPP3CB, SMAD3, PRICKLE2,
BTRC, KRAS, NKD1, NFATS5, JAG1, NFATC2, STAT5B, CNOTS,
NOTCH2, AKT1, PPP2CA, SKP1, GRAP2, FZD8, SAP30, PBX1,

HOXB4, HEYL

(19)

mir-708

hsa-
miR-
708-5p

HOXB3, RARG, NRAS, GSK3B, FOXO3, RBBP5, CBL

(19)

mir-1290

hsa-
miR-
1290

50CS2, CD34, CDK6,
EMP1, DPYSL3

CER1, FZD3, GSK3B, CTBP1, CAMK2A, NRAS, CAMK2D, RBBP4,
CSNK2A1, SFRP4, FBXW11, WNT7A, PIK3CA, RUVBL1, PLCBI,
SMAD3, NFAT5, WNT7B, DVL3, CDKN1B, PPP3CB, HOXD1,
CXXC4, PRKX, SOCS2, FOSL1, KRAS, MAP3K7, NKD1, LRP6, PAX6,
PRKCB, KMT2D, AXIN2, CREBBP, PRKACA, SOS1, PPP3R1, SUZ12,
TCF7, NCOR1, VANGL2, SLA2, NFATC2, FZD4, GAB2, AKT3, PTPRJ,
SMADA4, PLCB4, NOTCH3, NOTCH1, HES1, CNOT6, WNT5A,
C10RF220, Clorf220, PRICKLE2, WNT4, NOTCH2, PSEN1, NLK,
CACYBP, SKP1, C150RF37, C150rf37, LEF1, FZD5, SMAD2, AJUBA,
PPP3CC, RBBPS, CSNK1A1, POLR2E, PKNOX1, UBC, HEVYL,
PPP2RIA

(78)
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Supplementary Table 2. Sequence of the 96 miRNA genes included in the panel.

microRNA Name

Target sequence

LNA™ PCR primer
set, Product No

hsa-let-7a-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-545-3p
hsa-let-7g-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-181c-5p
hsa-miR-100-5p
hsa-let-7f-5p
UniSp3 IPC
hsa-miR-193a-3p
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-222-5p
hsa-miR-542-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-193b-3p
UniSp6 CP
hsa-miR-10b-5p
hsa-miR-128-3p
hsa-miR-449a
hsa-miR-371a-3p
hsa-miR-151a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-15b-5p
UniSp3 IPC
hsa-miR-196b-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-372-3p
hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-373-3p
hsa-miR-199b-5p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-708-5p
U6 snRNA
hsa-miR-199a-3p

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
UCAGCAAACAUUUAUUGUGUGC
UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU
UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
AACAUUCAACCUGUCGGUGAGU
AACCCGUAGAUCCGAACUUGUG
UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU

AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
CUCAGUAGCCAGUGUAGAUCCU
UCGGGGAUCAUCAUGUCACGAGA
UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
AACUGGCCCUCAAAGUCCCGCU

UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UCACAGUGAACCGGUCUCUUU
UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
AAGUGCCGCCAUCUUUUGAGUGU
UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG
UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA

UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU
AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU

UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG

GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC
UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG

CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG

ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA

326

205727
204750
204767
204124
204540
206087
204565
204394
204683
205689
204359
n/a
204591
205625
206035
204551
204314
204198
204080
205713
204227
204504
204226
n/a
205637
205995
204481
204299
204007
205702
206023
204660
204308
204066
204243
n/a
204555
204771
206081
204530
204137
204788
204604
204152
204207
204306
204490
203907
204536



hsa-miR-195-5p
hsa-miR-196a-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-200b-3p
hsa-miR-200c-3p
hsa-miR-30a-5p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-17-3p
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-1290
hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-451a
hsa-miR-126-5p
hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-425-3p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-449b-5p
hsa-miR-203a
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-10a-3p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-331-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-183-5p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-29b-3p
hsa-miR-29c-3p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-34b-5p
hsa-miR-190a-5p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-450a-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-99a-5p
hsa-miR-192-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-103a-3p

UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG
UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
ACUGCAGUGAAGGCACUUGUAG
AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA
UGGAUUUUUGGAUCAGGGA
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
CAUUAUUACUUUUGGUACGCG
UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
AUCGGGAAUGUCGUGUCCGCCC
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC
GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG
CAAAUUCGUAUCUAGGGGAAUA
AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
CUAGGUAUGGUCCCAGGGAUCC
UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
UAUGGCACUGGUAGAAUUCACU
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
UAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUG
UGAUAUGUUUGAUAUAUUAGGU
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
UUUUGCGAUGUGUUCCUAAUAU
UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU
UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC
CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGAA
AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
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205869
204386
205862
204450
204292
206071
204482
205695
204778
206008
204337
2118634
204755
204230
204734
206010
204714
204258
204038
204532
205874
205986
204751
205914
204260
205688
205659
204423
204765
206030
204698
204679
204729
204606
204424
204763
204486
206085
204291
204513
205711
204384
204736
204521
204099
204063
204063



Supplementary Table 3. Main clinic and biological characteristics of 39 AML patients classified
within P1IAML or P2AML groups according to their miRNA expression.

P1AML P2AML p-value
n=14 n=25
Gender (n=39) 0.74
Female (n=14) 6 (42.9%) 8 (32.0%)
Male (n=25) 8 (57.1%) 17 (68.0%)
Age, years (n=39)
Median [range] 2.7[0.1;17.0] 3.5[0.2;16.4] 0.48
[0,2) years old 5 (35.7%) 7 (28.0%)
[2,10) years old 5 (35.7%) 10 (40.0%) 0.96
[10,15) years old 2 (14.3%) 4 (16.0%)
[15,19) years old 2 (14.3%) 4 (16.0%)
WBC count, x10%/L [range] (n=39) 11.9 [3.5;146.0] 9.6 [0.6;253.0] 1.00
CNS disease (n=38) 0.70

Not infiltrated (n=29) 10 (71.4%) 19 (79.2%)

Infiltrated (n=9) 4 (28.6%) 5(20.8%)
1(15;17)(922;q12) PML::RARA (n=39) 0/14 (0.0%) 4/25 (16.0%) 0.28
1(8;21)(g22;922.1) RUNX1::RUNX1T1 (n=39) 2/14 (14.3%) 2/25 (8.0%) 0.61
ggs),f;’;:flq(f__)é 2()1 6;16)(p13.1,022) 1/14 (7.1%) 3/25 (12.0%) 1.00
KMT2A+ (n=39) 6/14 (42.9%) 10/25 (40.0%) 1.00
t(9;11)(p22;923) (n=39) 2/14 (14.3%) 6/25 (24.0%) 0.69
t(10;11)(p11.2;623) (n=39) 1/14 (7.1%) 1/25 (4.0%) 1.00
t(11;19)(q23;p13.1) (n=39) 1/14 (7.1%) 1/25 (4.0%) 1.00
AML-Other karyotypes (n=39) 5/14 (35.7%) 6/25 (24.0%) 0.48
FLT3 ITD mutation (n=38) 1/14 (7.1%) 4/24 (16.7%) 0.63
NPM1 mutation (n=15) 3/7 (42.9%) 0/8 (0.0%) 0.077
MRD20.1% at the end of induction (n=29) 3/12 (25.0%) 3/17 (17.6%) 0.67
EFS (n=39) 0.0027

5-year estimate (95% Cl) 42.9% (23.4%-78.5%) 87.3% (74.8%-100.0%)
10-year estimate (95% Cl) 42.9% (23.4%-78.5%) 87.3% (74.8%-100.0%)
0S (n=39) 0.024
5-year estimate (95% Cl) 64.3% (43.5%-95.0%) 90.9% (79.7%-100.0%)
10-year estimate (95% Cl) 53.6% (31.5%-91.0%) 90.9% (79.7%-100.0%)

WBC: white blood cell. CNS: Central Nervous System. ITD: internal tandem duplication. Cl: confidence interval. *AML-other karyotypes include patients
with a normal karyotype and two with a complex karyotype. EFS: event-free survival. OS: overall survival.
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Supplementary Table 4. List of pathways targeted by the 24 selected miRNAs and their p-value.

