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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AMLSG = German-Austrian AML Study Group

ATSP = Autotrasplante de Sangre Periférica

ARN = Acido ribonucleico

CALGB = Cancer and Leukemia Group B

CBF = Core-binding factor

CHIP = Clonal hematopoiesis of intermediate potencial
CIR = Cumulative incidence of relapse

CNA = Copy number alterations

DNA = Acido desoxirribonucleico
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dNTP = Desoxirribonucledtidos trifosforilados

EH= Enfermedad de Hodgkin
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IGV = Integrative Genomic Viewer
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QT = Quimioterapia
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RCA = Riesgo Citogenético Adverso

RCI = Riesgo Citogenético Intermedio



RT = Radioterapia
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SLR = Supervivencia Libre de Recaida

SG = Supervivencia Global

SMD = Sindrome Mielodisplasico
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SMD-t = Sindrome Mielodisplasico secundario a terapia
SMPC = Sindrome Mieloproliferativo Crénico

SNP = Single Nucleotide Polimorphism

SNV = Single Nucleotide Variation
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SWOG/ECOG = Southwest Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group
TPH = Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos

VAF = Variant allele frequency
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Introduccion

1.1 Concepto de neoplasia mieloide relacionada con la terapia

Las neoplasias mieloides relacionadas con la terapia (NMRT) son las
leucemias mieloides agudas (LMA), sindromes mielodisplasicos (SMD) o sindromes
mielodisplasicos/mieloproliferativos (SMD/SMPC) que ocurren tras la exposicion previa
del paciente a agentes citotoxicos como quimioterapia (QT), radioterapia (RT) o la
combinacion de ambas para el tratamiento de una enfermedad primaria (Arber et al.,
2008). Bajo el término NMRT se agrupan numerosas entidades con una amplia
variedad de agentes causantes, lo que condiciona su gran heterogeneidad clinica y
biologica pero que se postula que constituyen un unico sindrome clinico. (Vardiman et
al., 2009).

1.2 Epidemiologia

Las NMRT suponen una de las complicaciones mas graves de los pacientes
largos supervivientes a otras formas de cancer, con una incidencia en aumento debido
a varios factores como: mayor incidencia de neoplasias, diagndstico de las mismas en
edades més tempranas, esquemas de tratamiento mas agresivos, mejor respuesta vy,
por tanto, mayor nimero de supervivientes. Ademas, ésta creciente incidencia también
se ve influida por el aumento del uso de farmacos quimioterapicos en pacientes con

enfermedades autoinmunes. (Kayser et al., 2011; Vallespi et al., 2011).

1.2.1 Frecuencia

La frecuencia de las NMRT se estima en torno a un 10-20% de todos los casos
de LMA, SMD y SMD/SMPC. Las frecuencias descritas han ido variando a los largo
del tiempo, en primera instancia representaban en torno a un 27% de todas las LMA,
aunque en la mayoria de los casos se incluian también las LMA secundarias a SMD
(Leone et al., 1999). En estudios posteriores se estimaba la frecuencia de las LMA
secundarias a terapia (LMA-t) en un 14% y de los SMD secundarios a terapia (SMD-t)
en un 15% (Mauritzson et al., 2002). Una revision realizada més recientemente por el
grupo germano-austriaco estimaba la frecuencia de las LMA-t en torno a un 7%, tras

estudiar un total de 2853 pacientes con diagnostico de LMA (Kayser et al., 2011).
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1.2.2 Enfermedades previas

La distribucion de las diversas enfermedades cuyo tratamiento puede acabar
desembocando en una NMRT muestra diferencias en la literatura. La mayor parte de
los autores coinciden en que la mayoria de los pacientes presentarian inicialmente un
tumor sdlido, la segunda causa seria otra enfermedad hematoldgica y, por ultimo, las
enfermedades de naturaleza autoinmune (Leone et al., 1999; Schoch et al., 2004,
Cervera et al., 2007; Kayser et al., 2011,).

Entre los tumores sélidos, destaca el antecedente de cancer de mama (52%),
seguido de otros tipos de cancer como el de tiroides (12%), gastrointestinal (10%) y
urogenital (9%) (Kayser et al., 2011). En cuanto a los pacientes con diagnéstico previo
de enfermedad hematolégica, la mayor parte de las series refieren una mayor
frecuencia de linfomas no Hodgkin (LNH) (46%), seguido de enfermedad de Hodgkin
(EH) (36%) y otros sindromes linfoproliferativos (SLP), aunque las frecuencias varian

entre las diversas series (Kayser et al., 2011; Bueso-Ramos et al., 2015).

En el caso concreto de los pacientes con EH, estudios mas recientes sugieren
que su frecuencia como enfermedad previa no es tan destacada como se pensaba
anteriormente. El grupo aleman para el estudio de esta enfermedad, tras analizar una
serie de 11.952 pacientes con diagndstico de EH, encontré que sélo un 0,9% de los
mismos habia desarrollado una NMRT, tras una media de 72 meses de seguimiento,
lo que lo convertiria en un evento raro a diferencia de lo publicado previamente en la

literatura (Eichenauer et al., 2014).

1.3 Etiologia

Los tratamientos con RT, QT o ambos siempre se han considerado ser la
causa de una lesion en el material genético de las células progenitoras mieloides. Este
dafio, si escapa de los mecanismos de reparacion del acido desoxirribonucleico
(DNA), favoreceria el desarrollo de una NMRT en estos pacientes. Los dafios variarian

en funcion del tratamiento empleado y con ello la presentacion clinica de la NMRT.

1.3.1 Carcinégenos ocupacionales o ambientales

Diversos toxicos ambientales, como el benceno y sus derivados, se han
relacionado con el desarrollo de leucemias. Otro tipo de sustancias como los

pesticidas, empleados en agricultura, o la exposicibn a otros contaminantes
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ambientales como los metales pesados y su relacion con estas enfermedades es mas

controvertida. (Lan et al., 2004; Larson et al., 2007).

1.3.2 Radiaciones ionizantes

Las radiaciones ionizantes pueden dafiar la doble hebra de DNA, bien por
accioén directa sobre la misma, o bien por lesion indirecta inducida por los radicales
libres generados durante la exposicion. La aparicion de las roturas de la doble hebra
potencialmente favorece la aparicion de alteraciones cromosomicas que conllevaria a
la aparicion de reordenamientos (Sill H, et al., 2011). Por otro lado, también se pueden
producir alteraciones mediante el cambio de la secuencia de nucleétidos o por

alteraciones epigenéticas (Stuart et al., 2007).

Estudios realizados en los supervivientes de Hiroshima y Nagasaki
establecieron la relacion causal entre la aparicion de enfermedades hematoldgicas
malignas y la exposicion a radiaciones (Little et al., 1993; Preston et al., 1994;
Descastha et al., 2005). Estos resultados se confirmaron en estudios posteriores en
pacientes tratados con radioterapia (Travis et al., 2000; Haddy et al., 2006; Le Deley et
al.,, 2007; Ojha et al.,, 2010). La incidencia relativa de aparicion de una neoplasia
mieloide secundaria a la radiacion, principalmente LMA-t, dependeria de factores
como la dosis acumulada, el area medular expuesta, asi como, la duracién de la
exposicion (Smith et al., 2002).

1.3.3 Agentes quimioterapicos

Clasicamente se han reconocido dos grandes grupos de agentes
gquimiotergpicos con potencial para desarrollar una NMRT, cada uno de ellos
relacionados con caracteristicas clinico-biolégicas propias en funcion de los mismos
(Tabla 1). Esto llevo incluso a que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
clasificara las NMRT en funcién del tipo de tratamiento previo administrado (Harris NL,
et al,, 1999). Por un lado, encontrariamos las NMRT desarrolladas en pacientes
previamente expuestos a agentes alquilantes, entre los que encontramos farmacos
como procarbacina, clorambucil, melfalan, ciclofofamida, carmustina o busulfan, entre
otros, cuyo potencial leucemdgeno es bien conocido (Pedersen-Bjergaard et al., 2002).
Su efecto lesivo parece relacionarse con diversos factores como la dosis acumulada y
potenciarse con la edad del paciente. La exposicion a agentes alquilantes parece

inducir con mayor facilidad roturas centroméricas o pericentroméricas, lo que facilitaria
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la aparicion de delaciones o pérdidas completas de los cromosomas 5y 7, que son
caracteristicas de las NMRT relacionadas con estos farmacos. (Andersen et al., 2000).
Por otro lado, estarian las NMRT relacionadas con la exposicion a inhibidores de la
topoisomerasa Il, como el etopdsido o el tenipdsido, cuyo papel en el desarrollo de
NMRT es ampliamente conocido y se ha asociado con la aparicion de traslocaciones
balanceadas en las que se implican genes tales como MLL (11923), RUNX1 (21922) y
RARA (17921) (Andersen et al., 1998; Sill et al., 2011).

Tabla 1. Relacién entre agentes especificos y carac  teristicas clinico-biolégicas de las NMRT

Agente Tiempo de Fase SMD previa Alteracién cromosémica
latencia
Alquilantes/radioterapia 2-10 afos Frecuente (50%) Cariotipos complejos
-5/del5q
-7/del7q
Inhibidores 1-5 afios Infrecuente (<10%) Translocaciones balanceadas

topoisomerasa |l

Dado que actualmente muchos pacientes reciben tratamientos combinados que
incluyen numerosos agentes quimioterapicos, la OMS ha abandonado la clasificacion
tradicional entre NMRT asociada a agentes alquilantes y/o radioterapia y las NMRT
relacionadas con inhibidores de topoisomerasas Il (Arber et al., 2008). Otros farmacos
como los antimetabolitos tales como fludarabina o azatioprina se han descrito también

como inductores de este tipo de alteraciones (Smith et al., 2003).

1.3.4 Susceptibilidad individual

La gran mayoria de pacientes que reciben tratamiento con QT, sin embargo,
no desarrollan una NMRT, por lo que se ha sugerido que deben existir diferencias en
la metabolizacion de los farmacos que predispondrian al desarrollo de estas
neoplasias secundarias. Existe gran variabilidad genética en los genes implicados en
la eliminacion de farmacos, por lo que polimorfismos en los mismos podrian
predisponer, probablemente junto con otros factores de tipo ambiental, al desarrollo de
NMRT.

Han sido numerosos los genes estudiados por su relacion con el metabolismo
y depuracion de toxicos aunque con funciones diversas: genes que codifican para los
citocromos P450 (CYPs) implicados en la primera fase del metabolismo o genes como
GSTT1, GSTM1, GSTP1 (Glutation S-metiltransferasa), que participan en la segunda
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fase del mismo; genes que estan implicados en los procesos de reparacion del DNA
(hMLH1, hMSH2, hMSH3, RAD51, XRCC1, XRCC3, XPD, XPG, CHEK2 y ATM) asi
como genes relacionados con el metabolismo de los radicales libres, como la NAD (P)
H: quinona oxoreductasa 1 (NQO1) o con el metabolismo del acido félico (MTHFR,
TYMS, SHMT1, MTRR) (Bolufer et al., 2006).

Parece ser que polimorfismos en tres genes implicados en la reparaciéon del
DNA y en el estrés oxidativo (CYP1A1*2A, del{GSTT1} y NQO1*2) podrian también
asociarse a una mayor predisposicion a presentar NMRT, mientras que la ausencia de

los mismos disminuiria considerablemente el riesgo (Bolufer et al., 2007).

1.4 Patogenia

El conocimiento de la patogenia de las NMRT, al igual que el del resto de
neoplasias hematolodgicas, se ha ido modificando durante los ultimos afios en funcion
de los sucesivos hallazgos en el campo de la genética y la biologia molecular, en

paralelo con el desarrollo de nuevas tecnologias.

En el estudio de la patogénesis de las NMRT, cabe destacar al grupo danés,
liderado por Pedersen-Bjergaard, quienes han publicado a lo largo de los afios
diversas revisiones sobre este asunto proponiendo finalmente un modelo de
leucemogénesis en funciébn de las alteraciones citogenéticas y genes afectados
(Pedersen-Bjergaard et al.,1995; 2000; 2002; 2006; 2008). EI modelo cuenta con hasta
8 mecanismos diferentes de produccion de las NMRT, en funcién del agente citotoxico
empleado previamente, las alteraciones citogenéticas encontradas, la presencia de
alteraciones epigenéticas y el tipo de mutacion detectada. Asi, las mutaciones clase |
conferirian una ventaja proliferativa y/o de supervivencia a la célula, y las mutaciones

de clase Il dificultarian una correcta maduracion de la misma (Tabla 2).
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Tabla 2. Rutas en la patogenia de las NMRT (Modific ado de Pedersen-Bjergaard et al., 2008)

= Alteraciones Genes . Mutaciones
e cromosoémicas implicados Sl IS
P I I Otras
I -7179- SMD Alquilantes AML1 pl15
] -5/50- SMD Alquilantes TP53
Inhibidores RAS
1 11923 MLL LMA topoisomerasa |l BRAF
(epipodofilotoxinas)
£(8;21) AML1 Inhibidores c-KIT
\Y ] LMA topoisomerasa Il PTPN
inv(16) CBFB (antraciclinas) 11
Inhibidores
\% t(15;17) PML/RARA LMA topoisomerasa |l FLT3
(antraciclinas)
Vi 11p15 NUP98 LMA/SMD AlEElEEs
topoisomerasa Il
RAS
Vil Cariotipo normal LMA MLL
FLT3 AMLL
Vil Varias SMD

Posteriormente se han ido desarrollando nuevos modelos mas generales para
explicar la patogenia de las NMRT entre los que se incluyen: induccién de inestabilidad
genodmica, induccion directa de la formacion de oncogenes de fusion, seleccién de
clones patoldgicos preexistentes y susceptibilidad individual hereditaria al desarrollo de

neoplasias. Estos modelos se detallan a continuacion.

1.4.1 NMRT producidas por induccion de inestabilida  d genémica

Los tratamientos previos con potencial citotoxico ocasionarian alteraciones que
llevarian a una inestabilidad genética y a una posterior adquisicion de alteraciones
leucemogénicas. En este grupo se incluirian los casos de NMRT que se desarrollan
tras la exposicion a agentes alquilantes y/o RT. Esto estaria en consonancia con las
caracteristicas descritas en este subgrupo de pacientes, con periodos de latencia
largos, entre 2 y 10 afios, una fase previa como SMD-t, asi como una frecuente

presencia de alteraciones genéticas que afectan a los cromosomas 5y 7.

1.4.2 NMRT producidas por induccion directade uno  ncogén de fusion

En esta categoria tipicamente se incluirian las NMRT desarrolladas tras la

exposicion a inhibidores de la topoisomerasa Il, lo que favoreceria la aparicion de
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oncogenes de fusibn mediante el desarrollo de traslocaciones balanceadas y sus
correspondientes genes de fusion, siendo especialmente frecuentes las que implican a
genes como MLL (11g23) o RUNX1 (21922).

Las enzimas del grupo de las topoisomerasas actlan sobre el grado de
compactacion de la cromatina, favoreciendo los cambios necesarios para la replicacion
del material genético. La inhibicion de las mismas mediante la accion de estos
farmacos retrasa la ligacion de los extremos del DNA favoreciendo la recombinacion

del mismo con otro cromosoma (Andersen et al., 1998).

Este grupo de pacientes suele debutar directamente en forma de LMA-t, con
periodos de latencia menor (1-5 afios) y presentan con alta frecuencia traslocaciones
balanceadas similares a las de la LMA de novo como la
inv(16)(p13.1;q22)/CBFB/MYH11 o la t(15;17)(g22;912-21)/PML/RARA.

1.4.3 Seleccién clonal

En los ultimos afios, se ha postulado otra posible forma de explicar el desarrollo
de las NMRT. Esta teoria se basaria en la existencia previa de mutaciones en genes
como TP53, que ya existirian en la célula precursora en el momento en que se
diagnostica la enfermedad primera por la que el paciente va a recibir tratamiento con
QT y/o RT. Seria este tratamiento el que realizaria una seleccion clonal, quedando de
forma quiescente en la médula 6sea las células progenitoras con dichas mutaciones.
Estos pacientes serian los que, con periodos de latencia variables, en funcion del

tratamiento recibido, los que finalmente desarrollarian una NMRT (Wong et al., 2015).

Esta teoria vendria apoyada por estudios recientes que han determinado la
presencia de células clonales hematopoyéticas en pacientes sanos con potencial
intermedio que se acumularia con la edad y que presentarian mutaciones en genes
asociados a LMA como DNMT3A, TET2, ASXL1, JAK2, PPM1D, TP53, SF3B1 o
BCOR entre otros, denominadas con su acrénimo en inglés (CHIPs) (Jaiswal et al.,
2014; Genovese et al., 2014; Xie et al., 2014; Steensma et al., 2015). Los pacientes
portadores de estas células clonales hematopoyéticas tendrian un riesgo
incrementado hasta 13 veces superior de desarrollar una enfermedad hematologica
maligna que el resto de la poblacion sana, y este riesgo aumentaria todavia méas en el
contexto de exposicion a terapia como sugieren especialmente los portadores de
células clonales hematopoyéticas con mutaciones en TP53 (Wong et al., 2015).

Existen ya estudios comparando la frecuencia de CHIPs entre pacientes con cancer
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que desarrollan NMRT y los que no la desarrollan. Recientemente se ha publicado una
comparacion entre estos dos grupos de pacientes, observando que en los pacientes
con NMRT, la presencia de CHIPs previas se daba hasta en un 62% de los casos (8
de 13 pacientes), comparado con un 27% en pacientes con cancer que no desarrollan
la NMRT (15 de 56 pacientes) con una diferencia estadisticamente significativa
(P=0,024). (Gillis et al., 2017)

1.4.4 Susceptibilidad individual hereditaria

En 2011, se publico un estudio basado en 2.853 pacientes con LMA. Las LMA-t
suponian un 7% del total (200 pacientes) con un periodo de latencia de 4 afios desde
la exposicion a QT y/o RT. Pero en este estudio también detecté que un 3% de los
pacientes que habian desarrollado una LMA-t, no habian sido tratados a pesar de
padecer una neoplasia previa (especialmente prostata, vejiga y carcinoma renal). Sin
embargo, habian desarrollado la LMA-t con un periodo de latencia en torno a los 5
afos. (Kayser et al., 2011) Esto les hizo suponer que estas leucemias deberian estar
causadas por una susceptibilidad heredada al desarrollo de neoplasias y sugerian que
variantes germinales en las vias de reparacion del DNA (genes como BRCA1, BRCA2,
TP53, RAD21, HLX1, genes asociados a la anemia de Fanconi o genes con efecto
antiapoptético como BCL2L10) podrian aumentar el riesgo de desarrollar una LMA. En
la Figura 1 se recogen las propuestas actuales sobre la patogenia de las NMRT
(Heuseer et al., 2016).
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Figura 1. Mecanismos de patogenia de las NMRT (Heus eer et al., 2016).

1.5 Clasificacion de las NMRT

En la clasificacion de la OMS de las neoplasias hematoldgicas, las NMRT
aparecen como categoria independiente por primera vez en el afio 1999 (Harris et al.,
1999). Previamente los casos secundarios a tratamiento se describian simplemente
como LMA, generalmente dificiles de clasificar de acuerdo a las normas del grupo
franco-americano-britanico (FAB) por la asociacion frecuente de displasia trilineal y
variabilidad en el porcentaje de blastos (Bennett et al., 1976; Bennett et al., 1985;
Michels et al., 1985). Se englobaban dentro de las formas especiales de leucemias
agudas no linfoides (LANL), con el afiadido de LANL secundarias. Ademas, varios
autores apuntaban también no solo a la dificultad en la clasificacion de este subtipo de
LMA, si no que algo similar ocurria con los SMD-t, ya que no parecian presentar
caracteristicas comunes a los de novo. Presentaban una intensa dishemopoyesis que
abarcaba varias lineas celulares pero que no se acompafaba de un alto porcentaje de
blastos, siendo clasificados finalmente como SMD de “bajo riesgo”, a pesar de las
alteraciones morfolégicas, citogenéticas y la pobre respuesta al tratamiento de la

mayor parte de los pacientes (Le Beau et al., 1986; Kantarjian et al., 1986).
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Hasta la clasificacion de la OMS de 2001, tanto en la primera como en la
posterior revision de 2008 (Jaffe et al., 2001), las NMRT se subdividian en dos
categorias en funcion de la exposicidon o bien a agentes alquilantes y/o RT o bien a
tratamiento con inhibidores de topoisomerasa Il, con las caracteristicas asociadas
previamente descritas. Sin embargo, en la actualidad, los pacientes en muchas
ocasiones reciben tratamientos combinados haciendo dificil realizar esta
diferenciacion. Es mas, en la clasificacion de la OMS de 2008 asi como en la Ultima
version publicada en 2016 se engloban dentro de la misma categoria, sin diferenciarse
por el agente empleado previamente (Arber et al., 2008 y Arber et al.,2016). Ademas,
en esta Ultima también se incluyen las NMRT desarrolladas después de la exposicion
a otro tipo de tratamientos como antimetabolitos que han sido descritas recientemente
(Casorelli et al., 2012).

