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1.INTRODUCCION






Introduccién

1.1. Leucemia mieloide aguda (LMA)

1.1.1.Definicion

La LMA es una neoplasia clonal de las células progenitoras mieloides de la
médula o6sea (MO) en la que existe un trastorno grave del equilibrio
proliferacion/diferenciacion, de tal manera que las células afectas conservan su
capacidad de autorenovacion y proliferacién, sin embargo, son incapaces de
diferenciarse a estadios mas avanzados de la maduracion mieloide. Esto conlleva una
acumulacion de células inmaduras (blastos) en la MO que desplazan a los componentes
de otras lineas hematopoyéticas (serie eritroide, megacariocitica, linfoide) dando lugar
a una insuficiencia de la MO. Ademas, los blastos pueden infiltrar otros 6rganos y tejidos,
siendo frecuente su presencia en sangre periférica (SP) (Frohling et al, 2005, Estey &
Dohner, 2006).

1.1.2. Epidemiologia

La LMA es una enfermedad infrecuente, su incidencia se estima en 3 casos por
100.000 habitantes/afio. Su incidencia aumenta con la edad, siendo la mediana de
presentacién a los 65 afios y alcanzando una incidencia de aproximadamente 12 casos
por 100.000 habitantes afno por encima de esa edad. En los adultos representa el 30%
de las leucemias y el 85% de las leucemias agudas. La LMA es la causa del 1,2% de la

mortalidad global por cancer (Siegel et al, 2017).

1.1.3.Etiologia

La etiologia de la enfermedad es desconocida, aunque se han descrito factores

predisponentes o agentes potencialmente leucemogenos:

- Ofras enfermedades hematologicas como sindromes mielodisplasicos
(SMD), sindromes mieloproliferativos cronicos o anemia aplasica;

- Exposicion a radiaciones ionizantes (Finch, 2007);

- Carcindgenos ambientales o productos quimicos (bencenos, disolventes)
(Lan et al, 2004, Larson, 2007);

- Tratamientos previos con quimioterapia (agentes alquilantes, inhibidores de

topoisomerasas, epipodofilotoxinas u otros citostaticos), u otros farmacos



Introduccién

(cloranfenicol, fenilbutazona, inmunomoduladores o inmunosupresores
(Andersen et al, 1998, Pedersen-Bjergaard et al, 2000, Krishnan et al, 2000);

- Componente hereditario. La LMA se ha descrito con mayor frecuencia en
pacientes con anomalias cromosdmicas congénitas como el sindrome de
Down (Hasle et al, 2000). Por otro lado, se han publicado casos familiares de
leucemia y una mayor incidencia entre gemelos univitelinos (Higgins et al,
2001). Por ultimo, algunas neoplasias mieloides se asocian a mutaciones
germinales, hereditarias o adquiridas, tal y como queda recogido en la
reciente clasificacion de la OMS 2017. Pueden englobarse dentro de
sindromes hereditarios bien definidos con expresion multiorganica desde la
infancia (disqueratosis congénita, anemia de Fanconi) (Taylor, 2001) o bien
presentarse como una patologia neoplasica mieloide aislada o asociada a
disfuncion plaquetar. Se trata de entidades infrecuentes en las que los genes
mas frecuentemente mutados son CEBPA o RUNX1 aunque se han descrito
otras alteraciones en muchos otros como DDX41, ETV6 o GATA2
(Czuchlewski & Peterson, 2016).

Sin embargo, la mayoria de los casos aparecen de novo, es decir, sin una

asociacion directa con ningun agente etiolégico conocido.

1.1.4.Patogenia

La acumulacion de alteraciones somaticas en genes clave pertenecientes a vias
funcionales relacionadas con la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular
constituye el origen de la LMA (Figura 1) (Grimwade et al, 2016). A la luz de los hallazgos
moleculares de los ultimos afios, la génesis de la LMA se trata de un proceso complejo
y dindmico que se encuentra en la actualidad en continua revisidon y cuyos mecanismos
profundos aun no se conocen en su totalidad. La gran heterogeneidad individual en la
LMA hace que cada paciente muestre un espectro mutacional unico. La presencia de
alteraciones preleucémicas, la adquisicion progresiva de nuevos cambios genéticos
desarrolladores de la enfermedad y un patrén evolutivo heterogéneo constituyen sus

caracteristicas principales (Bullinger et al, 2017).
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Figura 1. Distribucion de las alteraciones genéticas y asociaciones entre ellas en

pacientes con LMA menores de 65 afnos (Grimwade et al, 2016).
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1.1.4.1 Alteraciones genéticas y vias funcionales implicadas