KEGG pathway* p-value #igenes #miRNAs
Proteoglycans in cancer 0 131 16
Hippo signalling pathway 0 91 12
Hepatitis B 0 92 11
Pathways in cancer 5.55E-10 213 11
Adherens junction 5.93E-05 52 11
Lysine degradation 1.11E-10 28 10
p53 signalling pathway 3.61E-04 45 10
Viral carcinogenesis 0 117 9
Cell cycle 2.53E-06 80 9
Prostate cancer 9.28E-01 58 9
Glioma 3.88E-07 35 8
Chronic myeloid leukaemia 1.48E-04 48 8
Bacterial invasion of epithelial cells 1.43E-01 50 8
TGF-beta signalling pathway 3.22E-01 45 8
Colorectal cancer 5.69E-04 40 7
FoxO signalling pathway 4.92E-02 68 7
Transcriptional misregulation in cancer 1.29E-01 95 7
Bladder cancer 2.00E-01 29 7
Small cell lung cancer 2.07E+00 53 7
Protein processing in the endoplasmic reticulum 0.0002295268 84 7
ECM-receptor interaction 0 26 6
Renal cell carcinoma 1.27E+01 42 6
Estrogen signalling pathway 0.0004439923 49 6
PI3K-Akt signalling pathway 0.001097869 132 6
Oocyte meiosis 2.03E-02 50 5
Thyroid hormone signalling pathway 4.72E-02 65 5
Endometrial cancer 0.0004592499 28 5
Thyroid cancer 0.01371944 17 5
MAPK signalling pathway 0.04221966 97 5
Prion diseases 0 8 4
Pancreatic cancer 3.34E+00 38 4
Fatty acid metabolism 4.42E+01 22 4
Focal adhesion 0.0002528746 88 4
Prolactin signalling pathway 0.0002609678 31 4
Melanoma 0.004557802 27 4
Ubiquitin mediated proteolysis 0.004623076 65 4
Epstein-Barr virus infection 0.01771869 85 4
Fatty acid biosynthesis 0 5 3
Non-small cell lung cancer 0.005083879 29 3
Central carbon metabolism in cancer 0.0291216 26 3
Endocytosis 0.03471336 75 3
Mucin-type O-Glycan biosynthesis 0.03962723 8 3
Signalling pathways regulating pluripotency of stem cells 0.00580632 50 2
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) 0.03114162 14 2
Neurotrophin signalling pathway 0.04005991 46 2

*KEGG pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) is a collection of pathway maps representing the molecular interaction, reaction and
relation networks for metabolism, genetic information processing cellular processes, organismal systems, human diseases and drug development.
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Supplementary Table 5. Cox model for univariate analysis of HSJD cohort.

EFS
p-value p-value
HR p-value global HR p-value global
Protocol
SHOP AML Ref. Ref. Ref. Ref.
NOPHO 1.38 [0.33;4.52] 0.62 0.68 1.55 [0.28;6.47] 0.58 0.78
PETHEMA LPA 0.44 [0.00;3.49] 0.52 0.63 [0.00;5.35] 0.74
Age. years
[0,2) years old Ref. Ref. Ref. Ref.
[2,10) years old 0.11 [0.01,0.88] 0.038 0.050 0.20[0.02;1.11] 0.066 0.085
[10,15) years old 0.88 [0.22;3.55] 0.86 1.40[0.31,5.76] 0.64
[15,19) years old 0.23[0.03;1.93] 0.18 0.18 [0.00;1.65] 0.15
MRD at EQI
<0.1% Ref. Ref. Ref. Ref.
>0.1% 1.92 [0.37;9.97] 0.44 i 3.28 [0.55;19.74] 0.19 i
Genetics
AML-Other Ref. Ref. Ref. Ref.
Inv(16) + t(8;21) 0.27 [0.04;1.40] 0.134 0.26 [0.02;2.01] 0.19
KMT2A+ not £(9;11) 0.48 [0.10;2.28] 0.375 0.74 [0.14;4.54] 0.72
KMT2A+ t(9;11) 0.26 [0.04;1.35] 0.121 071 0.27 [0.02;2.04] 0.20 0.80
NPM1-/FLT3 ITD+ 0.52 [0.00;5.46] 0.999 0.75[0.01;9.30] 0.85
NPM1+/FLT3 ITD- 0.72 [0.07;4.44] 0.617 0.81[0.07;6.55] 0.85
NPM1+/FLT3 ITD+ 0.40[0.00;4.19] 0.999 0.75[0.01;9.30] 0.85
t(15;17) 0.13 [0.00;1.40] 0.998 0.22 [0.00;2.80] 0.27
24-miRNAs signature
P2AML Ref. Ref. - Ref. Ref. -
P1AML 5.97 [1.58;22.54] 0.0084 5.26 [1.06;26.22] 0.043
Genetic-based risk
stratification
Favourable Ref. Ref. Ref. Ref.
Intermediate 2.14[0.41;11.05] 0.36 0.37 2.60[0.27;25.03] 0.41 0.18
Adverse 3.25[0.59;17.81] 0.17 5.92 [0.66;53.20] 0.11