1.6 Diagndstico de las NMRT

El diagnostico de NMRT se basa en una historia clinica que revele el
antecedente de una exposicidén a una terapia con QT y/o RT. Aun asi, como en el resto
de las neoplasias mieloides, debe realizarse un diagndstico integrado con las técnicas

disponibles de citomorfologia, citometria de flujo, citogenética y biologia molecular.

1.6.1 Citomorfologia

Las alteraciones descritas son muy variables y numerosas, no existiendo
ninguna caracteristica morfologica especifica para las NMRT. Es frecuente la
existencia de displasia multilinea, tanto en sangre periférica (SP) como en médula
Osea (MO), més asociada a los casos relacionados con la exposicion a alquilantes y/o

RT pero también se ha descrito tras exposicion a otros farmacos (Arber et al., 2002).

En SP suelen observarse una o mas citopenias, siendo la anemia la mas
frecuentemente, aunque también puede haber neutropenia y/o trombocitopenia. En
cuanto a los cambios displasicos descritos, en la serie roja, el aumento del volumen
corpuscular medio (VCM) es un hallazgo frecuente como signo inicial de alteracién
morfologica. La displasia observada en neutrofilos suele afectar a la segmentacion
nuclear, mientras que en la serie plagquetar puede observarse la presencia de

micromegacariocitos circulantes.

En cuanto a la MO, la celularidad descrita es variable y hasta en un 15% de los

casos de ha descrito mielofibrosis acompafante. La displasia de las tres series es
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variable, pero generalmente de grado moderado o grave. El porcentaje de blastos es
variable, pero en los pacientes con diagndstico de SMD-t es frecuente un porcentaje

bajo (<5%) hasta casi en la mitad de los pacientes (Czader et al., 2009).

1.6.2 Inmunofenotipo

No existen a dia de hoy recomendaciones especificas para el estudio mediante
citometria de flujo (CMF) de las NMRT. No las hay para los SMD-t y en el caso de las
LMA-t se recomienda la aplicacion de los paneles de rutina de la LMA, recordando que
se han descrito casos de leucemia secundarias a terapia de linea linfoide B (Andersen
et al., 2001).

1.6.3 Citogenética

Se han descrito alteraciones citogenéticas hasta en un 97% de los pacientes
con diagnéstico de NMRT, con frecuencias que varian en funcion de las distintas
series entre un 75 - 97% de los casos (Smith et al., 2003; Kayser et al., 2011). Los
estudios iniciales, llevados a cabo en 67 pacientes mostraron que hasta un 97% de los
mismos con NMRT presentaban alteraciones cromosomicas, siendo las mas
frecuentes las que afectaban a los cromosomas 5y 7 (Rowley et al., 1977). La
mayoria de los estudios posteriores confirmaron estos resultados (Rowley et al., 1981;
Le Beau et al., 1986; Mauritzson et al., 2002).

En relacién con la citogenética, estudios mas amplios, que revisaron un total de
5.098 pacientes , comparando la citogenética de 581 pacientes con LMA-t de un total
de 4.230 casos LMA y de 252 pacientes con diagnostico de SMD-t de un total de 1.629
casos de SMD. En el grupo de las NMRT fueron mas frecuentes los cariotipos
complejos y las alteraciones de los cromosomas 5 y 7 entre otras. La distribucion de
las alteraciones y su comparativa con los casos de novo se muestra en la Figura 2
(Mauritzson et al., 2002).
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Figura 2. Incidencia de alteraciones cromosdmicas e = n NMRT comparado con casos de novo
(Mautitzson et al., 2002).

Posteriormente. de nuevo el grupo de Chicago, publicdé una revisién sobre las
alteraciones citogenéticas en pacientes con NMRT tras analizar las principales
caracteristicas clinica y biologicas de 306 pacientes con este diagndstico (Smith et al.,
2003). El 56% de los pacientes (n = 171) habian sido tratados por una neoplasia
hematoldgica previa (EH, LNH y MM principalmente), el 38% de los casos (n = 117)
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por un tumor sdélido (mama, préstata y ovario mayoritariamente) y finalmente un 6% de
los enfermos (n = 18) habian recibido la terapia por otras enfermedades,
principalmente de naturaleza autoinmune. Un 40% de los casos (n = 121) recibieron
Unicamente QT como tratamiento previo, un 14% de los pacientes habian sido tratados
solo con RT (n = 43) mientras que un 46% de los casos (n = 139) habian recibido
tratamientos combinados. La forma de presentacién mas frecuente fue como SMD-t en
un 73% de los pacientes (n = 220), aunque 96 de los mismos evolucionaron a LMA-t,
con una mediana de tiempo de latencia de 65 meses (rango, 39 - 110); el 27%
restante (n = 74) debutaron directamente como LMA-t con una mediana de tiempo de
latencia de 54 meses (28-88). El andlisis de las anomalias citogenéticas mostr6 que
hasta un 92% de los pacientes presentaba algun tipo de alteracion clonal (n = 282)
mientras que un 8% de los casos (n = 24) presentaba una dotacibn cromosomica
normal. Las principales alteraciones encontradas fueron las que afectaban a los
cromosomas 5 y 7 detectada hasta en un 70% de los casos. La alteracion estructural
mas frecuente fue la pérdida del brazo largo del cromosoma 5 que se presento hasta
en un 19% de los pacientes (n = 59) y la monosomia mas frecuente fue la pérdida
completa del cromosoma 7 detectado hasta en un 33% de los casos (n = 102). Hasta
un 10% de los pacientes ( n = 31) presentd una traslocacion balanceada, siendo las
mas frecuentes las que afectaban a las regiones 11923 y 21g22 asi como la t(15;17) y

la inv(16). La distribucion de las alteraciones se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Alteraciones citogenéticas en 306 casos d e NMRT. Modificado de Smith et al., 2003.

En el afio 2011, se realiz6 una comparativa entre pacientes con diagnostico de
LMA-t y pacientes con LMA de novo, pertenecientes al grupo germano-austriaco para
el estudio de la LMA. Se analizaron un total de 2.853 pacientes, de los cuales, un 7%
(n = 200) presentaban una LMA-t con hallazgos citogenéticos en consonancia con lo
publicado previamente. Estos pacientes también presentaban un aumento de
cariotipos alterados respecto al grupo de LMA de novo (75% vs. 51%; P< 0,001), con
un alta prevalencia de alteraciones citogenéticas consideradas de alto riesgo como las
alteraciones de los cromosomas 5y 7 (-5/5q-, -7/79-), t(9;11), alteraciones de 17p,
cariotipos complejos y cariotipo monosémico comparado con las LMA de novo (39%
vs. 19%; P<0,001). Sin embargo, las alteraciones consideradas de buen pronéstico
tuvieron una representacion similar en ambos grupos (16% vs. 16%; P= 0,999), y las
clasificadas dentro del grupo de riesgo intermedio estaban infrarrepresentadas en el
grupo de las LMA-t (46% vs. 65%; P< 0,001). La distribucién de las alteraciones
citogenéticas de la serie y su comparacion con el grupo de LMA de novo se muestran
en la Figura 4 (Kayser et al., 2011).
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Figura 4. Distribucidn de alteraciones citogenética  s. A) LMA-t; B) LMA de novo (Kayser etal.,
2011).

1.6.4 Biologia molecular

Desde hace afios el estudio de mutaciones en determinados genes es parte de
la rutina habitual en el diagnéstico de las neoplasias mieloides, dada su implicacion en
el desarrollo de estas enfermedades malignas. La informacién sobre el peffil
mutacional de los pacientes es necesaria para establecer un prondstico, ademas de
constituir un elemento fundamental para el seguimiento de las diversas entidades
como biomarcador de enfermedad residual. De ello deriva su uso en los modernos
algoritmos de decision terapéutica, en la seleccion de pacientes candidatos a
trasplante hematopoyético (TPH), asi como en el progresivo desarrollo de tratamientos
dirigidos a dianas moleculares.
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El nimero de genes con potencial implicacion en la patogénesis de estas
enfermedades no ha parado de crecer en los ultimos afios, especialmente debido al
desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva 0 secuenciacion de nueva
generacion (NGS), que dada su capacidad para analizar el estado de multiples genes
en un unico experimento y su mayor sensibilidad, estd desplazando a la clasica

secuenciacién por Sanger en el abordaje del estudio de estos pacientes.

Inicialmente se postulaba la existencia de diferentes tipos de mutaciones
implicadas en la leucemogénesis que cooperaban entre si para el desarrollo de la
enfermedad; las mutaciones de clase |, que afectaban a genes implicados en la
proliferacion celular y consideradas de aparicion tardia en el proceso de la
leucemogénesis como los pertenecientes a la via tirosin kinasa-RAS-BRAF como
FLT3-ITD (internal tandem duplication), cKIT, JAK2, NRAS, KRAS, BRAF o PTPN11, y
las mutaciones de clase I, que afectaban a genes relacionados con la diferenciacion
celular, esencialmente factores de transcripcion como RUNX1, CBPB, KMT2A, RARA,
EVI1, NPMP1 o CEBPA. Se incluy6 como una tercera clase las mutaciones en gen
supresor de tumores TP53 (Deguchi et al., 2002). Recientemente, se han descrito 8
categorias funcionales de genes frecuentemente alterados en LMA y por tanto

implicados en su desarrollo (D6hner et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Categorias funcionales de genes con poten  cial leucemoégeno (D6hner et al., 2015).

En el caso de las NMRT, el grupo incluy6 el estudio de alteraciones
moleculares relacionandolos con la via de produccion de la NMRT como se ha
expuesto previamente, abordando el papel de alteraciones en genes supresores de
tumores como TP53, genes con accién tirosin-kinasa como FLT3 o JAK2, genes
implicados en la via de trasmision de sefiales RAS/BRAF, asi como las alteraciones
relacionadas con factores de transcripcion, valorando su frecuencia en pacientes con
NMRT y su comparacion con las enfermedad mieloide de novo (Pedersen-Bjergaard et
al.,, 2002; Pedersen-Bjergaard et al.,, 2007; Pedersen-Bjergaard et al.,, 2008). En
general, destacaba la alta frecuencia de mutaciones en TP53 tanto en los SMD-t como
en las LMA-t, asi como una mayor frecuencia de mutaciones puntuales en AML1 en
los pacientes con SMD-t. Los resultados se obtuvieron tras analizar a 140 pacientes
con diagnostico de NMRT (51 pacientes LMA-t y 89 SMD-t), detectandose alteraciones
en el 72% de los casos (102 alteraciones en 129 pacientes). Los datos mas relevantes

pueden observarse en las Tablas 3 y 4. En la primera se realiza una comparativa entre
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las diferentes alteraciones tanto mutaciones puntuales como reordenamientos
quiméricos entre los pacientes con enfermedad mieloide de novo y los pacientes con
NMRT mientras que en la segunda se muestran los datos mas relevantes sobre las
mutaciones puntuales detectadas en este grupo de pacientes. (Pedersen-Bjergaard et
al., 2008).

Tabla 3. Frecuencia de alteraciones en pacientes co n SMD y LMA de novo respecto a los pacientes

con diagnéstico de NMRT (Modificado de Pedersen-Bjer  gaard et al., 2007)

o SMD de o LMA de 0
Funcion génica Gen novo (%) SMD-t (%) novo (%) LMA-t (%)
Supresor tumoral TP53! 5-10 28 10-15 18

o FLT3-ITD raro raro 35 - 50 10
Tirosin-Kinasa N
JAK2 2-5 2-5 raro raro
KRAS/NRAS' 10 10 10 10
Via RAS/BRAF .
PTPN11 3-5 3-5 3-5 3-5
F. Transcripcién CEBPA' raro raro 15-20 Raro

1 : ) o
Mutaciones puntuales > Reordenamiento quimérico

Tabla 4. Frecuencia de mutaciones en 140 pacientes con NMRT . (Modificado de Pedersen-
Bjergaard et al., 2008).

en LMA-t (51) SMD-t (89) NMRT (140)
N (%) N (%) N (%)
TP53 9 (18) 25 (28) 34 (24)
FLT3! 10 (20) 1(1) 11 (8)
NPM1 7 (14) 3 (4) 10 (7)
NRAS/KRAS 7 (14) 7(8) 14 (10)
PTPN11 2 (4) 2(2) 4 (3)
AML12 2 (4) 20 (22) 22 (16)
JAK2 0 2(2) 2 (1)
BRAF 3 (6) 0 3(2)
MLL 1(2) 1(1) 2 (1)

! Duplicaciones internas en tandem y mutaciones puntuales > RUNX1

Estudios posteriores abordaron también la frecuencia de alteraciones génicas
en pacientes con LMA-t comparado con LMA de novo pero centrdndose en los genes
con implicacién directa en la estrategia terapéutica de este tipo de enfermedades

como son FLT3 y NPM1. Estudiaron a 200 pacientes con diagndstico de LMA-t y los
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compararon con 2.653 pacientes con LMA de novo. En los pacientes con muestra
disponible para estudios moleculares, determinaron una menor frecuencia de
mutaciones en FLT3-ITD y NPM1 en los pacientes con LMA-t comparado con el grupo
LMA de novo (12% vs. 24%, P= 0,005; 16% vs. 30%, respectivamente; P<0,001) (Tabla
5). Sin embargo, cuando seleccionaban Unicamente los casos con cariotipo normal,
esta diferencia desaparecia. Ademas, estudiaron las mutaciones en CEBPA vy
duplicaciones parciales en tdndem en MLL en los pacientes con cariotipo normal, sin
tampoco encontrar diferencias entre las LMA-t y LMA de novo (7% vs. 11%; 7% vs.

7%, respectivamente)(Kayser et al., 2011).

Tabla 5. Frecuencia de mutaciones de FLT3 y NPM1 en  pacientes con LMA-t. (Modificado de
Kayser etal., 2011).

Gen N (%)
FLT3-ITD 17(12)
FLT3-TKD 12 (9)
NPM1 24 (16)

Un reciente estudio realizado en un grupo de 38 pacientes con diagnostico de
NMRT, 6 pacientes con diagndstico de LMA-t y 32 con diagndstico de SMD-t, analizo
mediante secuenciacion por Sanger la presencia de mutaciones en TP53, TET2,
DNMT3A, ASXL1, IDH1, IDH2, EZH2, EED, SUZ12, RBBP4, SRSF2, U2AF35 y
SF3B1. Los genes fueron seleccionados por los autores por su frecuencia y papel en
las neoplasias mieloides de novo. Se encontraron mutaciones en 8 de los 13 genes
analizados en el 42% de los casos (16 de los 38 pacientes), presentando 4 de ellos
més de una mutacion soméatica concomitante. Las mutaciones mas frecuentes se
dieron en TP53 y TET2 con unas frecuencias de un 21% (8 de 38 pacientes) y un 11%
(4 de 38 pacientes), respectivamente. En el resto de los genes la frecuencia fue menor
al 10%. No se encontraron mutaciones en SF3B1, lo que segun los autores podria
estar justificado por la ausencia de pacientes con sideroblastos anillados. La

frecuencia de alteraciones de los distintos genes se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Frecuencia de mutaciones en 38 pacientes ¢ = on NMRT. (Modificado de Shih et al., 2013).

LMA-t (6) SMD-t (32) NMRT (38)
Gen N (%) N (%) N (%)
TP53 2 (33) 6 (19) 8 (21)
TET2 1(17) 3(9) 4 (11)
DNMT3A 1(17) 2 (6) 3(8)
SRSF2 2(33) 1(3) 3(8)
EZH2 1(17) 0 1(3)
IDH1 1(17) 0 1(3)
ASXL1 0 1(3) 1(3)
U2AF35 0 1(3) 1(3)

Dada la baja frecuencia de mutaciones en el resto de genes, el estudio
Unicamente fue capaz de encontrar asociaciones con significacion estadistica en los
pacientes con mutaciones en TP53, donde se observé una mayor frecuencia de
cariotipos complejos, definidos como los cariotipos con 3 0 mas alteraciones (91% de
los casos; P<0,01) y con alteraciones en el cromosoma 5, tanto monosomias como
deleciones del brazo largo (83% de los casos; P<0,01). En cuanto a los estudios de
supervivencia, el grupo de pacientes con alteracion en TP53 presento una mediana de
supervivencia menor que el grupo no mutado (9 meses vs. 37 meses; P= 0,004). (Shih
et al., 2013).

Otro grupo, en este mismo afio, abordd también el estudio de mutaciones en 77
pacientes con diagnéstico de LMA-t mediante el empleo de secuenciacion por Sanger,
centrandose en el andlisis de las regiones hot spot de genes implicados en la
regulacién epigenética como IDH1, IDH2 y DNMT3A y genes relacionados con los
procesos de splicing, como U2AF1, SF3B1 y SRSF2. Esto se justificaba por la
busqueda de marcadores que pudieran ayudar a comprender mejor este subgrupo de
patologia dada la baja frecuencia de mutaciones de los genes normalmente afectados
en pacientes con LMA de novo Entre los genes implicados en la regulacion
epigenética, la frecuencia de mutaciones oscilé entre un 3% a un 5%, presentando un
paciente de manera concomitante mutaciones en IDH2 y DNMT3A. En cuanto a los
genes implicados en el splicing, se detectaron mutaciones en SF3B1 y SRSF2 en el
4% y 10% de los pacientes, respectivamente. Sin embargo, no se encontraron
mutaciones en U2AF1 (Tabla 7) (Voso et al., 2013).
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Tabla 7. Frecuencia de mutaciones en 77 pacientes ¢ on LMA-t (Modificado de Voso et al., 2013).

LMA-t (77)

Gen N (%)
IDH1 3 (4)
IDH2 2 (3)
DNMT3A 4(5)
SF3B1 3(4)
SRSF2 8 (10)
U2AF1 0

Con el desarrollo de las nuevas tecnologias, especialmente gracias al
desarrollo de las técnicas de NGS, se ha podido avanzar notablemente en el
conocimiento del perfil molecular de las NMRT. Entre los primeros estudios realizados
mediante el empleo de estas técnicas, encontramos un grupo que realizé la
secuenciacion gendmica completa de 23 pacientes con LMA-t y los comparé con los
resultados publicados del genoma de 24 casos de LMA de novo En el grupo de las
LMA-t se identificaron alteraciones en al menos 20 genes, muchas de las cuales
también se encontraban en el otro grupo. Destaco la frecuencia de mutaciones en
genes como TET2, alterado en un 35% de los casos de LMA-t, siendo el gen con
mayor frecuencia de alteraciones, a diferencia de lo publicado previamente por otro
grupo, quienes tras analizar la frecuencia de mutaciones de este gen en 46 pacientes
con LMA-t anicamente lo detectaron alterado en un 8% de los casos. (Kosminder et
al., 2011). Por otro lado, los autores destacaron el hallazgo de alteraciones en el gen
ABCG2 (2/23 pacientes, 9%), a diferencia del grupo de LMA de novo donde no se
detectaron alteraciones (P=0,01). Este hallazgo es relevante por su papel como gen
implicado en la resistencia a determinados agentes quimioterapicos. (Ramsingh et al.,
2012).

Posteriormente, empleando también tecnologia de NGS, otro grupo analizo el
perfil mutacional de 70 pacientes con NMRT (42 LMA-t y 28 SMD-t) y los compararon
con 428 pacientes con diagnostico de SMD y LMA de novo (281 LMA y 147 SMD)
mediante el empleo de un panel comercial disefiado para cubrir las regiones hotspot

de 53 genes empleando la tecnologia de NGS de Miseq de lllumina. Los genes
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analizados fueron ABL1, AKT1, ALK, APC, ATM, BRAF, CDH1, CDKN2A, CSF1R,
CTNNB1, DNMT3A, EGFR, ERBB2, ERBB4, EZH2, FBXW7, FGFR1, FGFR2, FGFRS3,
FLT3, GNA11l, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, JAKS, KDR, KIT,
KLHL6, KRAS, MET, MLH1, MPL, NOTCH1, NPM1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTEN,
PTPN11, RB1, RET, SMAD4, SMARCB1, SMO, SRC, STK11, TP53, VHL y XPO1 En
el grupo de los pacientes con NMRT, se encontraron alteraciones en un 59% de los
casos, que afectaban a 13 de los 53 genes estudiados, sin encontrar diferencias con el
grupo de patologia de novo. En este Ultimo grupo, un 57% de los pacientes
presentaron alguna alteracion afectando a 17 de los genes analizados (P= 0,08). Entre
los pacientes con NMRT, los pacientes con diagnostico de LMA-t presentaron una
mayor frecuencia de mutaciones que los pacientes con SMD-t (71% vs. 39%;
P=0,013). En el caso de los pacientes con LMA-t se detectaron mutaciones en un 71%
de los pacientes (30 pacientes de los 42) afectando a 13 genes, siendo el mas
frecuente TP53 en un 36% de los casos. El resto de genes alterados fueron PTPN11
en un 12%, IDH1, IDH2 y NRAS en un 10%, FLT3 y DNMT3A en un 7%, KRAS en un
5%; el resto de genes presentaron porcentajes inferiores al 3% como KIT, NPM2 o
APC. Los pacientes con SMD-t presentaron un 39% de mutaciones (11 pacientes de
los 28 diagnosticados), que afectaron Unicamente a dos genes, TP53, en un 36% de
los casos, e IDH1, en un 4% de los pacientes. En la Tabla 8 se muestran los

porcentajes respecto a la serie global de las 70 NMRT analizadas (Ok et al., 2015).