Los eventos genéticos relacionados con la patologia mieloide se describieron por
primera vez en la década de los 60, con la deteccion de las primeras anomalias
citogenéticas. Desde entonces, se han descrito numerosas aberraciones del cariotipo
en pacientes con LMA, la mayoria de ellas recurrentes (Grimwade et al, 1998). Aun asi,
aproximadamente la mitad de los casos presentan un cariotipo normal (CN) por técnicas
de citogenética convencional (Byrd et al, 2002, Grimwade et al, 2010, Slovak et al,
2000). Paralelamente al desarrollo de las técnicas de biologia molecular, se describieron
las primeras alteraciones moleculares en la LMA (Figura 2), especialmente prevalentes
en los pacientes de CN. Se observaron numerosos genes mutados (NRAS, KRAS,
TP53, ASXL1, RUNX1, KIT) (Patel et al, 2012), constituyendo un hito por su frecuencia
e implicacion pronéstica las mutaciones en FLT3 (Kottaridis et al, 2001, Yamamoto et
al, 2001), las mutaciones en CEBPA (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani,S.
et al, 2003, Lin, L. . et al, 2005) y las inserciones en el exén 12 del gen NPM1 (Falini et
al, 2005). Ademas de un papel en la patogenia de la enfermedad, las alteraciones
geneéticas tienen implicaciones diagndsticas y pronosticas ya que son la base de la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de los algoritmos de

estratificacion del riesgo, como se detallara mas adelante.
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Figura 2. Cronologia de las alteraciones genéticas en la LMA (Grimwade et al,
2016).
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El modelo del doble hit o adquisicion secuencial de lesiones desarrollado en 2002
(Kelly & Gilliland, 2002) dividia las alteraciones genéticas de la LMA en tipo |, que
confieren una ventaja proliferativa (activacion de vias de sefializacion), y tipo Il, que
producen un bloqueo de la diferenciacion (factores de transcripcion), siendo necesaria

la presencia de ambos tipos de lesiones para el desarrollo de la enfermedad (Figura 3).

Figura 3. Modelo de adquisiciéon secuencial de lesiones en la LMA.
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La base del modelo, la adquisicion secuencial de lesiones, continua vigente, sin
embargo, el alcance de esta teoria se ha visto desbordado por la diversidad del espectro
mutacional de la LMA. La heterogeneidad genética de la LMA, que ya se esbozaba con
la descripcién de multiples alteraciones moleculares por técnicas convencionales de
biologia molecular, se incrementd con el desarrollo de las técnicas de next generation
sequencing (NGS) que han conllevado un avance exponencial en el conocimiento de
los genes y vias funcionales involucradas en la LMA, asi como de las complejas
relaciones entre ellas (Dohner, H. et al, 2015). La clasificacion funcional de las
alteraciones genéticas implicadas en la patogenia de la enfermedad se ha ampliado a
nueve grupos (Tabla 1, Figura 4). Se han descrito patrones de interacciones no
aleatorios, de tal manera, que las lesiones pertenecientes a distintas vias funcionales
cooperan y se asocian en el desarrollo de la enfermedad mientras que las alteraciones
relacionadas con una misma funcion celular son excluyentes entre si (Cancer Genome
Atlas Research Network, 2013).

Tabla 1. Categorias funcionales propuestas por el TCGA, genes pertenecientes y

frecuencia en la LMA de novo.

Categoria funcional Genes implicados Frecuencia (%)
Genes de fusion de factores de PML-RARA; CBFB- MYH11; RUNX1-RUNX1T1; 18
transcripcion PICALM-MLLT10
NPM1 NPM1 27
Genes supresores de tumores TP53, WT1, PHF6 16
Genes relacionados con la DNMT3A, DNMT3B, DNMT1, TET1, TET2, 44
metilacién del ADN IDH1, IDH2
Genes activadores de sefiales FLT3, KIT, otras tirosin-kinasas, serin-treonin- 59
kinasas, KRAS/NRAS, PTPs
Genes de factores de
transcripcion mieloides RUNX1, CEBPA, otros 30
Genes modificadores de Fusiones MLL-X, MLL-PTD, NUP98-NSD1, 29
cromatina ASXL1, EZH2, KDM6A, otros
Genes del complejo cohesina SMC1A, SMC3, SMC5, STAG2, RAD21 13
. U2AF1, SRSF2, SRSF6, U2AF2, SF3B1,
Genes del spliceosoma HNRNPK, otros 14
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Figura 4. Representacion esquematica de ocho vias funcionales implicadas en la
patogenia de la LMA (Dohner, H. et al, 2015)
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1.1.4.2 Hematopoyesis clonal
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La presencia de mutaciones preleucémicas o hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado (CHIP) relacionadas con la edad ha sido descrita en un porcentaje de
individuos sanos. Estas alteraciones moleculares confieren un riesgo aumentado de
desarrollar patologias malignas mieloides (SMD o LMA, entre otros) con una tasa de
evolucion a enfermedad de un 0,5-1% anual. Los genes involucrados en este estado
preleucémico son principalmente los relacionados con cambios epigenéticos (metilacion
ADN, modificadores de la cromatina) y los genes del spliceosoma en menor frecuencia
(Genovese et al, 2014, Jaiswal et al, 2014).
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1.1.4.3 Evolucién clonal