MRD+ at EOl: measurable residual disease at the end of induction. HR: hazard ratio. EFS: event-free survival. OS: overall survival.
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Supplementary Table 6. Comparison between AML patients included in HSJD and TARGET cohorts.

HSID TARGET p-value
n=39 n=447

Gender (n=486) 0.16

Female (n=233) 14 (35.9%) 219 (49.0%)

Male (n=253) 25 (64.1%) 228 (51.0%)

Age, years (n=486)

Median [range] 3.4[0.1;17.0] 9.8 [0.0;18.9] 0.0038
[0,2) years old (n=94) 12 (30.8%) 82 (18.3%)

[2,10) years old (n=159) 15 (38.5%) 144 (32.2%) 0.11
[10,15) years old (n=130) 6 (15.4%) 124 (27.7%)

[15,19) years old (n=103) 6 (15.4%) 97 (21.7%)

CNS disease (n=485) 0.0034

Not infiltrated (n=442) 29 (76.3%) 413 (92.4%)

Infiltrated (n=43) 9 (23.7%) 34 (7.6%)
t(15;17)(922;912) PML::RARA (n=39) 4/39 (10.3%) - -
1(8;21)(g22;g22.1) RUNX1::RUNX1T1 (n=472) 4/39 (10.3%) 66/433 (15.2%) 0.55
inv(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1;922)

CBFB::MYH11 4/39 (10.3%) 57/433 (13.2%) 0.79
(n=472)

KMT2A+ (n=472) 16/39 (41.0%) 59/433 (13.6%) <0.0001
t(9;11)(p22;923) (n=468) 8/39 (20.5%) 25/429 (5.8%) 0.0033
t(10;11)(p11.2;G23) (n=472) 2/39 (5.1%) 8/433 (1.8%) 0.20
t(11;19)(g23;p13.1) (n=472) 2/39 (5.1%) 11/433 (2.5%) 0.29
t(6;11)(q27;923) (n=472) 0/39 (0.0%) 7/433 (1.6%) 1.00
AML- Other karyotypes (n=472) 11/39 (28.2%) 240/433 (55.4%) 0.0020
FLT3 ITD mutation (n=484) 5/38 (13.2%) 93/446 (20.9%) 0.36
NPM1 mutation (n=457) 3/15 (20.0%) 38/442 (8.6%) 0.14
Protocol (n=486) -
SHOP and PETHEMA AML 1996/2001/2002/2007 26 (66.7%) -

NOPHO AML 2012 9(23.1%) -
PETHEMA LPA 2005/2012 4 (10.3%) -
AAMLO3P1 - 17 (3.8%)
AAMLO531 - 427 (95.5%)
CCG2961 - 3(0.7%)

MRD20.1% at the end of induction (n=391) 6/29 (20.7%) 104/362 (28.7%) 0.48
EFS (n=486) 0.028
) 70.4% (57.1%- 51.2% (46.7%-

5-year estimate (95% Cl) 86.8%) 56.1%)
. 70.4% (57.1%-
10-year estimate (95% Cl) 86.8%) -
0S (n=486) 0.12

5-year estimate (95% Cl)

10-year estimate (95% Cl)

80.8% (69.0%-
94.7%)
74.1% (58.7%-
93.5%)

65.2% (60.9%-
69.9%)
60.5% (52.8%-
69.3%)

WBC: white blood cell. CNS: Central Nervous System. ITD: internal tandem duplication. Cl: confidence interval. EFS: event-free survival. OS: overall

survival.
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Supplementary Table 7. Main clinic and biological characteristics of the 64 patients with pLSC6

gene expression available data.