Tabla 8. Frecuencia de mutaciones en 70 pacientes ¢ on NMRT. (Modificado de Ok et al., 2015)

LMA-t (42) SMD-t (28) NMRT (70)
Gen N (%) N (%) N (%)
TP53 15 (36) 10 (36) 25 (36)
PTPN11 5 (12) 0 5(7)
IDH1 4 (10) 1(4) 5(7)
IDH2 4 (10) 0 4 (6)
NRAS 4 (10) 0 4 (6)
FLT3 3(7) 0 3(4)
DNMT3A 3(7) 0 3(4)

KRAS 2 (5) 0 2(3)
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Comparando estos datos con la contrapartida de NMRT de novo, en el caso de
los SMD-t la frecuencia de mutaciones fue similar, aunque se detectaron menos genes
alterados que en los casos naive, 2 vs. 15 (P=0,002), aunque la frecuencia de
mutaciones en el caso de TP53 fue mayor en los SMD-t (36% vs. 18%; P=0,042). En
el caso de las LMA-t, la frecuencia de mutaciones fue similar en ambos grupos (71%
vs. 66%), aunque destacaba la mayor frecuencia de mutaciones de TP53 en las LMA-t
(36% vs. 13%; P=0,002) y PTPN11 (12% vs. 2%; P=0,008), asi como una menor
frecuencia de alteraciones en FLT3 (7% vs. 22%; P=0,04) y de NPM1 (3% vs. 16%; P=
0,017). En cuanto al estudio del cariotipo tanto los pacientes con SMD-t como con
LMA-t presentaron cariotipos de alto riesgo comparado con los pacientes de novo
(P<0,001). En el estudio no se analizaron parametros de supervivencia. Los autores
concluyeron que el perfil mutacional de los pacientes con NMRT era diferente de los
pacientes naive dada la mayor frecuencia de mutaciones en TP53 y PTPN11 y una

menor frecuencia de alteraciones en FLT3 y NMP1. (Ok et al., 2015)

En este mismo afio, otro grupo abordé el estudio del perfil mutacional de un
grupo de pacientes con diagnoéstico de NMRT mediante tecnologia de NGS,
empleando un lllumina HiSeq 2000, con el que analizaron 82 genes seleccionados por
su potencial implicacion en la patogénesis de las neoplasias mieloides, como genes
implicados en el control del splicing (SRSF2, U2AF1, SF3B1 o ZRSR?2), modificadores
de cromatina (ASXL1, EZH2 o BCOR), genes del sistema de cohesina (STAG2, SMC3
0 RAD21, entre otros), factores de transcripcion (RUNX1 o CEBPA), activadores de
sefales (NRAS, KRAS, PTPN11, NF1 o FLT3, entre otros), asi como genes implicados
en la metilacibn del DNA (DNMT3A, TET2 o IDH1/2). Ademéas de los genes
pertenecientes a estos grupos funcionales, también se incluyeron en el estudio genes
como TP53, SETBP1, WT1 y NPM1. Se analizé la frecuencia de mutaciones en 101
pacientes con diagnéstico de LMA-t y 93 casos de LMA secundaria a sindrome
mielodisplasico y se comparé con 105 pacientes con diagnostico de LMA de novo con
el objetivo de determinar un perfil mutacional propio de estos pacientes. (Lindsley et
al., 2015). En primer lugar, analizaron los pacientes con LMA secundaria a SMD y tras
compararlos con los casos de novo fueron capaces de distribuirlos en varios grupos en
funcion de su perfil mutacional. En un primer grupo, agruparon aquellos casos que
ellos denominaron portadores de mutaciones secundarias o secondary-type, definidas
como las mutaciones que afectaban a 8 genes frecuentemente alterados en pacientes
con SMD como SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR y STAG2 y
gque en el caso de estas LMA secundarias a SMD eran mucho mas frecuentes que en
los pacientes con LMA de novo de forma estadisticamente significativa. En segundo
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lugar, agruparon a los pacientes que presentaban lo que los autores denominaron
alteraciones de novo por presentarse de forma més frecuente en estos pacientes,
como fueron alteraciones en NPM1 (P<0,001), reordenamientos de MLL/11923
(P<0,001) y reordenamientos CBF (core binding factor) (P<0,001). Un tercer grupo lo
formaron los pacientes con alteraciones en TP53 por su asociacion con cariotipos
complejos (P<0,001) y una menor supervivencia global (SG) (P= 0,044). Finalmente, el
resto de mutaciones se englobaron en un grupo denominado pan-LMA. Tras este
estudio inicial los autores propones la distribucion de los pacientes en tres grandes en
grupos en funcion de la presencia de mutaciones secondary-type, mutaciones en TP53
o bien presencia de mutaciones de novo/pan-LMA. Posteriormente, aplicaron esta
clasificacion a los pacientes con LMA-t, basdéndose en que se podria definir a los
pacientes por su perfil mutacional, mas que por el hecho tan heterogéneo de haber
sido expuestos a tratamiento previo. Se detectaron mutaciones en un 97% de los
casos (98 de los 101 pacientes) que, de acuerdo a la clasificacion mencionada
anteriormente, los pacientes con LMA-t presentaban mutaciones secondary-type en un
33% de los casos (34 de 101 pacientes), un 23% presentaban alteraciones en TP53
(23 de 101 pacientes), mientras que un 47% presentaban alteraciones de las incluidas
en el grupo de novo/pan-LMA (47 de 101 pacientes). En la Tabla 9 se muestra en
namero de mutaciones encontradas por gen, algunos pacientes presentaron
mutaciones concomitantes aunque sin poder establecer asociaciones con potencia

estadistica entre ellas (Lindsley et al., 2015).

Tabla 9. Mutaciones detectadas por NGS en 101 pacie ntes con LMA-t. (Modificado de Lindsley et
al., 2015).

Subtipo genético LMA-t (101)
N (%)
SRSF2 11 (11)
U2AF1 5 (5)
Splicing SF3B1 3(3)
ZRZR2 1(1)
ASXL1 17 (17)
Modificgdores de la EZH2 3(3)
Cromatina BCOR 1(1)
STAG2 6 (6)
Complejo de la SMC3 2(2)
Cohesina RAD21 4 (4)
RUNX1 11 (11)

Factor de transcripcion CEBPA 5(5)
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Subtipo genético LMA-t (101)
N (%)
mieloide
NRAS 13 (13)
KRAS 11 (11)
PTPN11 9 (9)
NF1 4(4)
Activadores via CBL 4 (4)
sefializacién KIT 2(2)
FLT3 16 (16)
DNMT3A 27 (27)
Metilacion DNA TET2 14 (14)
IDH1/2* 17 (17)
WT1 3(3)
PHF6 1(1)
Genes supresores tumores TP53 23 (23)
SETBP1 3(3)
NPM1 16 (16)

El andlisis del resto de pardmetros clinicos en los pacientes con LMA-t mostré
una mayor concordancia entre los pacientes con un perfil de mutaciones similar segun
la distribucion realizada por los autores. En los pacientes con mutaciones de tipo
secondary-type, fue mas frecuente la existencia de un periodo previo como SMD-t
comparado con el grupo de novo/pan-LMA (29% vs. 9%; P= 0,019), ademas eran
pacientes de mayor edad (63 vs. 53 afios; P= 0,002), y por tanto, una mayor similitud
clinica al grupo de LMA secundaria a SMD. Ademas, habia un predominio de
pacientes de sexo masculino y presentaban un mayor nimero de mutaciones
conductoras (“drivers”) por paciente, asi como mayor nimero de alteraciones de los
cromosomas 5 y 7. En cambio, los pacientes con LMA-t encuadrados en el grupo de
mutaciones de novo/pan-LMA eran mas semejantes al grupo control de LMA de novo,
siendo mas comun en pacientes mas jovenes. Finalmente, los pacientes con
mutaciones en TP53 parecian presentar mayor frecuencia de cariotipos complejos con
alteraciones de los cromosomas 5 y 7 asociandose ademds a una menor
supervivencia global. Los autores concluyeron con estos hallazgos que la exposicion a
un tratamiento previo no definiria un grupo genéticamente diferente y que seria mas
apropiada la clasificacion de los pacientes en funcién de su perfil mutacional en lugar

de sus antecedentes médicos. Ademas, salvo la relacién entre el uso de inhibidores de
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topoisomerasa Il y los reordenamientos de MLL tampoco fueron capaces de asociar

alteraciones moleculares concretas a tratamientos definidos.

1.7 Factores pronostico de las NMRT

Los algoritmos destinados a establecer el prondstico de los pacientes con LMA
o SMD de novo incluyen variables diferentes, entre las que la citogenética y el perfil
mutacional tienen un impacto relevante. En el caso de los pacientes con LMA de novo,
pueden definirse factores de riesgo pre-tratamiento vinculados al paciente (edad,
comorbilidades, enfermedades hematologdgicas o tratamientos previos entre otros),
asi como factores de riesgo relacionados con las alteraciones citogenéticas vy
moleculares de las células malignas. Por otro lado, se encuentran factores de riesgo
post-tratamiento, que hacen referencia a calidad de la respuesta al tratamiento
determinada mediante la valoracion de la enfermedad residual minima mediante
técnicas basadas en la citometria de flujo o en técnicas moleculares como la PCR en

tiempo real (Dohner et al., 2017).

En la LMA, los algoritmos para la toma de decisiones terapéuticas se han
basado principalmente en las alteraciones citogenéticas presentes en las células
leucémicas. En este sentido, han sido varias las clasificaciones basadas en estos
hallazgos que distribuyen a los pacientes en diversos grupos de riesgo. Distintos
grupos cooperativos han propuesto diferentes sistemas de clasificacidbn prondstica
[Southwest Oncology Group (SWOG), Medical Research Council (MRC) y Cancer and
Leukemia Group B (CALGB)] en los ultimos 15 afios, basandose en la supervivencia
de pacientes incluidos en grandes ensayos clinicos prospectivos (Byrd et al., 2002;
Grimwade et al., 1998; Grimwade et al., 2010, Slovak et al., 2000). El hecho de incluir
poblaciones diferentes que ademas recibieron tratamientos variados podria justificar
las diferencias existentes en cuanto a estratificacion pronéstica. No obstante, todos
ellos parecen coincidir en agrupar a los pacientes en tres grandes grupos de riesgo
citogenético: favorable, intermedio y desfavorable, con distinta probabilidad de recaida

y de supervivencia (Tabla 10).
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Tabla 10. Sistemas de estratificacion del riesgo ci  togenético en LMA.

Grupo de
riesgo SWOG/ECOG CALGB MRC (2010)
t(15;17)(922;921),
1(15;17), 1(8;21), o1y i : 1(8;21)(922;922),
Favorable inv(16)/t(16:16)/del(16q) 1(8:21), inv(16)(16:16) i (16)(p13022)/
t(16;16)(p13;922)
Normal, -Y, del(5q),
1(6:9), t(6;11), -
7/del(7q), +8 aislada o
. con otra anomalia, Anomalias no clasificadas
fEeele MBI <2, 46, =V G2 del(9q), t(9;11), como favorable o desfavorable
+11,del(11q),

1(11;19)(q23;p13),
+13, del(20q),+21

abn(3q)[excepto t(3;5)(q21-
25;q31-35)],
inv(3)(q21926)/(3;3),
add(5q)/del(5q)/-5,

abn(3q),  -5/del(5q), inv(3)/t(3:3), abn(12p),  add(7q)/del(7q)/-7.

7/del(7q), 1(6:9), 1(9;22),

lejo (=3 1(6;11)(g27;923), t(10;11)(p11-
Desfavorable  9q, 11q, 20q, 219, 17p, compley
cgmplgjo (>q3 an?)mallioas no anomalias no 13;023), t(11g23)[excepto
~ relacionadas) t(9;11)(p21-22;923) y

relacionadas) £(11:19)(q23;p13),

1(9;22)(q34,911), -
17/abn(17p), complejo (= 4
anomalias no relacionadas)

Desconocido  Cualquier otra anomalia No aplicable No aplicable

MRC: Medical Research Council (Grimwade et al., 1998; Grimwade et al., 2010); SWOG/ECOG: Southwest Oncology
Group/Eastern Cooperative Oncology Group (Slovak et al., 2000); CALGB: Cancer and Leukemia Group B (Byrd et al.,
2002).

Recientemente, la European Leukemia Net (ELN) ha propuesto una
clasificaciéon prondstica en las que se integran las alteraciones citogenéticas y

moleculares mas relevantes (Tabla 11) (Dohner et al., 2017).
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Tabla 11. Clasificacion prondstica de la ELN (Déhner  etal., 2017)

GRUPO

PRONOSTICO ALTERACIONES CITOGENETICO/MOLECULARES
1(8:21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1

Eavorable inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD*** (cariotipo normal)
CEBPA mutacion bialélica (cariotipo normal)
NPMP1 mutado con FLT3-ITD*""

NPM1 no mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD"*”(sin alteraciones citogenéticas de
Intermedio riesgo adverso)

t(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3-KMT2A

Otras alteraciones citogenéticas no reportadas como favorables o adversas
1(6:9)(p23;034.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A reordenado

1(9;22)(q34.1;,q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1)

Monosomia 5 o del(5q); monosomia 7; monosomia 17/alteraciones(17p)

Adverso "

Cariotipo complejo§; Cariotipo monosémico
NPM1 no mutado y FLT3-ITD*""

RUNX1 mutado®

ASXL1 mutado’

TP53 mutado

* ratio alélico de FLT3-ITD bajo (<0,5) ratio alélico de FLT3-ITD alto (=0,5).

§ Tres 0 mas alteraciones cromosémicas no relacionadas en ausencia de las alteraciones citogenéticas
recurrentes o inversiones descritas por la OMS tales como, t(8;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;q23.3), t(6;9),
inv(3) o t(3;3); AML con BCR-ABL1.

|| Definido por la presencia de una Unica monosomia (excluyendo la pérdida de los cromosomas X e Y) asociada
con al menos una monosomia adicional o una alteraciéon cromosémica estructural, excluyendo las LMA core-binding
factor (Breems el al.,2008).

1 No emplearse como marcador aislado si van asociadas a alteraciones de buen pronéstico.

En el caso de los SMD de novo, también son varios los indices prondsticos
utilizados habitualmente para establecer el potencial riesgo de estos pacientes. De
ellos, el mas utilizado es el indice prondstico internacional revisado conocido como R-
IPSS (revised-international prognostic scoring system), que distribuye a los pacientes
en cinco grupos de riesgo en funcion de variables como el nivel de hemoglobina, el
recuento de plaquetas y polimorfonucleares neutrofilos, el porcentaje de blastos en
MO vy el cariotipo, como se muestra en la Tabla 12 (Greenberg et al., 2012). El cariotipo
se divide a su vez también en cinco grupos de riesgo citogenético con puntuacion

variable como se indica en la Tabla 13. (Schanz et al., 2012).
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Tabla 12. Clasificacion pronéstica de los SMD. R-IPSS  (Greenberg et al., 2012).

Puntos
Factor Prondstico 0 0.5 1 15 2 3 4
Grupo de Riesgo Muy bueno Bueno Intermedio Malo  Muy malo
Citogenético
Blastos en MO % <2 >2-<5 5-10 >10
Hb (g/dL) >10 8-<10 <8
Plaquetas (x 10 %/L) 2100 50-<100 <50
PMN (x 10°/L) 0,8 <0,8

* Adaptado de Schanz et al.,2012.

Tabla 13. Grupo de riesgo citogenético de los SMD (  Schanz et al., 2012).

GRUPO
PRONOSTICO Alteraciones Citogenéticas
Muy bueno del(11q) y pérdida aislada del cromosoma Y
B Cariotipo normal, del(5q), del(12p), del(20q) aisladas y anomalias dobles que
ueno .
incluyen del(5q)
Intermedio del(7q), trisomia} 8, trisomia 19, i(17q) aislada y cualquier otra anomalia Unica o
doble independiente
Monosomia 7 e inv(3)/t(3g)/del(3q) aisladas, anomalias dobles que incluyan
Pobre . . . .
monosomia 7/del(7q) y anomalias complejas con 3 anomalias
Muy pobre Anomalias complejas con >3 anomalias

En funcion de los factores presentes, los pacientes se dividen en cinco grupos de
riesgo (muy bajo <1,5, bajo >1,5 — 3, intermedio >3 — 4,5, alto >4,5 — 6 y muy alto >6),
con medianas de supervivencia global en afios que van de los casi 9 afios para los
pacientes de muy bajo riesgo, a menos de un afio para los clasificados como muy alto
riesgo (Greenberg et al., 2012). Actualmente, se esta desarrollando una a revision del

R-IPSS que incluya informacion sobre el perfil mutacional de los pacientes.

En el caso de los sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos, contamos con
algun indice prondstico como por ejemplo el sistema de estratificacion prondstica de la
leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) CPSS (CMML-prognostic scoring system),
que estratifica el prondéstico de los pacientes basado en la clasificacion de la OMS y de
la FAB para dicha enfermedad, la existencia de dependencia transfusional y los grupos

de riesgos citogenéticos descritos especificamente para esta enfermedad, permitiendo
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la clasificacién de los pacientes en cuatro grupos de riesgo. (Such et al., 2011; Such et
al., 2013).

A diferencia de los pacientes con neoplasias mieloides de novo, los pacientes
con NMRT no cuentan con indices prondsticos especificos. En el caso de las LMA-t,
diversos estudios han analizado el valor del cariotipo como factor prondstico
independiente (Schoch et al., 2004; Antoniejevic et al., 2011, Kayser et al., 2011). Sin
embargo, no se han desarrollado modelos que tengan en cuenta otros parametros. Un
grupo analizo los posibles factores de riesgo en un grupo de 48 pacientes con LMA-t.
Se valord la influencia de la edad, la presencia de mutaciones de FLT3-ITD, el
porcentaje de blastos en MO, el tipo de tratamiento previo de la neoplasia primitiva, asi
como la citogenética para evaluar el pronostico de estos pacientes. El andlisis
multivariante finalmente mostré6 como elemento predictor de buen prondstico el
presentar citogenética compatible con una leucemia promielocitica aguda (LPA),
mientras que la existencia de cariotipo complejo fue la Unica variante citogenética que

se relaciond con un peor prondstico en dicho analisis (Park et al., 2013).

En otro estudio se revisO el papel de diversas variables clinico-biolégicas en
pacientes con NMRT y el papel de las mismas en la supervivencia global de los
pacientes. Para ello analizaron 508 pacientes (253 casos de LMA-t y 255 casos de
SMD-t) tratados con esquemas similares para los pacientes con LMA y tratamientos
ajustados al riesgo individual de los pacientes con SMD. En cuanto a las
caracteristicas clinicas, encontraron diferencias en el recuento leucocitario,
hemoglobina y plaquetas de forma estadisticamente significativa entre ambos grupos,
asi como una mayor tendencia a presentar cariotipos aberrantes en el grupo de los
pacientes con diagnéstico de LMA-t. En cuanto al estudio de alteraciones
citogenéticas, no se pudo establecer diferencias entre el perfil mutacional de LMA-t y
SMD-t, tras comparar alteraciones en varios genes como FLT3, NPM1, MLL, RUNX1 y
NRAS. El estudio también valoraba la aplicacion del indice MRC para realizar
comparativa entre las alteraciones citogenéticas, y aunque fue capaz de establecer
diferencias entre el bajo, intermedio y alto riesgo, no fue capaz de discriminar entre

estos dos ultimos (Baucher et al., 2013).

Finalmente otro estudio abordd el andlisis de la SG en pacientes con NMRT |
en el que analizaron 160 pacientes con diagnéstico de NMRT secundarias
exclusivamente a cancer de mama. Las pacientes presentaron una peor SG que las
pacientes que no desarrollaron la neoplasia mieloide pero no se encontraron
diferencias en SG entre LMA-t y SMD-t (Sevcikova et al., 2016).
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En un estudio reciente, basado en 411 pacientes con NMRT, 32 pacientes con
LMA-t oligoblastica (20-29% de blastos) y 379 pacientes con SMD-t, analizaron si
pardmetros como las citopenias, porcentaje de blastos y citogenética tenian valor
pronéstico, aunque con modificaciones en los puntos de corte comparado con el R-
IPSS original, y planteaban la necesidad de analizar el valor de las alteraciones
moleculares en futuros estudios (Ok et al., 2013).
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Hipétesis

Las NMRT constituyen un grupo de entidades nosologicas dentro de la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud, teniendo en comun el
antecedente necesario de una exposicion a uno o varios agentes citotdxicos
potencialmente leucemogénicos. Sin embargo, a pesar de esta caracteristica comun,
es un grupo de entidades heterogéneo con una aparente variabilidad clinica y
biologica entre ellas y en comparacién con las neoplasias mieloides de novo. La
reciente disponibilidad de técnicas de estudios genéticos de alta eficiencia, como la
NGS, nos ha movido a profundizar en el conocimiento de las alteraciones
citogenéticas y moleculares y su relacion con otras caracteristicas clinico-bioldgicas,

asi como su comportamiento clinico, por otro lado, no bien establecidos.

37






3. OBJETIVOS






Objetivos

El objetivo general del presente proyecto de Tesis Doctoral es la

caracterizacion clinico-bioldgica de las NMRT, incluyendo el perfil mutacional mediante

el empleo de tecnologia de NGS. Ademas de este objetivo general, concebimos los

siguientes objetivos concretos:

1.

Caracterizar clinicamente las NMRT, con particular énfasis en la informacién
referente a los antecedentes sobre la enfermedad de base, tratamientos
potencialmente leucemdgenos empleados y periodo de latencia hasta el
desarrollo de la NMRT.

Caracterizar citogenéticamente las NMRT mediante el uso de técnicas de

cariotipado convencional y FISH.

Analizar el perfil mutacional de los pacientes con NMRT mediante métodos de
NGS usando un panel con cobertura de los exones de una seleccion de 40
genes potencialmente involucrados en la LMA y en otras enfermedades

mieloides.

Analizar la relacion entre las alteraciones genéticas (citogenéticas y moleculares)

con las caracteristicas clinicas propias de los pacientes con NMRT.

Analizar el valor pronéstico de las alteraciones genéticas (citogenéticas y

moleculares) en los pacientes con NMRT.

41






4 . MATERIAL Y METODOS






Material y métodos

4.1 Pacientes

Se incluyeron 74 pacientes diagnosticados de NMRT entre los afios 1999 y
2013 en diversos centros y cuyas muestras se encontraban almacenadas en el
Biobanco del Hospital La Fe y del Biobanco del Hospital Clinico de Valencia. Las
muestras de médula 6sea se obtuvieron tras la realizacion de puncién esternal o en
cresta iliaca postero-superior en el momento del diagnostico. El Gnico criterio limitante
de inclusion fue la disponibilidad e integridad de DNA al diagnostico. Los pacientes
fueron diagnosticados y clasificados de acuerdo a los criterios morfologicos vy
citoquimicos de la clasificacion FAB (French-American-British criteria) (Bennet et
al.,1985) y de la clasificacion de la OMS (Arber et al., 2008).

Los pacientes subsidiarios de tratamiento recibieron el que se ajustaba al
protocolo vigente en el momento del diagndstico. En los pacientes candidatos a
tratamiento (55/74) se usaron esquemas de quimioterapia de induccién con
combinaciones de idarubicina o daunorubicina mas citarabina, con o sin etopdsido;
combinaciones de idarubicina con acido transretinoico (ATRA) para los casos de LPA-
t. Los pacientes, una vez alcanzada la remision, recibian 1 o 2 ciclos con dosis
intermedias/altas de citarabina, seguido de trasplante autdlogo (n=6) o trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos (n=11). Los 19 pacientes que no
recibieron tratamiento intensivo no fueron considerados para los estudios de

supervivencia.

Todas las muestras empleadas en el estudio fueron proporcionadas por el
Biobanco del Hospital La Fe y el Biobanco del Hospital Clinico de Valencia. El estudio
fue aprobado por el Comité Etico para la Investigacion Clinica del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe, y se ajusto a las recomendaciones de la Declaracion
de los Derechos Humanos, la conferencia de Helsinki y las regulaciones

institucionales.
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4.2 Estudio citogenético

Se realizé un estudio sistematico de las alteraciones numeéricas y estructurales
del cariotipo tras el sacrificio celular en metafase de las células de médula 6sea

cultivadas in vitro durante 24 horas.

4.2.1 Preparacion e incubacion del cultivo

Tras la realizacion de un aspirado de médula 6sea, las muestras fueron
cultivadas durante 24 horas en un medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con

suero bovino fetal al 10% y antibiéticos (estreptomicina y penicilina).

Todo el proceso de preparacion del cultivo se realizé6 en una camara de flujo
laminar, para posteriormente proceder a la incubacion de los cultivos durante toda la

noche a 37°C con 5% de presion de CO, y una humedad del 90%.

4.2.2 Sacrificio del cultivo

La mafana siguiente, se afadieron 100uL de colchicina, continuando la
incubacién durante 30 minutos a 37°C para impedir la formacién del huso acromético y
con ello la migracion de los cromosomas a los polos celulares. Se transfirié el producto
obtenido del cultivo a un tubo cénico y tras centrifugacion a 1.500 rpm durante 5
minutos se decanta el sobrenadante y resuspende el sedimento con 10 ml de cloruro
potasico (CIK) Posteriormente tras afiadir 10 mL de CIK (atemperado a 37°C) y se
incubd durante 30 minutos a 37°C para obtener un aumento del volumen celular
(choque hipotdnico). Luego se vertié gota a gota el fijador Carnoy (metanol y acido
acético en proporcion 3:1), hasta completar un volumen final de 5 ml. Finalmente se
centrifugo, decantd y resuspendio el boton celular, repitiendo el proceso hasta en tres

ocasiones para obtener un botén celular limpio.

Desde 2011, este procedimiento se realiza empleando un equipo denominado
HANABI PI, que desarrolla la técnica de una forma semiautomatica y facilita la
obtenciébn de metafases y la calidad de las mismas, gracias al control de las

condiciones de humedad y temperatura. El sistema se representa en la Figura 6.
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HAMABRI-PI Process Flow i
LU B c D E .-._F.-

Figura 6. Sistema de procesamiento de muestras para  estudio citogenético HANABI PI.

4.2.3 Preparacion de extensiones

Tras etiquetar los portaobjetos que se van a utilizar, se introdujeron en el Hanabbi
Spreader. Este equipo semiautomatico de preparacion de extensiones para analisis
citogenético permite el control de las condiciones de humedad y temperatura y facilita la
obtencién de metafases de calidad 6ptima y uniforme (Figura 7).

Posteriormente, se vertié una gota de suspensién celular sobre cada portaobjetos. Los
portaobjetos con metafases aptas se dejaron envejecer durante 1 hora a 90°C.

Figura 7. Imagen del equipo HANABI Spreader.
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4.2.4 Tincién de bandas G

Se realiz6 una tincidn con Giemsa (47,5 mL fosfato monopotéasico + 47,5 mL fosfato
bisédico + 5 mL de Giemsa) tras llevar a cabo una digestion con tripsina. El proceso de tincién

se realizo durante 5 minutos, posteriormente se dejo secar durante toda la noche.

4.2.5 Analisis del cariotipo

Se analizaron al menos 20 metafases, siempre que fue posible, por cada una
de las muestras mediante el uso del programa lkaros (Metasystems Inc., Alemania).
La descripcion de las anomalias detectadas se realizé segun el Sistema Internacional

de Nomenclatura Cromosémica (ISCN, 2016).

4.3 Estudio de las alteraciones moleculares

4.3.1 Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion del DNA de las muestras de médula 6sea se realizé empleando
el QIAAmp® DNA Mini kit (Quiagen, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Para comprobar la cantidad y calidad del producto obtenido, se realizd
espectrofotometria y medicién de la absorbancia a una longitud de onda (A) de entre

260 nm y 280 nm (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE).

La determinacion de la integridad del DNA se realizé6 mediante la migracion de
las muestras en geles de agarosa y posterior tincion con GelRed™ (Biotium, EEUU)
para visualizar su nivel de degradacion. Las muestras con concentraciones superiores
a 50 mg/uL, cuya cantidad total no fuera inferior a 1 pg y presentaran ratios
Abs260/280 de alrededor de 1,8 fueron seleccionadas para el estudio. Posteriormente

se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

4.3.2 Caracterizacion molecular de los pacientes

La caracterizacion molecular de los pacientes se realizé mediante la aplicacion
del panel disefiado de NGS en una plataforma lon Torrent™ (Life Technologies). Este
panel incluye 40 genes, permitiendo capturar las regiones codificantes de los mismos.
El panel fue disefiado empleando el sistema SureDesign Tool (Agilent HaloPlex Target

Enrichment). La preparacion de las librerias, asi como la captura de las regiones de
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interés se hizo siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante, usando un

tamafio medio de amplicones de 150-200 pares de bases (pb).

Los 40 genes incluidos en el panel son los descritos previamente en la
literatura relacionados directamente con la LMA (NPM1, FLT3, DNMT3A, CEBPa,
RUNX1, TP53, NRAS, KRAS, WT1, KIT, ASXL1, IDH1, IDH2, CBL y TET2), junto con
otros genes relacionados con otras enfermedades mieloides (BCOR, BRAF, CDKN2A,
ETV6, EZH2, GNAS, JAK2, LUC7L2, MPL, NF1, NRAS, PHF6, PTPN11l, RAD21,
RPS14, SETBP1, SF1, SF3A1, SF3B1, SMC3, SMC3, SPARC, SRSF2, STAG2,
U2AF1y ZRSR2). Se incluyeron teéricamente todos los exones de cada gen, asi como

las regiones intronicas flanqueantes.

4.3.3 Procesamiento de las muestras para la secuenc  iacién masiva

La preparacion del DNA para su posterior procesamiento en el secuenciador
lonProton™ requiere una serie de pasos intermedios destinados a obtener una
preparacion final de muestra correctamente amplificada, identificada, purificada,
cuantificada y diluida para ser analizada en dicho sistema (Figura 8 y Figura 9).

_ Cuantificar
PCR Maltiple Digerir

y diluir

Figura 8. Esquema de preparacion de las muestras par  a secuenciacion en el lonProtonTM.
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Figura 9. Esquema general de la secuenciacién enla  plataforma lonProtonTM.

Una vez preparada la libreria se introduce en el chip lon PITM de manera
automatizada empleando el robot lon ChefTM. Posteriormente, el chip se introduce en
el secuenciador lonProtonTM para el procesado final de la muestra.

4.3.3.1 Preparacion de la libreria

Para la obtencion de la libreria se realiz6 una PCR mdltiple segun las
indicaciones del fabricante como se muestra en la Tabla 14. Para ello se emplearon los
primers especificamente disefiados para cubrir las regiones de interés de los genes
descritos previamente (Custom Panels). Para evitar apareamiento entre primers con
regiones homoélogas, éstos se distribuyeron en dos pooles por paciente, dos pocillos
cuando se realizd la PCR en placa, y dos tubos en los casos en los que se realizé de
forma aislada el experimento, conteniendo el primero de ellos 324 parejas de primers y

335 el segundo. El volumen final por paciente fue de 20 uL.
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Tabla 14. Preparacion inicial de la PCR para paneles  custom (segun fabricante).

Volumen por
Componente muestra (L)
5X lon AmpliSeQT ™ HiFi Mix 4
2X lon AmpliSeQT ™ Primer Pool 10
20X lon AmpliSeQTM Sample ID Panel 1
DNA, 3000 copias (10ng para genomas de mamiferos) <5
Nuclease-free Water hasta 20

El esquema inicial de la PCR se puede ver en la Tabla 15, siendo el nUmero de
ciclos recomendados por el fabricante de 17 ciclos, para pooles de primers que

presentaban entre 193-384 parejas por pool, como en nuestro caso.

Tabla 15. Esquema de la PCR inicial para paneles custom (segun fabricante).

Fase Paso Temperatura (°C) Tiempo
Hold Activacion de la enzima 929 2 minutos
Desnaturalizar 99 15 segundos
Ciclos Hibridar y elongar 60 4 minutos
Hold 10 Hold

4.3.3.2 Digestion enzimatica

Posteriormente se procedi6 a la digestion enzimatica de los productos
restantes de la PCR mediante la adicién de 2 puL de reactivo FuPa a cada muestra
amplificada, consiguiendo un volumen final de 22 L. Tras vortear la muestra de forma
vigorosa, se introdujeron de nuevo en el termociclador con el programa especificado

en la Tabla 16.
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Tabla 16. Programa de termociclador para la digesti6  n enzimatica

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
50 10
o 10
60 20
10 Hold

4.3.3.3 Ligacién de los adaptadores a los amplicone s

Para la identificacion de los pacientes tras la secuenciacion es necesario afiadir
un adaptador o barcode a los amplicones obtenidos. Los identificadores se prepararon

segun las instrucciones del fabricante segun se especifica en la Tabla 17.

Tabla 17. Protocolo de preparacion del adaptador par  a cuatro reacciones.

Componente Volumen (uL)
lon P1 Adapter 2
lon Xpress " Barcode X * 2
Nuclease-free Water 4
Total 8

! X= barcode elegido

Tras la obtencién de los adaptadores se afiadié a cada pocillo/tubo 4 pL de
Switch Solution y 2 pL de adaptador, obteniendo un volumen final de 28 L incluyendo

los 22 pL del amplicon ya sometido a digestion enzimatica.
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Posteriormente, a cada pocillo/tubo se le afiadieron 2 uL de DNA Ligasa, tras lo
cual se introdujeron en el termociclador para proceder a la reaccién de ligacion de los

adaptadores a los amplicones segun el programa especificado en la Tabla 18.

Tabla 18. Programa de termociclador para la reaccion de ligacion

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
22 30

72 10

10 Hold (hasta 1 hora)

4.3.3.4 Purificacion de la libreria

Una vez obtenidos los amplicones identificados con un adaptador especifico
para cada paciente, se procedié a la purificacion de la libreria mediante el empleo de
microesferas magnéticas denominadas Agencourt® AMPure® XP Reagent del cual se
afiadieron 45 pL a cada libreria realizando una mezcla homogénea manual durante 5
minutos. Posteriormente, se dejaron incubando 5 minutos a temperatura ambiente.
Tras ello se colocaron en un rack con carga magnética como el DynaMag™-96 Side
Magnet, donde se dejaron incubar durante dos minutos o hasta que se aclaré la
solucion. Posteriormente, se retird el sobrenadante, ya que el DNA amplificado y unido
a los adaptadores se localizé en el fondo del pocillo/tubo unido a las microesferas

magnéticas.

Posteriormente, la eliminacién de las esferas unidas a los amplicones se realizé
afnadiendo 150 pL de etanol al 70% y moviendo la placa/tubo en las dos posiciones del
imén para separar las esferas. Se elimin6é de nuevo el sobrenadante que contenia las
esferas sin alterar el pellet depositado en el fondo, que se correspondia con nuestro
material amplificado. Este paso se repitid una vez mas para optimizar el proceso de
limpieza. Finalmente se dejaron secar los pocillos/tubos sobre el iman durante 5

minutos a temperatura ambiente.
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4.3.3.5 Amplificacién de la libreria previo alacu  antificacion

Para enriquecer el material obtenido y unido a los adaptadores, previo a la fase
final de secuenciacién, se procedié a una segunda amplificacion empleando primers
genéricos segun las indicaciones del fabricante. Se empleé Platinum® PCR SuperMix
High Fidelity. Para ello, tras retirar la placa/tubo del iman se afiadi6é a cada libreria 50
uL de este reactivo y 2 uL de Library Amplification Primer Mix y se procedio a la

realizacion de la PCR segun el protocolo mostrado en la Tabla 19.

Tabla 19. Programa de termociclador para la PCR de am  plificacién de la libreria

Paso Temperatura (°C) Tiempo
Hold 98 2 minutos
98 15 segundos
Amplificacion
5 ciclos 64 1 minuto
Hold 10 Hold

4.3.3.6 Segunda purificacion de la libreria amplifi  cada

Posteriormente se realizdé un nuevo proceso de purificacion para eliminar las
esferas magnéticas empleadas que no hubieran sido eliminadas en el paso anterior
usando de nuevo el reactivo Agencourt® AMPure® XP. Este proceso se realiz6 en dos
pasos, en un primer lugar se afiadieron 25 pL de dicho reactivo a cada pocillo/tubo y
se dej6 incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se coloco
de nuevo en el DynaMag™-96 Side Magnet durante al menos otros 5 minutos;
mediante este primer paso, las moléculas de alto peso molecular se quedan unidas a
las microesferas y los amplicones y primers restantes quedan en el sobrenadante, que
es el que debemos conservar para continuar con el proceso transfiriéndolo a una

nueva placa/tubo.
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En un segundo paso se le afiadieron al sobrenadante 60 uL del reactivo
Agencourt® AMPure® XP y se dejo incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente. De nuevo se colocé la placa en el iman al menos durante 3 minutos; en este
paso del procesado los amplicones se unen a las esferas magnéticas de forma que lo

que interesa conservar es el pellet y desechar el sobrenadante.

Para la eliminacion de las esferas unidas al material amplificado de nuevo se
afadieron 150 pL de etanol al 70% a cada pocillo/tubo y de nuevo se colocé sobre el
iméan para eliminar las esferas magnéticas que se separan de los amplicones por
efecto del etanol y quedan en el sobrenadante que debemos eliminar. Este paso se
repite de nuevo para mejorar la eliminacion de las esferas. Posteriormente se dejo

secar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Tras retirar la placa/tubo del iman se afadieron 50 puL de TE para dispersar las
esferas, tras dos minutos mas en el iman se procedié a analizar el sobrenadante,
donde se encuentra finalmente el DNA amplificado en dos ocasiones y unido a los
adaptadores para su posterior identificacion, ya que las esferas quedan en el pellet

unidas al iman.

4.3.3.7 Cuantificacién de la libreria y célculo del  factor de dilucion

Para la que la secuenciacion se realice de forma homogénea se requiere que
los amplicones tenga una concentracion de 100 picoMolar (pM). Para cuantificarlo, se
empled el fluorébmetro Qubit® 2.0 y el kit Qubit® dsDNA HS. Tras obtener la
concentracion de cada una de las librerias amplificadas, se determind la dilucion
mediante un programa matematico proporcionado por el fabricante, de forma que se
obtuvo la informacidon necesaria para preparar las muestras a la concentracion

deseada.

4.3.3.8 Procesado de los amplicones en el secuencia dor lon ProtonTM

Una vez obtenidas las librerias a una concentracioén de 100 pM se procedié a la
preparacion para su introduccién en el secuenciador, para lo que se cogieron 15 L de
cada libreria y se mezclaron todas juntas en un unico tubo. Finalmente, a 25 pL de
esta mezcla final se le afadieron de nuevo microesferas, con capacidad para unir
miles de fragmentos de DNA amplificado, sobre las que se producira posteriormente la
reaccion de secuenciacion. Esta mezcla fue inyectada en el chip lon PI™ e introducida
en el secuenciador para su procesamiento. Para este paso final se emple6 un sistema

denominado lon Chef™, que realiza este proceso de forma automatizada.
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Posteriormente los chips cargados mediante el uso de dicho sistema se introdujeron

en el secuenciador lon Proton™ y se inicié el programa de secuenciacion.

El chip introducido en el secuenciador es sometido a bafios consecutivos de
nucleétidos. A medida que se van incorporando a las cadenas complementarias de
DNA, se produce la liberacibn de un protén, que es captado por los pHmétros
incorporados en el chip. Estos cambios son registrados por el sistema, siendo

transformada la informacion en la secuencia de nucle6tido (Figura 10).

Figura 10. Esquema de funcionamiento de sistema lonPr  otonTM.

4.3.4 Analisis bioinformatico

Para el andlisis de los datos obtenidos tras la secuenciacion se empled el
software lon Reportert”. Este programa simplifica las tareas de comparacién de los
datos experimentales con una referencia de DNA gendmico para determinar presencia
de mutaciones. En nuestro estudio se usé la version del genoma de referencia hgl9.
Los datos de la secuenciacion mediante amplicones se estudiaron empleando el
software Amplicon Variant Analyzer. Este programa, en primer lugar, realiza un control
de calidad de las lecturas, después alinea las lecturas de los diferentes amplicones

obtenidos frente a una secuencia de referencia. Los resultados obtenidos se
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reanalizaron con un algoritmo de seleccion de variables desarrollado por un

bioinformatico.