Patients

Total no. (%) 64

Gender (n=64)

Female 27 (42.2%)

Male 37 (57.8%)
24-miRNA signature (n=64)

PITAML 33 (51.6%)

P2TAML 31 (48.4%)

Age, years (n=64)
Median [range]

11.4[1.6-18.2]

[0,2) years old 3(4.7%)

[2,10) years old 22 (34.4%)

[10,15) years old 19 (29.7%)

[15,19) years old 20 (31.2%)
WBC count, x10° /L, median [range] (n=64) 46.1 [3.1-473.0]
CNS disease (n=64)

Not infiltrated 55 (85.9%)

Infiltrated 9 (14.1%)
t(8;21) RUNX1::RUNX1T1 (n=62) 14 (22.6%)
inv(16) CBFB::MYH11 (n=62) 7 (11.3%)
KMT2A+ (n=62) 8 (12.9%)
t(9;11)(p22;423) (n=61) 3 (4.9%)
t(10;11)(p11.2;G23) (n=62) 0 (0.0%)
t(11;19)(g23;p13.1) (n=62) 1(1.6%)
AML-Other karyotypes (n=62) 32 (51.6%)
FLT3 ITD mutation (n=64) 20(31.3%)
NPM1 mutation (n=64) 9 (14.1%)
Protocol (n=64)
AAMLO3P1 2 (3.1%)
AAMLO531 60 (93.8%)
CCG2961 2 (3.1%)
pLSC6 (n=64)
Low pLSC6 (<4.08) 40 (62.5%)
High pLSC6 (>4.08) 24 (37.5%)
MRD20.1% at the end of induction (n=56) 14 (25.0%)

WBC: white blood cell. CNS: Central Nervous System. ITD: internal tandem duplication. pLSC6: paediatric leukaemic stem cell score.
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Supplementary Table 8. Correlation between the pLSC6 levels and the groups (PITAML and
P2TAML), as defined by the 24-miRNAs signature.

P1TAML P2TAML p-value
n=33 n=31
0.00023
Low pLSC6 (n=40) <4.08 13 (39.4%) 27 (87.1%)
High pLSC6 (n=24) 24.08 20 (60.6%) 4(12.9%)

pLSC6: paediatric leukaemic stem cell score.
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Supplementary Table 9. Cox model for univariate analysis of the TARGET cohort.

EFS 0S
p-value p-value
HR p-value global HR p-value global
Protocol
AAMLO3P1 Ref. Ref. Ref. Ref.
AAMLO531 0.77 [0.39;1.49] 0.43 0.12 0.48 [0.24;0.94] 0.032 0.042
CCG2961 2.26 [0.61;8.35] 0.22 1.18 [0.25;5.49] 0.83
Age. years
[0,2) years old Ref. Ref. Ref. Ref.
[2,10) years old 0.66 [0.44,0.97] 0.035 011 0.66 [0.41;1.05] 0.082 015
[10,15) years old 0.91[0.62;1.34] 0.62 0.92 [0.58;1.46] 0.71
[15,19) years old 0.95 [0.64;1.42] 0.81 1.06 [0.66;1.71] 0.80
MRD at EOI
<0.1 Ref. Ref. - Ref. Ref. -
>0.1 2.59[1.91;3.51] <0.0001 2.47 [1.71;3.55] <0.0001
Genetics
AML-Other Ref. Ref. Ref. Ref.
Inv(16) +t(8;21) 0.33[0.22;0.50] <0.0001 0.34[0.20;0.56]  <0.0001
KMT2A+ not t(9;11) 1.39[0.87;2.22] 0.17 1.78 [1.06;2.98] 0.028
KMT2A+t(9;11) 0.70[0.37;1.31] 0.26 <0.0001 0.77 [0.37;1.60] 0.48 <0.0001
NPM1-/FLT3 ITD+ 1.65 [1.16;2.37] 0.0059 1.48 [0.96;2.28] 0.076
NPM1+/FLT3 ITD- 0.39[0.17;0.90] 0.027 0.42 [0.15;1.15] 0.091
NPMI1+/FLT3 ITD+ 0.37[0.15;0.92] 0.032 0.23 [0.06;0.95] 0.042
t(6;9)(p23;934) 0.88[0.39;2.02] 0.77 0.55[0.17;1.75] 0.31
24-miRNAs signature
P2AML Ref. Ref. - Ref. Ref. -
P1AML 1.72 [1.31;2.25] <0.0001 1.55[1.12;2.13] 0.0075
pLSC6 score
<4.08 Ref. Ref. Ref. Ref.
>4.08 6.14 [2.64;14.27] <0.0001 - 4.54[1.72;11.97]  0.0022 -

MRD+ at EOI: measurable residual disease at the end of induction. HR: hazard ratio. EFS: event-free survival. OS: overall survival. ITD: internal tandem

duplication.
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Supplementary Table 10. Cox model for multivariate analysis of the TARGET cohort.