Tras la obtencion de la matriz de datos provisional, se realiz6 una seleccion de
las variables que cumplian una serie de requisitos preestablecidos y que se detallan

en los siguientes puntos:

4.3.4.1 Criterios de secuenciacion

La cobertura minima fue de 1000 lecturas, estando al menos el 95% de las
bases detectadas con un minimo de 100 lecturas. En global por muestra debia existir

al menos mas de 2 millones de lecturas y 4 millones de lecturas en amplicones.

4.3.4.2 Criterios de filtrado de variantes

Una vez realizada la secuenciacion, los archivos resultantes en formato .vcf se
analizaron con el software de analisis de las plataformas empleadas o con los
desarrollados por los bioinforméticos, como se exponia previamente. Las variantes
resultantes se seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios en el siguiente

orden:

1. Se eliminaron variantes frecuentes en la base de datos propia para evitar
single nucleotide polimorphims (SNPs) y falsos positivos por error en la

secuenciacion.

2. Se seleccionaron las variantes con un minimo de 100 lecturas y al menos 25

lecturas del alelo alternativo.

3. Se seleccionaron variantes exonicas y de las regiones, 3' y 5 UTR y de

splicing (+/-10pb).

4. Se seleccionaron las variantes que producian un efecto deletéreo sobre la

proteina, empleando predictores como Polyphen2 y Shift.

5. Se seleccionaron las variantes cuya frecuencia alélica (VAF, variant allele
frequency) era mayor al 5% salvo las variantes ya establecidas como

patogénicas en las que se permitié un VAF mayor al 3%.

4.3.4.3 Criterios de visualizacion en el IGV (Integ  rative Genomic Viewer)

Una vez obtenidas las variables, se comprobaron todas las variantes

seleccionadas en el IGV para comprobar o descartar las siguientes consideraciones:
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e Laregion debe estar capturada de forma uniforme en un rango de +/- 15
pb flanqueante a la variante estudiada.

e La variante debe haberse secuenciado en mas de un fragmento.

* Se debe descartar la presencia de sesgos de hibridacion (strand bias) y
confirmar posteriormente que la proporcion en las cadenas sentido y
antisentido se mantiene proporcional entre la poblacion mutada vy
normal.

» Se debe descartar la presencia de regiones repetitivas y
homopolimeros.

e Se deben descartar la presencia de variantes localizadas en los

extremos de los amplicones.

4.3.5 Bases de datos

Los resultados finalmente obtenidos se compararon con los ya publicados en

diversas bases de datos de referencia:

« Poblacionales. Para descartar las variantes polimorficas se emplearon
las siguientes bases de datos poblaciones dbSNP, 1000genomes y
ExAC Browser.

* Somdticas. Para determinar si las variantes encontradas ya habian sido
descritas como mutaciones somaticas se emplearon las bases de datos
de Cosmic y Clinvar.

» Predictor afectacion proteica. Para determinar si existia afectacion de la
funcién de la proteina de las variantes no sindbnimas se emplearon 2
predictores SIFT, Polyphen y Mutation Taster.

e Predictores de splicing. Se emplearon al menos la utilizacién de 2
predictores de sitios de splicing. Principalmente se usan NNSplice,

Netgene2 y Splice View.

4.4 Deteccion de mutacionesen NPM1y FLT3

El estudio de mutaciones de NPM1 y de FLT3-ITD se realizd6 en el momento
diagnéstico de las LMA-t dentro de la practica habitual y posteriormente en los
pacientes con SMD-t mediante las técnicas descritas previamente empleando

cebadores especificos (Nakao et al, 1996 y Schnittger et al, 2005). Los productos se
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analizaron mediante andlisis de fragmentos en secuenciador ABIPRISM 3100 Genetic

Analizer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

4.5 Definiciones

Remision Completa y Remision Parcial: porcentaje de blastos en médula 6sea inferior
al 5% sobre la celularidad nucleada con normalizacion de los recuentos
hematopoyéticos en sangre periférica, lo que implica un recuento absoluto de
neutréfilos > 1.000/ul y de plaguetas =2100.000/uL tras la administracion del tratamiento
de induccion (Cheson et al., 2003). El resto de posibles respuestas (remision con
recuperacion hematopoyética incompleta, remision sin recuperacion de plaquetas,
respuesta parcial o refractariedad), han sido consideradas en un grupo Unico como ‘no
respuesta’. Por tanto, en términos de mediciébn de la eficacia del tratamiento de

induccion soélo se ha considerado como respuesta valida la remision completa

En los pacientes con SMD-t, se emplearon los criterios de respuesta del
International Working Group (IWG) (Cheson et al., 2006). La RC se definié como un
porcentaje menor o igual al 5% de blastos en médula 6sea, sin evidencia de displasia
y unos recuentos en SP de: hemoglobina = 11g/dl, plaguetas 2100.000/uL y neutréfilos
= 1000/uL con ausencia de blastos circulantes. La remision parcial (RP) se definid
como el cumplimiento de todos los requisitos de RC si eran anormales antes del
tratamiento excepto que puede haber un recuento de blastos >5% siempre y cuando
haya habido un descenso mayor o igual del recuento de blastos respecto al inicio del

tratamiento, sin tener en cuenta la celularidad ni la morfologia.

En los pacientes con SMD/SMPC-t, se emplearon los criterios de Savona et
al. (2015), donde se definio la RC como una proporcion menor o igual al 5% de
blastos, con maduracion normal de todas las lineas celulares y recuperacion de una
celularidad normal. Si existia mielofibrosis previa, ésta debe estar ausente o definirse
como una fibrosis reticulinica media (< grado 1). En cuanto a los recuentos en SP, las
cifras de hemoglobina y plaquetas se definen igual que para los SMD, al igual que la
cifra de neutrdfilos, pero especificando que el recuento total de leucocitos debe ser <
10.000/pL, de monocitos < 10.00/puL y no deben existir blastos circulantes. Ademas,
incluye la desaparicion de enfermedad extramedular que pudiera existir previo al inicio
del tratamiento. La definicion de RP en estos pacientes implicaria la normalizacién de

los recuentos periféricos y la hepatoesplenomegalia, asi como una reduccién de la
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proporcion de blastos inicial superior o igual al 50%, pero permaneciendo todavia por

encima del 5% de la celularidad.

Recaida de la NMRT: El término recaida hace referencia a la reaparicion de la
enfermedad después de haber alcanzado RC. El criterio fue la presencia de > 5% de
células blasticas en la médula 6sea para los pacientes como LMA-t. En el caso de los
pacientes con SMD-t, hablariamos de recaida cuando se diera uno de los siguientes
supuestos: volver al porcentaje de blastos previo al inicio del tratamiento, disminucion
= 50% de los niveles maximos de neutrdfilos y plaquetas obtenidos durante la remision

y disminucién de la hemoglobina = 1.5 g/dl o existencia de dependencia transfusional.

Dependencia transfusional: al menos una transfusion cada 8 semanas en un periodo

de 4 meses.

Supervivencia global (SG): se obtuvo empleando la fecha de diagndstico de la
enfermedad y la fecha de dltima visita o muerte del paciente con independencia del

estado de la enfermedad.

Supervivencia libre de enfermedad (SLE): se obtuvo para los pacientes que
alcanzaron RC hasta una recaida o su muerte por cualquier motivo, lo que ocurriera

primero. El resto de pacientes se “censuraron” en la fecha de ultima visita.

Supervivencia libre de recaida (SLR): se obtuvo empleando la fecha de obtencién de
RC hasta que se produjo la recaida de la enfermedad. El resto de pacientes se

“censuraron” en la fecha de ultima visita o si se produjo su muerte por otra causa.

Incidencia acumulada de recaida (cumulative incidence of relapse, CIR): para su
obtencion se empled la RC hasta la recaida de la enfermedad. El evento competitivo

gue se consideré fue la muerte en RC.

VAF: (variant allele frequency, VAF): porcentaje de las lecturas de la variante respecto

al total de lecturas.

Cariotipo complejo: se define como tres o mas alteraciones cromosomicas no
relacionadas en ausencia de las denominadas traslocaciones recurrentes o
inversiones definidas por la OMS como t(8;21), inv(16)/t(16;16), t(9;11),
t(v;11)(v;923.3), t(6;9), inv(3)/t(3;3) y LMA con BCR-ABL1.

Cariotipo monosémico: definido por la presencia de una monosomia unica (excluyendo
la pérdida de los cromosomas sexuales) en asociacion al menos con una monosomia
adicional o una alteracion estructural (excluyendo las LMA CBF). un estudio de

frecuencia de las diversas variables analizadas.
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4.6 Analisis estadistico

En primer lugar, se realiz6 un andlisis descriptivo para caracterizar de forma
general la serie de pacientes con diagnostico de NMRT. Para ello, se incluyé un
estudio de frecuencias de las distintas variables, el analisis de las diferencias y la
definicién, en el caso de variables cuantitativas continuas, de su distribucién normal.
Para analizar la distribucion normal se emplearon las pruebas de Kolmorov-Smirnov o
Shapiro-Wilk. Para expresar los resultados obtenidos se emplearon porcentajes para

las variables de tipo categoérico y medianas para las continuas.

Para el estudio de las variables continuas, se analizaron las diferencias entre
los grupos empleando la prueba de U de Mann-Whitney para las variables que no
seguian una distribucion normal y la t de Student para las que si presentaban esta

distribucion.

Para realizar la comparacién entre variables cualitativas se uso la prueba de
Chi-cuadrado, salvo cuando el tamafio muestral era menor de 5, ya que entonces se
aplico el test exacto de Fisher. Para el estudio de las variables continuas, éstas se
categorizaron de acuerdo al punto de corte mas discriminante o bien a lo establecido

previamente en la literatura.

El estudio incluyé pardmetros demogréficos basicos (sexo y edad), pardmetros
hematoldgicos (valores de hemoglobina, recuento leucocitario y plaquetar, porcentaje
de blastos en MO y SP), parametros relacionados con el propio proceso (agente
empleado previamente, tiempo de latencia), esquemas de tratamiento y respuesta al
mismo, asi como parametros bioloégicos como cariotipo y perfil mutacional de los

pacientes.

Los estudios de supervivencia en sus distintas modalidades (SG, SLE y SLR)
se llevaron a cabo empleando el método de Kaplan-Meier (Kaplan et al., 1958) y las

comparaciones se realizaron empleando las pruebas de Log-Rank (Mantel., 1966).

La probabilidad de recaida se calcul6 mediante los métodos de Kaplan-Meier y
el método de incidencia acumulativa (riesgo competitivo, Gooley et al., 1999). Para la
determinacion de la CIR, se consider6é como evento competitivo la muerte no debida a

recaida.

Para el andlisis multivariante se usé el método de riesgos proporcionales
(regresién multiple) de Cox (Cox., 1972) o el método de Fine and Gray para la

incidencia acumulativa (Fine et al., 1999).
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Las variables con valor de P <0,1 obtenidas en el analisis univariante se
llevaron al multivariante, junto con las variables que sin alcanzar dicho valor habian
sido previamente descritas como relevantes en el pronostico de LMA y/o SMD. Las
variables con mas de un 10% de los datos perdidos no se incluyeron en el estudio
multivariante. La significacion estadistica se establecié para todos los casos como un
valor de P <0,05.

La comparativa entre indices pronosticos se realiz6 mediante la aplicacion del

test de Estimacion de la Probabilidad de Concordancia (Gonen et al., 2005).

Los estudios estadisticos se realizaron con el paquete estadistico EZR en el
lenguaje y entorno de programacion R version 2.13.2 (R Development Core Team.,

2011), usando los paquetes recomendados en cada caso.
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Resultados

5.1 Caracteristicas generales de la serie

Se incluyeron un total de 74 pacientes diagnosticados de NMRT entre 1993 y
2013 de los que se disponia de muestra de DNA almacenada en los biobancos del

Hospital La Fe y del Hospital Clinico de Valencia.

Las principales caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes se muestran
en la Tabla 20. La serie estaba compuesta por 33 hombres y 41 mujeres, con una
mediana de edad de 64 afios (extremos, 32 — 83 afios). La mediana de leucocitos al
diagnéstico fue 4 x 10%/L (extremos, 0 — 108 10%L), hemoglobina 9 g/dL (extremos, 3 —
17g/dL) y plaquetas 39 x 10%/L (extremos, 6 — 440 10%L). La distribucién de LMA-t (n =
55) y SMD-t (n = 19) fue 74% y 26%, respectivamente. Las neoplasias por las que
habian recibido tratamiento previo fueron: cancer de mama (n = 20, 27%), linfoma no
Hodgkin (LNH) (n = 18, 24%), mieloma multiple (n = 7, 10%), neoplasias mieloides (n =

7, 10%), siendo el resto una miscelanea de neoplasias.

Un tratamiento previo con QT, RT o ambas, se documentd en el 53%, 16% y
31% de los pacientes, respectivamente. En cuanto al tipo de QT, un 66% de los
pacientes (n = 40) habia recibido tratamiento con agentes alquilantes, un 10% (n = 6)
con inhibidores de la topoisomerasa Il y un 24% (n = 16) una combinacion de ambos.
Un 27% de los pacientes (n = 20) habian sido sometidos a un autotrasplante de

sangre periférica (ATSP).

El tiempo de latencia entre la administracion de agentes alquilantes y el
desarrollo de la NMRT fue de 70 meses (extremos, 4 — 346 meses), mientras que los
que recibieron tratamiento sélo con inhibidores de topoisomerasa Il tuvieron un tiempo
de latencia de 52 meses (extremos, 22 — 168 meses). Estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (P=0,84).
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Tabla 20. Caracteristicas generales de la serie glo

bal de pacientes

NMRT LMA-t SMD-t
Caracteristicas i
N (%) Mediana N Mediana N Mediana
(rango) (%) (rango) (%) (rango)
Total 74 55 19
Edad 64 (32-83) 62 (32-83) 66 (44-79) ns
Sexo ns
Hombre 33 (45) 24 9
Mujer 41 (55) 31 10
Enfermedad previa
Neoplasia mama 20 (27) 20 0 <0,01
LNH 18 (24) 12 6 ns
EH 1(1) 1 0 ns
MM 7 (10) 3 4 ns
LA 7 (10) 1t 6 <0,01
Otros 21 (28) 18 3 ns
Tratamiento previo
Alquilantes y/o RT 53 (72) 44 9 0,01
Alquilantes 22 (30) 17 5 ns
Radioterapia 12 (16) 10 2 ns
Alquilantes y RT 19 (26) 17 2 ns
Inhibidores Topo. Il 6 (8) 1 5 (26) <0,01
Alquilantes + I. Topo Il 11 (15) 6 (11) 5 (26) ns
Alg. + |. Topo Il +RT 4 (5) 4 0 ns
Tiempo latencia (meses) 61 (4-346) 64 (32-346) 47 (4-209) ns
Hemoglobina (g/dL) 9 (3-17) 9 (3-17) 10 (7-14) ns
Leucocitos (x10 9/L) 4 (0-108) 4 (0-108) 4 (1-76) ns
Plaguetas (x10 i L) 39 (6-440) 34 (6-306) 60 (4-440) 0,02
Blastos MO (%) 45 (0-99) 60 (20-99) 4(0-21) 0,01
Tratamiento/Induccion 55 (74) 45 1 0,01

1 LLA previa; ns' no significativa
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En la Tabla 21 se muestran los esquemas de tratamiento que recibieron para el
tratamiento de la NMRT 55 de los 74 pacientes. Los 19 pacientes restantes no se
trataron debido a una edad avanzada o a la presencia de comorbilidades. Estos
pacientes no se han incluido en los posteriores andlisis de supervivencia. Entre los
pacientes que recibieron tratamiento, las respuestas observadas fueron las siguientes:
remision completa (n= 32, 58%), resistencia (n = 14, 25%), y muerte durante el

tratamiento de induccion (n = 9, 16%).

Tabla 21. Esquemas de tratamiento de induccién admin  istrados.

Esquema de tratamiento N (%)
Tratamiento LMA-t 45 (82)
LMA92 1(2)
LMA97 2(4)
LMA2007 7 (16)
LMA2010 9 (20)
FLUGA 7 (16)
FLAGIDA 9 (20)
5-AZA 2(4)
ICE 3(8)
LPA93 2(4)
LPA99 2(4)
LPA2005 1(2)
Tratamiento SMD-t 10 (53)
5-AZA 9 (90)
FLAGIDA 1 (10)

5.2 Clasificacion

Para una mejor descripcion de los pacientes, se procedié a clasificarlos de
acuerdo a los criterios de la FAB y de la OMS, sin tener en cuenta el antecedente de la

exposicion a la terapia previa.
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La distribucién de los pacientes segun la clasificacion morfolégica de la FAB se

muestran en la Tabla 22 y Tabla 23 respectivamente.

Tabla 22. Clasificacion de los pacientes con LMA-t  segun la clasificacion FAB.

Clasificacién FAB N (%)
LMA con minima diferenciacion (MO0) 3(5)
LMA sin maduracion (M1) 4(7)
LMA con maduracién (M2) 8 (15)
L. Promielocitica (M3) 5(9)
LMA mielomonocitica (M4) 5(9)
LMA monoblastica (M5) 12 (22)
LMA eritroide (M6) 7 (13)
LMA megacarioblastica (M7) 0
No clasificadas 11 (20)

Tabla 23. Clasificacién de los pacientes con SMD-t  segun la clasificacion FAB

Clasificacion FAB N (%)
Anemia refractaria (AR) 8 (42)
Anemia refractaria con sideroblastos en anillo (ARSA) 1(5)
Anemia refractaria con exceso de blastos (AREB) 7 (37)
Anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion (AREB-T) 1(5)
Leucemia Mielomonocitica Cronica 2(11)
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5.3 Caracterizacion citogenética de las NMRT

El estudio del cariotipo fue valorable en 72 de los 74 pacientes (97%),
presentando algun tipo de alteracion clonal 52 pacientes (72%). La distribucion de las
alteraciones mas frecuentes se muestran en la Tabla 24. La dnica diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes con LMA-t y SMD-t fue la presencia
de traslocaciones balanceadas en el primer grupo. El 50% de los pacientes con estas
translocaciones presentaban una t(15;17)(q22;921); PML-RARA y un 30% de
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11.

Tabla 24. Alteraciones citogenéticas de los pacient  es con NRMT

NMRT LMA-t SMD-t

Alteracion citogenética N (%) N (%) N (%) P
Cariotipo normal 20 (28) 12 (22) 8 (44) ns
Alteracién clonal 52 (72) 42 (78) 10 (56) ns
Alteracion cromosoma 5 (-5/del5q) 16 (22) 12 (22) 4 (22) ns
Monosomia 5 3(4) 3 (6) 0 ns
Delecion 5¢ 13 (18) 9(17) 4 (22) ns
Alteracién cromosoma 7 (-7/del7q) 19 (26) 12 (22) 7 (39) ns
Monosomia 7 10 (14) 5(9) 5(28) ns
Delecion 7q 10 (14) 8 (15) 2(11) ns
Alteracién cr. 5 +/- cr.7 28 (39) 20 (37) 8 (44) ns
Cariotipo complejo 20 (28) 15 (28) 5 (28) ns
Cariotipo monosémico 18 (25) 13 (24) 5(28) ns
Traslocacion balanceada 10 (14) 10 (19) 0 0,04
t(15;17)(922;q21) 5(7) 5(9) 0
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22) 3(4) 3(5) 0
1(6;9)(p22;923) 1(1) 1(2) 0
t(9;11)(p22;923) 1) 1(2) 0

ns: No significativa
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Las alteraciones citogenéticas observadas segun el tratamiento previo se

muestran en la Tabla 25. Los pacientes que recibieron tratamiento con alquilantes y/o

RT presentaron con mayor frecuencia alteraciones de los cromosomas 5 y 7. Los

pacientes que recibieron exclusivamente

tratamiento con

inhibidores de la

topoisomerasa Il no presentaron alteraciones en dichos cromosomas. Por otro lado los

pacientes que recibieron tratamiento exclusivo con alquilantes presentaron mas

traslocaciones balanceadas.

Tabla 25. Alteraciones citogenéticas en funcion del

tratamiento previo

Alteraciones Cr. 5y 7

T. balanceadas

Tratamiento previo (N) (N/%) P (N/%)
Alquilantes y/o RT (52) 22 (43) NS 9(17) ns
Alguilantes +/- RT (40) 20 (50) 0,03 9 (23) ns
Inhibidores Topoisomerasa I ! (6) 0 0,05 1(17) ns
Alquilantes (21) 10 (48) NS 7 (33) 0,01
Radioterapia (12) 2 (17) NS 0 ns
Alquilantes y RT (19) 10 (53) NS 2 (11) ns
Alquilantes + I.T Il (10) 3 (30) NS 1(10) ns
Alquilantes + |. T Il + RT (4) 3 (75) NS 0 ns

ns: No significativa

La distribucion de los pacientes segun las

importantes se muestran en la Tabla 26 y Tabla 27.
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Tabla 26. Distribucion de los pacientes con LMA-ts  egln las clasificaciones citogenéticas

SWOG/ECOG CALGB MRC (2010) ELN (2017)
Grupo de riesgo N (%) N (%) N (%) N (%)
Favorable 7(13) 2(4) 8 (15) 5(9)
Intermedio 13 (24) 26 (54) 20 (37) 16 (30)
Desfavorable 25 (46) 21 (29) 26 (48) 28 (52)
Desconocido/No 9 (17) 5°(9) 5 (9)

aplicable

* Los 5 pacientes excluidos corresponden a los diagnosticados de LPA t(15;17)(g22;q12); PML-RAR

Tabla 27. Clasificacion de los pacientes con SMD-t  segun el R-IPSS

Grupo de riesgo R-IPSS N (%)
Muy bajo 2 (12)
Bajo 3(17)
Intermedio 5 (28)
Alto 4 (22)
Muy alto 4(22)

5.4 Caracterizacion molecular de las NMRT

El estudio de mutaciones mediante NGS pudo realizarse en los 74 pacientes.
Un 95% de los casos (N = 70) presentd algun tipo de alteracion. Los genes mutados
con mayor frecuencia fueron TP53, que se mostré alterado en un 37% de los
pacientes (n = 27) y TET2 que se presentdé mutado en un 23% de los casos (n = 23).
No se encontraron mutaciones en los genes FLT3, IDH1, SF1y WT1. S6lo uno de los
pacientes analizados no presento alteraciones citogenéticas ni moleculares detectadas

por las técnicas empleadas.

En la Figura 11 se muestra la correlacion entre las distintas mutaciones

encontradas, el diagnéstico y las principales caracteristicas citogenéticas de los
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pacientes. Las mutaciones de los genes se encuentran descritas en la Tabla 28
atendiendo a grupos de categorias funcionales y gen mutado, respectivamente.
Ninguna de las comparaciones entre los distintos genes en funcién del diagnostico

mostro diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 11. Distribucion de mutaciones analizadas po  r NGS en los pacientes con NMRT.

72



Resultados

Tabla 28. Distribucion de los pacientes en funcion

de las mutaciones

Subtipo genético N (%) Gen

SRSF2
U2AF1
SF3B1
Splicing 10 (14)
ZRZR2
ASXL1
Modificadores de la
EZH2
Cromatina 13 (18)
BCOR
STAG2
Complejo de la
SMC3
Cohesina 9 (12)
RAD21
RUNX1
Factores de
transcripcion mieloide
14 (19) CEBPA
NRAS
KRAS
PTPN11
NF1
Activadores via
CBL
Sefializacion 26 (35)
KIT
FLT3

NMRT-t

N=74 (%)

2(3)

1)

34

4(5)

3(4)

2 (3)

8 (11)

4(5)

4 (5

1(1)

9 (12)

5(7)

4 (5

5 (7)

6 (8)

5 (7)

34

1)

LMA-t

N= 55 (%)

12

3 (6)

1(2)

7 (13)

3(6)

2(4)

1(2)

6 (11)

4 (7)

4(7)

4(7)

4(7)

5 (9)

2(4)

12
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SMD-t

N=19 (%)

2 (11)

1(6)

2 (11)

1 (6)

2 (11)

2 (11)

1 (5)

1(6)

2 (11)

3(16)

1(6)

1(5)

2 (11)

1(5)

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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NMRT-t LMA-t SMD-t
Subtipo genético N (%) Gen N=74 (%) N= 55 (%) N=19 (%) P
JAK2 ns
2(3) 12 1(5)
DNMT3A 7(9) 4 (7) 3 (16) ns
ns
Metilacion DNA 29 (39) TET2 17 14 (26) 3 (16)
IDH1/2* 5 (7) 4(7) 1(5) "
WT1 0 0 0 ns
Genes supresores
PHF6 1(1) 0 1 (5) ns
tumores 28 (30)
TPs3 27 (36) 20 (36) 7(37) ns
SETBP1 10 (14) ns
10 (14) 5(9) 5 (26)
NPML1 7 (10) 79) 6 (11) 15 .

"No Mutaciones en IDH1 1 no significativa

En la Tabla | y Il de los anexos se describen de forma especifica las

mutaciones detectadas en los pacientes.

En la Tabla 29 se muestra la distribucién de los pacientes de acuerdo a la

clasificacion propuesta por Lindsley et al (2015).

Tabla 29. Distribucion de los pacientes en funcion de los subgrupos descritos por Lindsley etal.,
2015.

NMRT LMA-t SMD-t
Subgrupos N (%) N (%) N (%) P
Secondary-type 15 (41) 11 (20) 4 (21) ns
De novo /PanLMA mutaciones 30 (41) 24 (44) 6 (32) ns
TP53 27 (36) 20 (36) 7 (37) ns
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Los pacientes con mutaciones en TP53 presentaron menor frecuencia de
cariotipo normal (8% vs. 39%; P<0,01) y una mayor frecuencia de cariotipo complejo
(65% vs. 7%; P< 0,01), cariotipo monosomico (58% vs. 7%; P< 0,01) y alteraciones de
los cromosomas 5 y/o 7 (69% vs. 22%; P< 0,01). Estos resultados se mantuvieron
para los pacientes con LMA-t. En los pacientes con SMD-t se observé asociacion
estadisticamente significativa entre los pacientes con TP53 mutado y cariotipo
complejo (71% vs. 0%; P<0,01) y monosémico (71% vs. 0%; P< 0,01).

5.5 Relacion entre citogenética y perfil mutacional

5.5.1 Pacientes con cariotipo normal

Los pacientes con cariotipo normal presentaron una menor frecuencia de
mutaciones del grupo de genes supresores de tumores (15% vs. 46%; P=0,01), una
mayor frecuencia de mutaciones secondary-type (40% vs. 14%; P=0,01), de
mutaciones en genes del splicing (25% vs. 6%; P=0,03), en genes de la cohesina
(35% vs. 13%; P=0,04), asi como, en los genes implicados en la metilacion del DNA
(60% vs. 25%; P=0,01) y en los catalogados dentro del grupo de factores de
transcripcion (35% vs. 13%; P=0,04). También presentaron una menor frecuencia de
mutaciones en TP53 (10% vs. 46%; P<0,01) y una mayor frecuencia de mutaciones en
IDH2 (25% vs. 0%; P<0,01).

Analizando separadamente los pacientes con LMA-t y cariotipo normal
presentaron una mayor frecuencia de mutaciones en los genes relacionados con los
factores de transcripcion (42% vs. 12%; P=0,02) y los implicados en la metilacion (66%
vs. 31%; P=0,03) asi como una menor frecuencia de alteraciones en los genes
supresores de tumores (8% vs. 43%; P=0,03). Como en la serie global, los pacientes
con LMA-t también tuvieron una menor frecuencia de TP53 (8% vs. 43%; P=0,03) y
mayor de IDH2 (33% vs. 0%; P<0,01).

Ocho pacientes con SMD-t presentaron cariotipo normal presentando una
mayor frecuencia de las consideradas secondary type mutations (50% vs. 0%; P=0,02)

y de los genes implicados en metilacién (50% vs. 0%; P=0,02).
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5.5.2 Pacientes con cariotipo complejo

Los pacientes con cariotipo complejo presentaron una menor frecuencia de
secondary type mutations (0% vs. 29%; P<0,01), mutaciones del grupo de novo/Pan
LMA (15% vs. 52%; P<0,01) y de los genes implicados en la metilacion (15% vs. 42%;
P=0,03) y una mayor frecuencia de mutaciones en los genes catalogados como
supresores de tumores (85% vs. 19%; P<0,01). También presentaron una mayor
frecuencia de mutaciones de TP53 (85% vs.17%; P< 0,01). Estos resultados se
mantuvieron cuando se analizaron por separado las series de LMA-t y SMD-t con

cariotipo complejo.

5.5.3 Pacientes con cariotipo monosémico

Los pacientes con cariotipo monosémico presentaron una menor frecuencia de
mutaciones de novo/Pan LMA (6% vs. 54%; P<0,01), de genes activadores de sefiales
(11% vs. 37%; P= 0,03), asi como de genes implicados en la metilacion (6% vs. 44%;
P<0,01), mientras que mostraron una mayor frecuencia de mutaciones en genes
supresores de tumores (83% vs. 22%; P<0,01). Asimismo, presentaron menor
frecuencia de mutaciones en TET2 (5% vs. 30%; P=0,03) y una mayor frecuencia de
mutaciones en TP53 (83% vs. 21%; P<0,01). Estos resultados fueron similares en los
pacientes con LMA-t. Los 5 pacientes con SMD-t y cariotipo monosémico tuvieron

mutaciones de genes supresores de tumores (P<0,01).

5.5.4 Pacientes con alteraciones de los cromosomas 5ylo7

Los pacientes con alteraciones en los cromosomas 5 y/o 7 presentaron una
menor frecuencia de mutaciones secondary-type (7% vs. 29%,; P=0,02), de
mutaciones de novo/Pan LMA (25% vs. 52%; P=0,02), de genes implicados en la
metilacién (18% vs. 45%; P=0,02). En cambio, una mayor frecuencia de mutaciones
de genes supresores de tumores (64% vs. 20%; P<0,01). Resultados similares se
observaron en los pacientes con LMA-t. Sin embargo. estas asociaciones no pudieron

confirmarse en los pacientes con SMD-t.

Las mutaciones en DNMT3A fueron menos frecuentes en los pacientes con
cariotipo monosémico (0% vs. 16%; P=0,03), mientras que fueron mas frecuentes las
mutaciones en TP53 (64% vs. 18%; P<0,01). Esta ultima asociacién con TP53 también

pudo demostrarse en los pacientes con LMA-t (65% vs. 18%; P<0,01).
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5.5.5 Pacientes con traslocaciones balanceadas

Los 10 pacientes con LMA-t con traslocacion balanceada Unicamente
presentaron mayor frecuencia de mutaciones en los genes activadores de sefial (60%
Vs. 26%; P=0,04).

5.6 Factores con impacto en la supervivencia global , supervivencia libre

de evento e incidencia acumulada de recaida

5.6.1 Analisis univariante de las caracteristicas ¢ linico-biol6gicas

Cincuenta y cinco pacientes que recibieron tratamiento fueron incluidos en los
estudios de supervivencia. La mediana de seguimiento para los pacientes vivos fue de
17 meses. En la Tabla 30 se muestran los resultados del andlisis univariante para SG,

SLE y CIR de las principales caracteristicas clinico-biolégicas de la serie global.
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Tabla 30. Andlisis univariante del impacto pronésti

co de las caracteristicas clinico-bioldgicas en la

SG de las NMRT.

SG al afio SLE al afio CIR al afio
NMRT LMA-t SMD-t NMRT NMRT
N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P
Edad ns ns ns ns ns
<60 24 (44) 54 20 (44) 55 4 (40) 50 16 (52) 38 16 (52) 38
260 31 (56) 37 25 (56) 36 6 (60) 40 15 (48) 33 15 (48) 40
Sexo ns ns ns ns ns
Hombre 25 (45) 36 21 (47) 38 4 (40) 25 13 (42) 39 13 (42) 31
Mujer 30 (55) 52 24 (53) 50 6 (60) 60 18 (58) 33 18 (58) 44
Leucocitos (x10 °/L) ns ns ns ns ns
<30 47 (85) 39 38 (84) 40 9 (90) 38 25 (81) 40 25 (81) 36
230 8 (15) 75 7 (16) 57 1 (10) 100 6 (19) 17 6 (19) 50
PMN (x10%L) ns ns ns ns 0,04
<800 21 (38) 38 20 (44) 35 1 (10) 100 12 (39) 50 12 (39) 17
>800 34 (62) 49 25 (56) 52 9 (90) 37 19 (61) 26 19 (61) 53
Hemoglobina (g/dL) ns ns ns ns ns
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SG al afio SLE al afio CIR al afio
NMRT LMA-t SMD-t NMRT NMRT
N (%) (%) p N (%) (%) P N (%) (%) p N (%) (%) P N (%) (%) P
<10 33 (60) 46 29 (64) 45 4 (40) 50 20 (65) 35 20 (65) 45
210 22 (40) 43 16 (36) a4 6 (60) 40 11 (35) 37 11 (35) 27
Plaguetas (x10 °/L) ns ns ns ns ns
<100 48 (87) 45 38 (84) 45 4 (40) 33 26 (84) 35 26 (84) 39
2100 7(13) 43 7 (16) 44 6 (60) 50 5 (16) 40 5 (16) 40
Plaquetas (x10 °/L) ns ns ns ns ns
<50 33 (60) 35 29 (64) 35 4 (40) 33 16 (52) 38 16 (52) 31
250 22 (40) 59 16 (13) 63 6 (60) 50 15 (48) 33 15 (48) 47
Diagnostico FAB ns na na
LMA-t 45 (82) 44
SMD-t 10 (18) 44
Riesgo citogenético* <0,01 0,01 ns 0,05 ns
Favorable 8 (15) 63 8 (18) 63 0 7 (23) 57 7 (23) 29
Intermedio 19 (36) 53 16 (36) 50 3(33) 66 14 (45) 29 14 (45) 29
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SG al afo SLE al afo CIR al afio
NMRT LMA-t SMD-t NMRT NMRT
N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P
Adverso 26 (49) 36 20 (46) 30 6 (66) 40 9 (32) 33 9 (32) 55
Riesgo citogenético** 0,02 0,04 ns ns ns
Favorable 5(9) 80 5 (11) 80 0 4 (13) 50 4 (13) 50
Intermedio 14 (27) 57 12 (28) 50 2 (22) 50 10 (33) 20 10 (33) 40
Adverso 29 (55) 32 22 (50) 27 7 (78) 50 11 (37) 36 11 (37) 36
No
aplicable™* 5 (9) 60 5 (11) 60 0 5(17) 60 5(17) 20
Tto. previo alquilantes 0,02 0,03 ns ns ns
No 38 (69) 35 31 (70) 36 7 (70) 33 19 (61) 29 19 (61) 38
Si 17 (31) 65 14 (30) 64 3(30) 67 12 (39) 33 12 (39) 40
LPA-t 0,02 0,02 na 0,03 ns
No 50 (91) 43 40 (89) 43 26 (84) 31 26 (84) 42
Si 5 (9) 60 5 (11) 80 5 (16) 60 5 (16) 20

SG: supervivencia global SLE: supervivencia libre de evento CIR: incidencia acumulada de recaida
*De acuerdo a la clasificacién MRC 2010 (Grimwade et al., 2010)

**De acuerdo a la clasificacion ELN 2017 (Dohner et al., 2017)

*** Corresponden a los pacientes con diagnostico de LPA que no se engloban en el indice

ns: No significativa
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En relacion con la SG, la mediana de supervivencia de la serie global fue de
9,3 meses (IC 95%: 5,2-13,4) (jError! No se encuentra el origen de la referencia. ).
las variables que mostraron una influencia prondstica favorable significativa fueron el
tratamiento previo Unicamente con agentes alquilantes (P=0,02) (jError! No se
encuentra el origen de la referencia. )y que la enfermedad desarrollada como evento
secundario fuera una LPA-t (P=0,02) (jError! No se encuentra el origen de la
referencia. ). Debemos sefialar que la aplicacién de las clasificaciones genéticas MRC
2010 y ELN 2017 a los pacientes también demostré diferencias significativas en la SG,
pero s6lo cuando se compararon los pacientes con genética favorable comparados
con el resto (jError! No se encuentra el origen de la referencia. y iError! No se
encuentra el origen de la referencia. ). Al excluir las LPA-t del analisis, ninguna

variable alcanz6 significacion estadistica.
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Figura 12. SG de los pacientes con NMRT que recibier  on tratamiento.
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Figura 14. SG de los pacientes con NMRT en funcién d
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Figura 15. SG de los pacientes con NMRT en funcion d el riesgo citogenético MRC2010.
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Figura 16. SG de los pacientes con NMRT en funcion d el riesgo citogenético ELN2017 incluyendo
las LPA-t.

Con respecto a la SLE, la mediana de la serie global fue de 7,8 meses (IC 95%:
5,5-10,1). La unica variable que mostr6 un impacto favorable en la SLE fue el
diagnéstico de LPA-t (P=0,03) (jError! No se encuentra el origen de la referencia. ).
El tamafio muestral no permitié el andlisis por subgrupos LMA-t y SMD-t. Al igual que
en la SG, la aplicacion de las clasificaciones genéticas MRC 2010 y ELN 2017 a los

pacientes también demostro diferencias significativas en la SLE, pero s6lo cuando se
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compararon los pacientes con citogenética favorable comparados con el resto (jError!

No se encuentra el origen d

e lareferencia. ).
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Figura 17. SLE de las LPA-t respecto al resto de NMRT
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el riesgo citogenético (MRC 2010).

La incidencia acumulada de recaida (CIR) de la serie global a los 12 meses fue

del 32%. La Unica variable asociada con un mayor riesgo de recaida en la serie global

fue el valor del recuento de PMN =800x10°%L (P=0,04) como se muestra en la jError!

No se encuentra el origen

de la referencia. . Al igual que para la SLE, el tamafio

muestral no permitio el analisis univariante de la CIR por subgrupos LMA-t y SMD-t.
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Figura 19. CIR de los pacientes con NMRT en funcion  del recuento de PMN.

5.6.2 Andlisis univariante de las caracteristicas m oleculares

En la Tabla 31 se muestran los resultados del analisis univariante para SG,

SLE y CIR de las principales caracteristicas moleculares de la serie global.
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Tabla 31. Andlisis univariante del impacto pronésti

co de las caracteristicas moleculares en la SG/SLE/

CIR de las NMRT.

SG al afio SLE al afio CIR al afio
NMRT LMA-t SMD-t NMRT NMRT

N (%) (%) P | N®%) (%) P | N(®%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) P
Secondary type ns ns ns ns ns
No 24 (77) 33 35 (80) 43 9 (90) 38 24 (77) 33 24 (77) 42
Si 7 (23) 43 10 (20) 50 1 (10) 100 7 (23) 43 7 (23) 29
de novo /PanLMA ns 0,04 ns ns ns
No 32 (58) 25 26 (58) 23 6 (60) 33 15 (48) 33 15 (48) 40
Si 23 (42) 73 19 (42) 74 4 (40) 67 16 (52) 38 16 (52) 38
Splicing ns ns 0,01 ns ns
No 50 (91) 45 41 (91) 44 9 (90) 50 27 (87) 33 27 (87) 41
Si 5(9) 40 4(9) 50 1 (10) 0 4 (13) 50 4(13) 25
M. Cromatina ns ns 0,01 ns ns
No 47 (85) 46 38 (84) 45 9 (90) 50 26 (84) 35 26 (84) 42
Si 8 (15) 38 7 (16) 43 1 (10) 0 5 (16) 40 5 (16) 20
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SG al afio SLE al afio CIR al afio
NMRT LMA-t SMD-t NMRT NMRT
N (%) (%) P N (%) (%) P | N®%) (%) N (%) (%) N (%) (%) P
Cohesina ns ns ns ns ns
No 47 (85) a4 40 (89) 43 7 (70) 43 26 (84) 35 26 (84) 39
Si 8 (15) 38 5 (11) 40 3(30) 50 5 (16) 40 5 (16) 40
F.Transcripcion ns ns ns ns ns
No 44 (80) 44 37 (82) 43 7 (70) 50 26 (84) 31 26 (84) 42
Si 11 (20) 46 8 (18) 50 3(30) 33 5 (16) 60 5 (16) 20
A.Sefiales ns ns 3 (30) ns ns ns
No 36 (65) 34 28 (62) 43 8 (80) 43 18 (58) 28 18 (58) 39
Si 19 (35) 63 17 (38) 59 2 (20) 50 13 (42) 46 13 (42) 39
Metilacion ns ns ns ns ns
No 36 (65) 37 28 (62) 39 8 (80) 29 19 (61) 32 19 (61) 42
Si 19 (35) 58 17 (38) 53 2 (20) 100 12 (39) 42 12 (39) 33
Gen Supresor 0,03 0,03 ns ns ns
No 35 (64) 56 29 (64) 59 7 (70) 50 25 (80) 36 25 (80) 36
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SG al afo SLE al afio CIR al afio
NMRT LMA-t SMD-t NMRT NMRT
N (%) (%) P N (%) (%) P N (%) (%) N (%) (%) P N (%) (%) P
Si 20 (36) 25 16 (36) 19 3(30) 33 6 (20) 33 6 (20) 50
TP53 0,02 0,03 ns ns ns
No 36 (65) 57 29 (64) 59 7 (70) 50 25 (80) 43 25 (80) 36
Si 19 (35) 21 16 (36) 19 3(30) 33 6 (20) 59 6 (20) 50
DNMT3A 0,04 0,04 ns ns ns
No 50 (91) 9 42 (93) 41 7 (70) 50 28 (90) 33 28 (90) 42
Si 5(9) 30 3(7) 66 3(30) 33 3(10) 43 3(10) 33
NRAS sle/cir ns ns na 0,01 0.05
No 51 (92) 45 41 (94) 43 28 (90) 39 28 (90) 36
Si 4(8) 40 4(8) 59 3(10) 0 3(10) 67

SG: supervivencia global SLE: supervivencia libre de evento CIR: incidencia acumulada de recaida

ns: No significativa
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Las alteraciones que se asociaron de forma significativa con una peor SG en el
andlisis univariante fueron la presencia mutaciones en TP53 (P=0,02) (Figura 20), en los
genes supresores de tumores (P=0,03). Por el contrario, la presencia de mutaciones
en DNMT3A (P=0,04) (Figura 21) consideradas de novo/Pan LMA (P=0,04) (Figura 22) se
asociaron de forma significativa con una mejor SG. Resultados similares se

observaron cuando se analizaron por separado las series de LMA-t y SMD-t.
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Figura 20. SG de los pacientes con NMRT con mutacion es en TP53.
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Figura 21. SG de los pacientes con NMRT con mutacion es en DNMT3A.
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Figura 22. SG de los pacientes con NMRT con alteraci  ones consideradas como mutaciones de

novo/panLMA.