EFS 0s
-value -value
HR 95% C pvalue °© HR 95% Cl  palue
global global
MRD at EOI:
<0.1% Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
>0.1% 220 159 3.04 <0.0001 204 138 3.01 0.00036
Genetics:
AML-Other Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Inv(16) + t(8;21) 0.38 0.23 0.62 0.00012 0.33 0.17 0.63 0.00062
KMT2A+ not t(9;11) 1.07 0.61 1.86 0.82 1.52 0.82 2.82 0.18
KMT2A+ t(9;11) 0.46 0.18 1.17 0.10 <0.0001 0.60 0.21 1.70 0.34 0.00041
NPM1-/FLT3 ITD+ 1.22 0.78 1.90 0.38 1.07 0.61 1.81 0.81
NPM1+/FLT3 ITD- 0.42 0.18 0.98 0.046 0.46 0.16 1.29 0.14
NPMI1+/FLT3 ITD+ 0.37 0.15 0.95 0.039 0.26 0.06 1.11 0.070
t(6;9)(p23;934) 1.11 044 282 0.83 0.39 0.09 1.67 0.20
24-miRNAs
signature: i i
P2AML Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
P1AML 1.41 0.96 2.08 0.081 1.22 0.77 1.93 0.39
Protocol:
AAMLO3P1 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
AAMLO531 - - - - 0.47 0.21 1.03 0.059

MRD+ at EOl: measurable residual disease at the end of induction. HR: hazard ratio. Cl: confidence interval. EFS: event-free survival. OS: overall survival.

ITD: internal tandem duplication.
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Supplementary Table 11. Multivariate analysis of the sub-cohort of 55/64 patients from the
TARGET cohort with available data on the pLSC6 score, the 24-miRNAs signature's expression,

and clinical and genetic data.

EFS 0sS
HR  95% Cl p-value HR 95% Cl p-value
MRD at EOI:
<0.1% Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
>0.1% 1.25 050  3.09 0.63 1.09 0.37 3.19 0.88
24-miRNAs
signature:
P2AML Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
P1AML 1.28 043 3.78 0.66 1.10 0.32 3.75 0.88
pLSC6:
score <4.08 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
score 24.08 6.19 205 18.68 0.0012 5.84 157 21.71 0.0085
Protocol:
AAMLO3P1 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
AAMLO531 - - - - 0.25 0.02 2.71 0.25

MRD+ at EOI: measurable residual disease at the end of induction. HR: hazard ratio. Cl: confidence interval. EFS: event-free survival. OS: overall

survival.
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Supplementary Table 12. C-Index to evaluate the ability to predict the outcome individually and

combining the different factors.

C-index estimate individually for each variable

EFS 0s
C-index S.E. C-index S.E.
MRD+ (20.1%) 0.560 0.052 0.541 0.058
Genetics 0.717 0.055 0.703 0.063
pLSC6 score (24.08) 0.730 0.049 0.701 0.060
24-miRNA signature 0.646 0.053 0.653 0.056
C-index estimate combining two variables
EFS 0s
C-index S.E. C-index S.E.
MRD+ (20.1%) + Genetics 0.727 0.060 0.709 0.067
MRD+ (20.1%) + pLSC6 score (24.08) 0.732 0.057 0.698 0.068
MRD+ (20.1%) + 24-miRNA signature 0.677 0.056 0.673 0.055
Genetics + pLSC6 score (24.08) 0.790 0.049 0.752 0.061
Genetics + 24-miRNA signature 0.732 0.051 0.731 0.057
pLSC6 score (24.08) + 24-miRNA signature 0.733 0.056 0.711 0.057
C-index estimate combining three variables
EFS 0s
C-index S.E. C-index S.E.
MRD+ (20.1%) + Genetics + pLSC6 score (24.08) 0.792 0.050 0.755 0.063
MRD+ (20.1%) + Genetics + 24-miRNA signature 0.740 0.051 0.734 0.057
MRD+ (20.1%) + pLSC6 score (>4.08) + 24-miRNA signature 0.767 0.053 0.733 0.057
Genetics + pLSC6 score (24.08) + 24-miRNA signature 0.795 0.047 0.769 0.054
C-index estimate combining four variables
EFS 0s
C-index S.E. C-index S.E.
MRD+ (>0.1%) + Genetics + pLSC6 score (24.08) + 24-miRNA
signature 0.793 0.048 0.769 0.055