En el andlisis de la SLE, la Unica alteracion genética que se asocio de forma

significativa con una peor SLE fue la presencia de mutaciones en NRAS (P=0,01)
(Figura 23).
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Figura 23. SLE de los pacientes con NMRT con mutacio  nes en NRAS.

En el andlisis de la CIR, la Unica variable que alcanzé significacién estadistica
fue la presencia de mutaciones en NRAS (P=0,05) (Figura 24).
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Figura 24. CIR en los pacientes con NMRT en funcién

5.6.3 Analisis multivariante

Tabla 32. Analisis multivariante de la SG, SLEy CIR e

CIR
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200
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NRAS.

En la Tabla 32 se muestran los resultados del analisis multivariante para SG,
SLE y CIR.

n los pacientes con NMRT

SG SLE CIR
HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P
Cariotipo
LPA-t | 0,14 (0,03-0,61) | 0,03 J NRAS 5,64 (1,50-21,25) | 0,02 complejo 1,03 (1,02-1,05) | <0,01
Cariotipo
TP53 | 2,60 (1,40-4,82) | 0,01 Monosémico 1.04 (1,00-1,05) 0,04
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Discusion

Los resultados del presente estudio muestran que las enfermedades de base
mas frecuentes en los pacientes que desarrollaron una NMRT fueron el cancer de
mama (27%), linfoma no Hodgkin (24%), mieloma multiple (10%) y otra neoplasia
mieloide (10%), mientras que una misceldnea de otras enfermedades representaron
de conjunto el resto de la serie. Los agentes alquilantes y los inhibidores de la
topisomerasa Il, solos o en combinacion fueron los agentes quimioterapicos implicados
en la inmensa mayoria de los casos, destacando que una cuarta parte de los
pacientes habian sido sometidos a un trasplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos. Con respecto a las caracteristicas citogenéticas debemos destacar
la mayoritaria presencia de una alteracion cromosomica en los pacientes con LMA-t
(78%), siendo algo menor en los pacientes con SMD-t (56%). Las alteraciones de los
cromosomas 5y 7, asi como otras alteraciones complejas fueron las alteraciones mas
comunes. A destacar la ausencia de monosomias parciales o totales de los
cromosomas 5 y 7 en los pacientes que habian recibido sélo inhibidores de la
topoisomerasa Il. Se confirma el pronéstico peyorativo de las alteraciones
citogenéticas monosémicas en la SLE y del cariotipo complejo en la tasa de recaida.
Como en las LMA de novo, los pacientes con LPA-t tuvieron un prondstico mas
favorable que el resto de LMA-t. A destacar el valor prondstico independiente en la SG

de las mutaciones de TP53 y de las mutaciones de NRAS en la SLE.

Aunqgue son evidentes algunas debilidades de nuestro estudio, que en gran
medida son comunes a la mayoria de los estudios de cohortes histéricas, no es menos
cierto que el enfoque del estudio nos aporta informacion de interés, especialmente en
el aspecto menos estudiado, como es el perfil mutacional de las NMRT. Quizas la
limitacion mas notable sea el tamafio muestral, especialmente en el subgrupo de
pacientes con SMD-t. Aunque en términos relativos es una serie importante, la
realizacion de analisis en subgrupos puede mermar la potencia estadistica del mismo
y no poner de manifiesto asociaciones estadisticamente significativas, como las
reportadas en alguno de los estudios disponibles en la literatura (Lindsley et al., 2015;
Mauritzson et al., 2002). Como la mayoria de los estudios publicados de pacientes con
NMRT, nuestros pacientes también fueron tratados con esquemas terapéuticos
diversos a lo largo del periodo de estudio. Por esta razon, entre otras, no es tarea facil
comparar los analisis de supervivencia con los reportados en otros estudios (Shih et
al., 2013; Lindsley et al., 2015). Por otro lado, la metodologia empleada tiene también
limitaciones que deben ser tenidas en cuenta. Asi, los métodos de NGS no permiten

estudiar con exactitud determinadas regiones del genoma al no poder garantizar una
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cobertura completa, ademas no se seleccionaron variantes por debajo de 25 lecturas.
Otro aspecto a tener en cuenta es que los andlisis se realizaron con DNA de las
muestras tumorales, por lo que no pueden descartarse alteraciones germinales
potencialmente hereditarias. Finalmente, cometimos inicialmente un error de disefio en
el panel que no permitié el correcto analisis del exon 12 de ASXL1, que si se confirma

su interés deberemos resolver con nuevas muestras en el futuro.

Las caracteristicas de la cohorte de nuestro estudio es similar a la mayoria de
los estudios publicados (Kartarjian et al., 1986; Le Beau et al., 1986; Czader et al.,
2009; Cervera et al., 2007; Kayser et al., 2011), siendo los tumores sdlidos,
especialmente cancer de mama y linfoma no Hodgkin, el antecedente de enfermedad
de base previa mas frecuente, seguido de las enfermedades oncohematoldgicas y los
procesos autoinmunes. Aunque un la cuarta parte de los pacientes en nuestro estudio
tenia el antecedente de un LNH, esta proporcién es inferior a la reportada por otros
grupos, en las que los pacientes con LNH representan en torno al 45-50% (Kayser et
al., 2011; Bueso-Ramos et al.,, 2015). Esta observacién podria justificarse por un
sesgo de seleccibn de los pacientes, posiblemente relacionado con que la
disponibilidad de DNA fuese un criterio de inclusion en el estudio. Es posible que este
requerimiento hubiese llevado a una selecciébn de pacientes diagnosticados mas
recientemente en los gque el uso de radioterapia es mucho mas restringido que en
otras épocas pasadas, en las que los esquemas mas clasicos de tratamiento recurrian
con relativa frecuencia al uso de radioterapia. Merece también algin comentario la
baja proporcion de pacientes que tenian el antecedente de EH (3%), lo que contrasta
con otras series en las que est4 enfermedad era la segunda més frecuente entre las
enfermedades hematoldgicas (Kayser et al., 2011). Este hallazgo esta en linea con lo
observado por el registro aleman de EH, en el que el antecedente de esta enfermedad
en pacientes que desarrollaron una NMRT era también mucho menor que lo reportado
previamente en la literatura (Eichenauer et al., 2015). También en este caso, como lo
argumentado més arriba para los LNH, esto podria deberse al cambio en los
esquemas de tratamiento de la EH, implicando un menor uso de RT que en tiempos

pretéritos.

La mayor frecuencia de antecedente de cancer de mama en el grupo de los
pacientes con LMA-t comparado con los SMD-t podria estar justificado por los cambios
en los tratamientos previos administrados en los pacientes, asi como, la naturaleza de

la serie, detalles que se exponen a continuacién, o bien, porque las pacientes no
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fueron diagnosticadas en la fase previa de SMD-t si no ya directamente como LMA-t,

pasando esta fase previa inadvertida.

La relacion entre los tratamientos previos y los tipos de NMRT en nuestros
pacientes discrepa en algunos aspectos de lo publicado por otros autores. Los
pacientes tratados con agentes alquilantes y/o RT en nuestro estudio se presentaron
con mayor frecuencia como LMA-t, mientras que la mayor parte de pacientes con
SMD-t habian recibido tratamiento previo con inhibidores de la topoisomerasa Il. Este
hallazgo es aparentemente contrario a lo descrito clasicamente, donde la exposicion a
inhibidores de topoisomerasa Il se ha asociado con mayor frecuencia a al desarrollo
de una LMA-t. Sin embargo, como ya se han hecho eco otros grupos, los cambios y
combinaciones de los tratamientos oncoldgicos actuales hacen mas dificil separar a
los pacientes de NMRT como se hacia clasicamente. Quizas por ello, la clasificacién
de la OMS, en su version de 2008, ya excluyd el tratamiento previo como elemento
diferenciador (Smith et al., 2003; Kayser et al.,, 2011). En los pacientes de nuestra
serie, s6lo un 29% de los pacientes que recibieron inhibidores de topoisomerasa Il lo
hicieron de forma aislada, mientras que el resto habia recibido estos farmacos en
combinaciones con agentes alquilantes y/o RT. Esto podria corresponder a un cambio
de tendencia en el tratamiento mas manifiesto en los pacientes con diagndstico mas
reciente, cuyo sesgo de seleccién vendria determinado, como se ha comentado
anteriormente para los LNH y EH, por la disponibilidad de DNA en los pacientes mas

recientes.

En relacion con los tiempos de latencia desde la exposicion a la terapia
leucemogénica de la enfermedad de base hasta el diagnéstico de NMRT, los
observado en este estudio no difiere significativamente de lo reportado en otras series,
ni tampoco fue diferente entre LMA-t y SMD-t (Pedersen-Bjergaard et al., 2002%; 2006°
y 2008°; Smith et al., 2003; Arber et al., 2008; Czader et al., 2009).

La frecuencia y distribucion de las anormalidades citogenéticas previamente
comentadas, que afectaron prioritariamente a la pérdida de material de los
cromosomas 5y 7, y que con frecuencia se observaron en el contexto de cariotipos
complejos (28%) y monosdmicos (25%) mostraron ser mas comunes que lo descrito
en los pacientes con LMA de novo, (Le Beau et al.,, 1986; Andersen et al., 1998;
Mauritzson et al., 2002; Smith et al., 2003; Kayser et al., 2011). Por otro lado, no

encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con LMA-t
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y SMD-t, salvo por lo referente a las traslocaciones balanceadas, so6lo presentes en el

primer grupo justificado por la propia definicion de LMA.

El estudio de la relacion entre el tratamiento previo y las alteraciones
citogenéticas mostré una mayor frecuencia de alteraciones en los cromosomas 5y 7
en los pacientes que fueron tratados con alquilantes y/o RT, similar a los observado
por otros (Pedersen-Bjergaard et al., 2002; Arber et al., 2008). Esta relacion entre el
tipo de tratamiento previo y las anomalias citogenéticas no pudo establecerse con los
cariotipos complejos. Cuando se analiz6 de forma aislada el uso de alquilantes
(excluyendo los pacientes que recibieron RT) s6lo se mostré asociacion estadistica
con el desarrollo de traslocaciones balanceadas. En cuanto a los inhibidores de
topoisomerasa I, pudimos demostrar su relacién con la presencia de traslocaciones
balanceadas como se reporta en la literatura (Andersen et al., 1998; Sill et al., 2011).
Sin embargo, no podemos sacar conclusiones sélidas debido al escaso tamafio

muestral a este respecto.

Es dificil comparar nuestros resultados con los publicados previamente en lo
referente al perfil molecular de los pacientes con NMRT, principalmente debido a que
son pocos los estudios que han empleado tecnologia de NGS vy, por tanto, no todos
han analizado los mismos genes o lo han hecho de forma exhaustiva. Por otro lado, no
todos los grupos analizan de forma conjunta pacientes con NMRT, siendo mas
habitual el estudio de pacientes con LMA-t como se muestra en la Tabla 33. Esta
variabilidad en las técnicas empleadas y el perfil de los pacientes podrian justificar las
diferencias encontradas entre otros grupos y nuestro estudio. Aunque se mantengan
las caracteristicas generales publicadas en otros trabajos, creemos que la diversidad
de pacientes con NRMT aportado en el presente trabajo enriquece los resultados al

permitir abordar de forma méas completa esta enfermedad.

98



Discusion

Tabla 33. Seleccion de series publicadas que incluye  ron estudios moleculares en pacientes con
NMRT.

N alt. TP53  TET2 SETBP1 RUNXL ASXL1 LMAY  Técnica
%  N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) SMDt

OK et al. 70 59 25 (36) ND ND ND ND 42/28 NGS
2015 hotspot
Lindsleyet 101 97 23(23) 14 (14) 3(3) 11 (11) 17 (17) 101 NGS
al. genes
2015 completos
Pedersen- 140 72 34 (24) ND ND 22 (16) ND 51/89 Sanger
Bjergaard
etal.
2008
Shihetal. 38 42 8 (21) 4 (11) ND ND 1(3) 6/32 Sanger
2013
Voso et al. 7 26 ND ND ND ND ND 7 NGS
genes
2013 splicing
Ramsingh 23 35 2 (10) 8 (35) ND ND 3(13) 23 WGS
et al.
2012
Presente 74 95 27(37) 17(23) 10(14) 9(12) ND 55/19 NGS
estudio

1 Pendiente de publicacién ND: no disponible

La frecuencia global de mutaciones del 95% es nuestra serie es superponible a
la reportada por otros grupos que han aplicado una tecnologia similar (Lindsley et al.,
2015); las discrepancias con otros grupos, en cambio, pueden justificarse porque no
realizaron una cobertura tan amplia de genes, analizando Unicamente regiones hotspot
(Ok et al.,, 2013). El resto de estudios muestra una frecuencia mutacional diversa
(Tabla 33) pero siempre menor que la detectada los pacientes del presente estudio. En
este caso creemos que son las diferencias metodologicas las que justificarian en gran
medida estos resultados, por la menor sensibilidad de la tecnologia Sanger comparado
con la NGS.

El andlisis especifico de los pacientes con LMA-t, mostré una frecuencia (95%)
y una distribucion de las mutaciones parecida a lo publicado por el grupo de Lindsley
et al., (2015), usando una metodologia similar a la del presente estudio. En cambio, en

otras series, los pacientes presentaron alteraciones entre el 26% y 86%. Esta
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variabilidad podria justificarse, entre otros, por los genes candidatos a estudio, ya que
Voso et al., (2013) describieron una frecuencia de 26% de mutaciones, estudiaban
genes implicados en la maquinaria del splicing, que generalmente se encuentran con
mas frecuencia alterados en pacientes con SMD. En los pacientes con SMD-t, la tasa
de mutaciones fue superior a lo reportado por el resto de grupos (95%). Ello podria
justificarse por la seleccion de genes, la baja representacion de esta enfermedad en la
mayoria de los estudios, o por la utilizacion de tecnologia con menor sensibilidad que
la NGS. El Unico grupo que empled la misma metodologia reporté una frecuencia
mutacional menor, pero como se ha mencionado previamente, su analisis se limit6 a
determinadas regiones geénicas. (Ok et al., 2015). La comparativa del estado
mutacional de los genes analizados entre los pacientes con LMA-t y SMD-t no mostré
diferencias entre ambos. Este hecho se mantuvo en todas las comparaciones
realizadas, bien de forma individual en cada gen asi como cuando la comparaciéon se

establecid en base al grupo funcional.

La frecuencia de las alteraciones de los distintos genes en los pacientes de
nuestro estudio (TP53 37%, TET2 23%, SETBP1 14%, y RUNX1 12%) fue Unicamente
comparable con lo reportado por Lindsley et al, quienes usaron una metodologia
similar a la nuestra. Las discrepancias con el estudio de Lindsley et al en la frecuencia
de mutaciones del gen ASXL1 se justificarian, como hemos comentado anteriormente,

por el error en el disefio de nuestro panel.

La asociacion entre las mutaciones de TP53 con los cariotipos complejos, asi
como con alteraciones de los cromosomas 5 y 7 aisladas, coinciden con lo que ha sido
previamente reportado. (Pedersen-Bjergaard et al., 2008; Shigh et al., 2013, Ok et al.,
2015; Lindsley et al., 2015). La asociacion de las mutaciones de TP53 con el cariotipo
monosomico no ha sido evaluada en otros estudios con quienes compararnos. Estas
asociaciones, demostradas en el conjunto de las NMRT, se mantenian en los
pacientes con LMA-t, pero no en los SMD-t. En estos Ultimos, Unicamente se pudo
establecer la relacion entre la presencia de mutaciones en TP53 y cariotipos complejos
y monosomicos, probablemente debido al escaso numero de pacientes en este

subgrupo.

En relacion con la asociacién de la mutacion de TP53 y los agentes alquilantes
reportada por Pedersen-Bjergaard et al., (2008), nosotros no fuimos capaces de
demostrarla ni en la serie global de NMRT ni en los subanalisis en los pacientes con

LMA-t y SMD-t por separado. La asociacion inversa entre las mutaciones del gen TP53
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y las mutaciones de NPM1 que encontramos en nuestro estudio no lo hemos

encontrado descrito en otros estudios.

La ausencia de mutaciones en los genes FLT3, IDH1 y WT1 en los pacientes
de la serie creemos que merece ser resaltada aunque estos genes no suelen
encontrarse alterados en NMRT siento la frecuencia descrita en FLT3 y IDH1 bastante
inferior (5%) a la LMA de novo (Ok et al., 2015) y del 3% en WTL1 de en el grupo de
LMA-t (Lindsley et al., 2015).

La estratificacion de los pacientes del presente estudio de acuerdo al perfil
mutacional propuesto por Lindsley et al (2015), se hizo debido a que
metodoldgicamente era el mas similar al trabajo realizado en este proyecto de Tesis
Doctoral. Un 20% de los pacientes de nuestro estudio se incluyeron en el grupo
“secondary type mutations”, definido principalmente por las mutaciones en ASXL1; y
un 41% presentaron mutaciones de tipo “nova/pan LMA”. Sin embargo, no pudieron
confirmarse las caracteristicas descritas por estos autores en cada subgrupo de
pacientes, ya que, como se ha comentado anteriormente, un error en el disefio de la
cobertura del gen ASXL1 podria afectar al andlisis de los resultados. Diferente es el
caso de las mutaciones en TP53, cuya incidencia y asociacién con los cariotipos
complejos y una menor supervivencia global son similares a las descritas Lindsey et al.
(2015).

El andlisis multivariante demostr6 que las variables asociadas de forma
independiente a la supervivencia fueros las mutaciones en TP53, confiriendo un
pronéstico adverso, y el diagnéstico de LPA-t con un pronéstico favorable,
coincidiendo con lo reportado previamente en la literatura (Park et al., 2013; Shing et
al., 2013; Lindsley et al., 2015; Sevcikova et al.,, 2016). La asociacion entre las
mutaciones del gen NRAS vy el cariotipo monosomico con la SLE, asi como de los
cariotipos complejos con la incidencia acumulada de recaida debemos interpretarlos
con cautela debido al ndmero limitado de pacientes y la ausencia de bibliografia de

referencia.

Finalmente, la aplicacion de los sistemas de clasificacion prondstica para LMA
de novo basados en la citogenética y el perfil mutacional (MRC 2010, ELN 2017),
mostrd capacidad para estratificar de forma significativa los grupos de pacientes de
bajo y alto riesgo citogenético, pero sin poder discriminar entre los pacientes de riesgo

intermedio y alto. Esto se justificaria porque son clasificaciones realizadas sobre
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pacientes con enfermedad mieloide de novo, limitando por tanto su aplicacion en los

pacientes con NMRT.
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Conclusiones

1. La distribucion de las enfermedades mas comunmente implicadas en el desarrollo
de una NMRT mostr6 que el cancer de mama y el linfoma no Hodgkin
representaban algo méas de la mitad de la serie (27% y 24%, respectivamente), el
mieloma mudltiple (10%), otra neoplasia mielode (10%) y una miscelanea de otras

enfermendades representaron el resto de la serie (28%).

2. La mediana de latencia para el desarrollo de una NMRT fue de 61 meses (extremos

4 — 346), sin diferencias estadisticamente significativas entre la LMA-t y el SMD-t.