MRD+: measurable residual disease at the end of induction. pLSC6: paediatric leukaemic stem cell score. SE: standard error.

337



8€¢

de-sgol-yiw-esy | dg-BgoL-yIL-Esy

dg-zeL-HIw-esy  dg-EEE-NI-ESY | do-pZi-MIuFESy | de-gze-duu-esy | dg-as-ielesy do-g-yw-esy | de-zpl-yiw-esy | dG-eQSHHIW-ESY | dg-BpE-HIW-ESY  dG-BOG L-HIW-Bsy

de-qpg-gu-esy | dg-ggrynu-esy | dg-opgyiuresy | dg-geg-ynw-esy | dg-egz-yw-esy | oo-ggl-yuu-esy | dg-qpeyiueesy  dg-jeggiueesy | dg-opp-yiw-esy | dg-eql-giu-esy | de-pz-giw-Esy  BROZ-YIW-ESY
ds-g6rrymu-esy | de-gzzunresy | do-go-gwesy  depzzyweesy | degzryweesy | de-egguid-esy | dg-eg-yguuesy  deogi-uiweesy | elspywesy | dezyweesy | dSgoz-yiweesy  06gl-yiweesy
de-gzi-yiw-esy | dg-fp-diu-esy | dg-epl-diuresy | dg-egg-diu-esy | de-opoz-diw-esy de-go0z-diw-esy | do-epz-diukesy  de-agl-diliesy | de-esl-diwesy | do-eggl-diwesy | dg-GelL-HIu-esy  de-egsl-diu-esy
WNYUS 9N dg-g0/-yiresy | dg-LglL-yiuresy  dg-egl-ymu-esy | dg-gsgl-yiw-esy | dg-glg-diw-esy | de-eggl-yw-esy  dg-zic-yiueesy | dg-qlgl-ynu-esy | dgelgl-yiuresy | dg-/L-giu-esy  dg-qos L-dnu-esy
Odigdsiun | deggi-yieesy | dg-eg)-Miw-esy  dg-Ggl-ynw-esy | dg-Og-yiuresy | do-egz-yiu-esy | dg-gl-yiu-esy  dge|Gl-yiu-esy |dg-e|/gMiu-ESy | egp-MIL-ESY | dE-gzi-iw-esy  dg-gQl-yiw-esy
40 edgiun  de-ggel-Hiw-esy | dg-Lpl-Miukesy  dg-9zi-Miw-esy | dg-0sZl-Hiw-esy  Oo-pEL-HiW-esy | dg-zpG-ilukesy  dg-zzz-Miw-esy | de-zzz-Hiw-esy | de-zgl-Miw-esy | de-zpe-Hill-esy  dg-eedl-Miw-esy
Ol gdsIUN dgyi-isresy | dg-pol-diw-esy  dg-oLgL-diu-esy|  dg-i-jeresy dg-Bs-jeresy | de-Gpguiu-esy  dg-grl-diw-esy | dg-ps-jeresy dg-0-jaresy dg-az-181-e8y dg-e/-191-E8y

zZl L oL 6 2 ] 9 g ¥ £ z I

‘uisap |aued yNYIW T 24n314 Aseyusws|ddns




Supplementary Figure 2. Standard deviation (SD) analysis of potential reference endogenous

controls.
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Supplementary Figure 3. Event-free survival (EFS) and overall survival (OS) of ALL patients: entire

ALL cohort and separated by groups according to the unsupervised analysis.
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Supplementary Figure 4. Unsupervised hierarchical clustering analysis based on the miRNA

expression of 447 patients of the TARGET cohort.
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