3. Los agentes alquilantes y los inhibidores de la topisomerasa IlI, solos o en
combinacion, fueron los agentes quimioterdpicos implicados en la inmensa mayoria
de los casos. La radioterapia también estuvo implicada en una importante
proporcion de pacientes, de forma aislada o en combinacion (16% y 31%,
respectivamente). Una cuarta parte de los pacientes habian sido sometidos a un

trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos.

4. Los pacientes que habian recibido tratamiento con agentes alquilantes y/o
radioterapia se presentaron en su mayoria como LMA-t, mientras que los pacientes
que recibieron inhibidores de topoisomerasa Il lo hicieron en su mayoria como
SMD-t.

5. En los pacientes con LMA-t encontramos un alteracion cromosémica en el 78% de

los casos, mientras que la proporcién fue mas baja en los SMD-t (56%).

6. Las alteraciones citogenéticas mas frecuentes fueron la monosomia del cromosoma
7 y la pérdida del brazo largo del cromosoma 5. Los pacientes con NMRT
presentaron cariotipos complejos y monosémicos en el 25% y 28% de los casos,
respectivamente. Salvo una proporcion de pacientes con traslocaciones
balanceadas en el grupo con LMA-t, que por definicién excluyen el diagnostico de
SMD, no observamos diferencias en el perfil citogenético de los pacientes con LMA-
ty SMD-t.

7. La metodologia de NGS permiti6 detectar alteraciones moleculares en un 95% de
los pacientes con NMRT, siendo los genes mas frecuentemente mutados TP53
(37%), SETBP1 (14%) y RUNX1 (12%).

8. Las diferencias encontradas en el perfil mutacional de las LMA-t y los SMD-t no
fueron estadisticamente significativas ni cuando se compararon individualmente ni

por categorias funcionales.
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9.

10.

11.

Las mutaciones de TP53 se asociaron fuertemente con alteraciones citogenéticas
de mal prondéstico como el cariotipo complejo (65%), cariotipo monosomico (58%) y
alteraciones de los cromosomas 5 y/o 7 (69%).

Las variables que identificamos con valor prondéstico independiente para la SG, SLE

y CIR fueron las siguientes

a. Supervivencia global: las mutaciones de TP53 (peor si TP53 mutado) y
el diagnéstico de LPA-t (mejor si LPA).

b. Supervivencia libre de enfermedad: las mutaciones de NRAS (peor si
NRAS mutado) y el cariotipo monosémico.

c. Incidencia acumulativa de recaida: el cariotipo complejo.

La aplicacion de las clasificaciones citogenéticas MRC2010 y ELN2017 permitio
discriminar en términos de supervivencia global entre los pacientes de alto y bajo
riesgo, desdibujandose su capacidad de discriminar entre el riesgo intermedio y alto

de ambas clasificaciones.
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Anexo

Tabla I. Nomenclatura de mutaciones detectadas en |

a serie global por NGS.

Gen Localizacion Tipo Cob. VAF c.DNA Proteina Cosmic S.

(%) pat’
TP53 crl7:7577593 INDEL 1977 6 c.686_687delGT p.C229fs 44360 1
TP53 crl7:7578263 SNV 1816 7 €.586C>T p.R196Ter 10705 1
TP53 crl7:7578190 SNV 1986 79 C.659A>G p.Y220C 10758 1
TP53 crl7:7578394 SNV 1990 8 c.536A>G p.H179R 10889 1
TP53 crl7:7578406 SNV 1997 16 c.524G>A p.R175H 10648 1
TP53 crl7:7578204 SNV 1995 23 €.645T>G p.S215R 44979 1
TP53 crl7:7577539 SNV 2000 27 c.742C>T p.R248W 10656 1
TP53 crl7:7577097 SNV 1441 33 C.841G>A p.D281N 43596 1
TP53 crl7:7578525 SNV 100 41 €.405C>G p.C135W 44219 1
TP53 crl7:7577120 SNV 1997 41 C.818G>A p.R273H 10660 1
TP53 crl7:7574002 INDEL 1918 43 €.1024_1024delC p.R342fs 18597 1
TP53 crl7:7577121 SNV 1993 47 c.817C>T p.R273C 10659 1
TP53 crl7:7578203 SNV 1995 52 C.646G>A p.v216M 10667 1
TP53 crl7:7578535 SNV 306 55 €.395A>G p.K132R 11582 1
TP53 crl7:7577124 SNV 1252 63 c.814G>A p.V272M 10891 1
TP53 crl7:7578265 SNV 1456 73 c.584T>C p.1195T 11089 1
TP53 crl7:7577124 SNV 1576 79 c.814G>A p.V272M 10891 1
TP53 crl7:7577120 SNV 1643 82 C.818G>A p.R273H 10660 1
TP53 crl7:7577094 SNV 1644 83 €.844C>G p.Arg282Gly 10992 1
TP53 crl7:7578271 SNV 1691 85 c.578A>G p.H193R 10742 1
TP53 crl7:7578406 SNV 1729 87 c.524G>A p.R175H 10648 1
TP53 crl7:7577571 SNV 1902 95 c.710T>A p.M237K 43952 1
TP53 crl7:7577093 INDEL 1955 8 €.844_845insAGG p.R282delinsQG 45866 2
TP53 crl7:7579470 INDEL 1011 15 €.216_217insC p.V73fs 128714 2
TP53 crl7:7578475 SNV 200 23 c.455C>T p.P152L 10790 2
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Gen Localizacion Tipo Cob. VAF c.DNA Proteina Cosmic S.

(%) pat’
TP53 crl7:7578518 SNV 310 25 c.412G>C p.A138P 11188 2
TP53 crl7:7578395 SNV 1992 28 c.535C>A p.H179N 44151 2
TP53 crl7:7577536 SNV 1979 32 C.745A>G p.R249G 10668 2
TP53 crl7:7578441 SNV 827 29 .489C>G p.Y163Ter 43820 2
TP53 crl7:7578496 SNV 304 44 C.434T>A p.L145Q 44137 2
TP53 crl7:7577142 SNV 1997 51 c.796G>T p.G266Ter 44891 2
TP53 crl7:7578496 SNV 205 64 c.434T>G p.L145R 45351 2
TP53 crl7:7579546 INDEL 1998 74 €.140_140delC p.P47fs 13161 2
TP53 crl7:7578395 SNV 1655 82 €.535C>T p.H179Y 10768 2
TP53 crl7:7579581 SNV 1999 6 €.106C>T p.P36S No 3
TET2 cr4:106164794 SNV 1999 6 €.3662G>A p.C1221Y 211717 1
TET2 cr4:106182926 SNV 1999 17 €.3965T>A p.L1322Q 211728 1
TET2 €r4:106197210 SNV 1999 39 €.5543C>G p.S1848Ter 5945069 1
TET2 cr4:106164068 SNV 494 47 c.3578G>A p.C1193Y 1737882 1
TET2 Cr4:106164741 SNV 1998 49 €.3609C>G p.S1203R 1235473 1
TET2 cr4:106180783 INDEL 1292 50 .3811_3812insG p.C1271fs 4170106 1
TET2 cr4:106157698 SNV 1998 52 €.2599T>C p.Y867H 327337 1
TET2 cr4:106197401 SNV 1999 93 c.5734C>T p.H1912Y 4766174 1
TET2 cr4:106190782 SNV 805 5 .4060A>G p.R1354G No 2
TET2 cr4:106196248 INDEL 1142 37 c.4582_4582delC p.Q1529fs No 2
TET2 cr4:106196248 INDEL 493 39 .4582_4582delC p.Q1529fs No 2
TET2 cr4:106157650 SNV 1998 40 c.2551C>T p.P851S 2952775 2
TET2 cr4:106196248 INDEL 310 44 c.4582_4582delC p.Q1529fs No 2
TET2 cr4:106197367 INDEL 1989 49 ¢.5701_5701delT p.Y1902fs No 2
TET2 cr4:106157489 INDEL 972 51 €.2391_2391delC p.F797fs No 2
TET2 cr4:106196770 SNV 1808 41 ¢.5103G>A p.M17011 No 3
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Gen Localizacion Tipo Cob. VAF c.DNA Proteina Cosmic S.
(%) pat’
TET2 cr4:106155199 SNV 1996 47 ¢.100C>T p.L34F No 3
TET2 cr4:106196819 SNV 1343 50 €.5152G>T p.v1718L 41742 3
TET2 cr4:106196834 SNV 2000 50 €.5167C>T p.P1723S 1235472 3
TET2 cr4:106156729 SNV 1990 60 ¢.1630C>T p.R544Ter 41850 3
TET2 cr4:106196458 SNV 1992 52 c.4791C>G p.F1597L No 4
SETBP1 | cr18:42531907 SNV 1998 12 €.2602G>A p.D868N 1318400 1
SETBP1 | cr18:42530351 SNV 2000 5 .1046A>G p.N349S No 2
SETBP1 | cr18:42530258 SNV 739 5 c.953A>G p.D318G No 2
SETBP1 | cr18:42531149 SNV 1998 6 .1844G>A p.R615Q No 2
SETBP1 | cr18:42531913 SNV 1991 8 €.2608G>A p.G870S No 2
SETBP1 | cr18:42530845 SNV 1993 10 ¢.1540C>T p.P514S No 2
SETBP1 | cr18:42531917 SNV 1672 23 €.2612T>C p.1871T No 2
SETBP1 | cr18:42531917 SNV 1999 45 €.2612T>C p.1871T No 2
SETBP1 | cr18:42533267 SNV 1994 47 €.3962G>A p.R1321H No 2
SETBP1 | cr18:42533267 SNV 1999 47 €.3962G>A p.R1321H No 2
RUNX1 €r21:36259173 SNV 579 7 c.318G>T p.W106C 24720 1
RUNX1 cr21:36231782 SNV 1981 7 c.602G>A p.R201Q 24805 1
RUNX1 cr21:36252866 SNV 1997 15 c.496C>T p.R166Ter 24769 1
RUNX1 €r21:36171607 SNV 1999 30 €.958C>T p.R320Ter 41699 1
RUNX1 €r21:36206845 SNV 1972 45 c.667G>T p.E223Ter 4385168 1
RUNX1 €r21:36259312 SNV 1999 56 c.179C>T p.ABOV 24762 1
RUNX1 €r21:36231791 SNV 2000 56 c.593A>G p.D198G 24799 1
RUNX1 cr21:36231833 SNV 2000 9 c.551C>T p.P184L 1030461 2
RUNX1 cr21:36252875 SNV 1998 38 c.487T>G p.F163V No 2
RUNX1 €r21:36206711 SNV 1998 88 c.801G>A p.M2671 1681955 2
BCOR crx:39932084 INDEL 1987 5 €.2514_2515insC p.K839fs 1319442 1
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Gen Localizacion Tipo Cob. VAF c.DNA Proteina Cosmic S.
(%) pat’
BCOR crx:39932084 INDEL 1736 6 €.2514_2515insC p.K839fs 1319442 1
BCOR crx:39932084 INDEL 1978 7 €.2514_2515insC p.K839fs 1319442 1
BCOR crx:39932084 INDEL 1990 12 €.2514_2515insC p.K839fs 1319442 1
BCOR crx:39931873 SNV 1432 33 c.2726G>A p.G909D No 2
BCOR crx:39932279 SNV 881 44 €.2320A>G p.K774E No 2
BCOR crx:39911402 SNV 413 8 €.5228G>A p.W1743Ter No 2
BCOR crx:39913251 SNV 1994 9 .4864G>T p.G1622Ter No 2
BCOR crx:39932807 INDEL 287 100 €.1791_1792insT p.V598fs No 2
DNMT3A | ¢r2:25457243 SNV 1988 52 C.2644C>T p.R882C 53042 1
DNMT3A | ¢r2:25467190 SNV 1993 92 C.1685G>A p.C562Y 249136 1
DNMT3A | ¢r2:25462035 INDEL 1976 42 €.2371_2371delG p.A791fs No 2
DNMT3A | cr2:25464513 INDEL 810 49 .1998_1999delTG p.C666Ter No 2
DNMT3A | ¢r2:25462038 INDEL 1782 50 €.2367_2368delCA p.H789fs No 2
DNMT3A | ¢r2:25505414 SNV 364 10 €.344C>G p.P115R No 4
DNMT3A | cr2:25505414 SNV 618 11 €.344C>G p.P115R No 4
PTPN11 | ¢r12:112888199 SNV 467 22 €.215C>T p.A72V 13015 1
PTPN11 | cr12:112926888 SNV 963 45 .1508G>T p.G503V 14271 1
PTPN11 | cr12:112884103 SNV 849 5 c.38G>C p.G13A 430369 2
PTPN11 | ¢r12:112884093 SNV 1998 49 C.28A>G p.N10D No 3
PTPN11 | ¢r12:112919962 SNV 1999 15 c.1177G>A p.A393T No 4
PTPN11 | ¢rl2:112926974 SNV 687 52 c.1594G>A p.E532K No 4

! Genes con variantes detectadas en mas de 5 pacientes

" 1= patogénica, 2= probablemente patogénica, 3= variante de significado incierto, 4= probablemente benigna
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Tabla Il. Nomenclatura de mutaciones detectadas en

la serie global por NGS en 5 0 menos

pacientes.
Gen Locus Tipo Cob | VAF c.DNA Proteina Cosmic S. pat’
(%)
ASXL1 | cr20:3102112 SNV 2000 6 c.1121A>G p.N374S No 3
2
ASXL1 | cr20:3102115 INDEL 1984 16 c.1157_1158delTG p.v388fs No 3
7
ASXL1 | cr20:3102133 SNV 1998 43 .1331C>G p.S444Ter No 4
2
BRAF chr7:1405078 SNV 564 5 €.662A>G p.E221G No 2
09
CBL cr11:1191489 SNV 303 40 c.1211G>A p.C404Y 34068 1
91
CBL cr11:1191492 SNV 1997 40 €.1254C>A p.F418L 34078 1
46
CBL cr11:1191492 SNV 1998 41 €.1249C>T p.P417S 3738507 1
41
CEBP cr19:3379275 SNV 253 10 c.566C>A p.P189H No 4
A 5
CEBP | cr19:3379242 SNV 2000 16 €.901G>T p.D301Y No 2
A 0
CEBP €r19:3379242 SNV 1992 19 €.899G>T p.R300L 27478 1
A 2
CEBP €r19:3379239 INDEL 1948 21 €.925_926insCCA p.V308_E309insA No 2
A 5 AGCAGCGCAAC KGQRNV
GTGG
CEBP €r19:3379313 SNV 144 30 c.182C>G p.Ser61Cys No 2
A 9
CEBP | cr19:3379238 INDEL 1968 44 €.939_940insAGA p.Val314fs No 2
A 1 AG
CEBP | ¢r19:3379235 SNV 1996 45 €.962A>G p.Asn321Ser 5065128 1
A 9
EZH2 Cr7:14851442 SNV 1689 10 c.1298A>G p.E433G No 2
6
EZH2 | cr7:14852356 SNV 2000 17 c.893G>A p.R298H No 4

0
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EZH2 cr7:14850876 INDEL 1989 17 €.1902_1902delA p.D635fs No 2
1

IDH2 cr15:9063193 SNV 1999 30 C.419G>A p.R140Q 41590 1
4

IDH2 cr15:9063193 SNV 980 40 C.419G>A p.R140Q 41590 1
4

IDH2 cr15:9063193 SNV 857 41 c.419G>A p.R140Q 41590 1
4

IDH2 cr15:9063193 SNV 1999 44 c.419G>A p.R140Q 41590 1
4

IDH2 cr15:9063193 SNV 813 49 Cc.419G>A p.R140Q 41590 1
4

JAK2 cr9:5073710 SNV 663 5 c.1789G>A p.A597T 5032211 2

JAK2 cr9:5072561 SNV 824 51 c.1711G>A p.G571S 29107 1

KIT cr4:55599320 SNV 1999 12 C.2446G>T p.D816Y 1310 1

KIT cr4:55589768 INDEL 1979 16 c.1251_1253delTT p.Y418del No 2

A

KIT cr4:55599321 SNV 1998 16 C.2447A>T p.D816V 1314 1

KIT cr4:55589774 SNV 1985 16 c.1256A>G p.D419G 1430124 1

KRAS cr12:2539828 SNV 1996 10 c.35G>A p.G12D 521 1
4

KRAS crl2:2539828 SNV 985 12 ¢c.35G>A p.G12D 521 1
4

KRAS crl2:2539828 INDEL 966 15 c.31_32insGAG p.G10dup 1166616 1
7

KRAS cr12:2539828 SNV 1068 16 c.38G>A p.G13D 532 1
1

KRAS crl2:2539826 SNV 812 17 c.53C>A p.A18D 542 1
6

KRAS crl2:2539828 SNV 2000 30 ¢c.35G>C p.G12A 522 1
4

LUC7L €r7:13909200 INDEL 354 42 ¢.589_589delC p.H197fs No 2
2 6

LUC7L €r7:13910233 SNV 1002 48 c.852A>C p.E284D No 2
2 5
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LUC7L cr7:13910700 SNV 1188 52 c.1093A>C p.K365Q No 4
2 9

LUC7L | ¢r7:13910233 SNV 2000 55) c.852A>C p.E284D No 2
2 5

NF1 crl7:2966384 SNV 1997 5 c.6344C>T p.P2115L 5597166 2
9

NF1 crl7:2966194 SNV 1195 10 c.5902C>T p.R1968Ter 3402748 1
5

NF1 crl7:2965313 INDEL 1982 15 ¢.5132_5133insT p.P1712fs No 2
4

NF1 crl7:2957603 SNV 1998 49 c.4010G>A p.R1337Q No 4
7

NF1 crl7:2949695 SNV 615 51 c.528T>A p.D176E 24498 2
7

NRAS cr1:11525874 SNV 1998 5 c.38G>A p.G13D 573 1
4

NRAS crl:11525874 SNV 1741 6 c.34G>A p.G12S 563 1
8

NRAS crl:11525874 SNV 1998 16 ¢c.35G>C p.G12A 565 1
7

NRAS cr1:11525874 SNV 1997 34 c.38G>T p.G13V 574 1
4

PHF6 crX:13352794 SNV 1458 33 c.385C>T p.R129Ter 4606367 2
9

SF3A1 cr22:3073383 SNV 603 5 c.1796G>C p.R599P No 2
4

SF3A1 cr22:3073383 SNV 653 5 c.1796G>C p.R599P No 2
4

SF3A1 cr22:3073371 INDEL 358 96 ¢.1915_1916insC p.M639fs No 2
4

SF3B1 €r2:19826735 SNV 1354 40 €.1998G>T p.K666N 131557 1
9

SF3B1 €r2:19826735 SNV 1988 42 €.1998G>C p.K666N 131557 1
9

SF3B1 €r2:19826735 SNV 1589 44 c.1997A>G p.K666R 131553 1
9

SMC3 crl0:1123608 SNV 953 5 ¢.2590T>G p.S864A No 4
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34
SMC3 | cr10:1123608 SNV 591 6 €.2590T>G p.S864A No 4
34
SMC3 | cr10:1123608 SNV 467 7 €.2590T>G p.S864A No 4
34
SMC3 | cr10:1123580 SNV 1992 47 €.2222T>A p.M741K No 4
02
SMC3 | crl0:1123579 | INDEL | 1946 47 €.2215_2220delAT | p.M739_K740del No 2
94 GAAG
SPAR | cr5:15104933 SNV 1998 53 .343G>T p.D115Y No 2
c 3
SRSF | cr17:7473295 SNV 637 32 C.284C>A p.P95H 144993 1
2 9
SRSF | cr17:7473295 SNV 198 33 .284C>T p.P95L 146288 1
2 9
SRSF | cr17:7473295 | INDEL | 118 44 c.287_288insC p.D97fs No 2
2 5
STAG | crx:12318406 SNV 1997 12 C.919A>T p.I1307F No 2
2 1
STAG | crx:12318131 SNV 1226 17 ¢.775C>T p.R259Ter 216178 1
2 1
STAG | crx:12322054 SNV 1776 42 €.3202T>C p.S1068P No 4
2 5
STAG | crx:12319175 | INDEL | 1115 59 c.1344_1348delGA p.R451fs No 2
2 4 AAA
STAG | crx:12321031 | INDEL | 1522 94 €.2665_2666insA p.Y889fs No 2
2 3
U2AF1 | cr21:4452445 SNV 1827 39 ¢.101C>T p.S34F 166866 1
6
ZRSR | crx:15821854 SNV 1837 7 C.247C>A p.Q83K 2
2
ZRSR | crx:15841230 | INDEL | 204 32 c.1314_1315insAG | p.G438_S439insS 4169502 4
2 CCGG R
ZRSR | crx:15836741 SNV 215 80 ¢.803G>C p.G268A 2
2
ZRSR | crX:15841230 | INDEL | 461 94 .1314_1315insAG | p.G438_S439insS 4169502 4
2 CCGG R
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