La adquisicion progresiva de las alteraciones genéticas da lugar al fenotipo
leucémico y genera un clon principal que se caracteriza por una ventaja proliferativa y
una inestabilidad genética que conduce a la génesis de nuevas mutaciones dando lugar
a subclones leucémicos. Los estudios de NGS han permitido determinar la arquitectura
clonal de la LMA, identificandose un clon principal o fundador y al menos un subclon en
mas de la mitad de los pacientes con LMA de novo. Mediante el analisis de la frecuencia
alélica de la variante (VAF) se puede inferir que mutaciones han sido adquiridas
precozmente y cuales han surgido con posterioridad en el proceso evolutivo (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2013, Papaemmanuil et al, 2016). En concordancia
con los estudios poblacionales que describen la CHIP, en los pacientes con LMA se ha
observado que los genes relacionados con las alteraciones epigenéticas (DNMT3A,
TET2, ASXL1) presentan una VAF elevada. Esto sugiere una adquisicion precoz de
estas mutaciones en la leucemogénesis. Estas alteraciones moleculares afectan a las
células multipotenciales de la MO y se ha observado que pueden persistir en la remision
postratamiento constituyendo una potencial fuente de inestabilidad gendmica que puede
dar lugar a recaidas de la enfermedad. Los eventos relacionados con alteraciones en
vias de sefalizacion (FLT3) o en genes como NPM1 son adquiridos a continuacion
(Figura 5) (Corces-Zimmerman et al, 2014, Jan et al, 2012).

Figura 5. Ejemplo de evolucién clonal en la LMA con adquisicion secuencial

lesiones.
Pre-leucemia Evolucion clonal Leucemia al diagndstico Frecuencia
o alélica (VAF)
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% a ’ ‘ : ™ AP
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La importancia de la deteccion y caracterizacién los clones y subclones reside
en los patrones observados en resistencia y recaida. Se han objetivado casos en los
que el clon principal continia predominando, casos en los que uno o varios subclones
se han expandido y casos en los que aparecen nuevos clones no presentes (0 no
detectables) al diagndstico (Ding et al, 2012, Welch et al, 2012, Shlush et al, 2014). La

9
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heterogeneidad es, de nuevo, la caracteristica principal de la evolucion clonal. La
adquisicion de cambios genéticos puede producirse de manera natural en el desarrollo
de la enfermedad o estar relacionadas con el tratamiento antileucémico, sin embargo,

los mecanismos que conducen a un patrén evolutivo concreto son aun desconocidos.

1.1.5. Clasificacion

Durante muchos afos el examen mediante microscopia optica constituia la Unica
herramienta disponible para el diagnéstico de LMA. La primera clasificacion, que data
del afio 1976, fue propuesta por el grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB)
(Bennett et al, 1976), divide LMA en diferentes categorias en funcién de criterios
citomorfoldgicos y fue revisada posteriormente en el afio 1985 (Tabla 2) (Bennett et al,
1985).

Tabla 2. Clasificacion de la LMA (FAB).

Clasificacion L L . o -
FAB Denominacion Frecuencia Caracteristicas morfolégicas

Blastos MPO+ <3%, diferenciacion mieloide
por IF

Blastos MPO+ 23%, blastos tipo | (sin
maduracion)

MO Indiferenciada 3

M1 Sin maduracién 15-20

Blastos MPO+ =3%, Blastos con granulaciéon
M2 Con maduracion 25-30 210%, bastones de Auer frecuentes. Blastos
30-89%.

MPO fuertemente positiva.

M3 Promielocitica 5-10 >30% promielocitos atipicos, numerosos
bastones de Auer, formas en empalizada.

Blastos mieloides >30%; Monoblastos >20%;

células monocitoides atipicas (esterasas
M4 Mielomonocitica 25-30 inespecificas +).

Si eosinofilia en MO: variedad M4Eo.

>80% de infiltracién por blastos monocitarios
M5 Monoblastica 2-10 (monoblastos: M5a o promonocitos M5b)
esterasas +. Mieloblastos <30%.

Eritroblastos en MO > 50% de la CTA. Blastos
en MO 230% de la CNE.

Blastos >30%. Megacarioblastos por IF (CD41,
CD61). Frecuente mielofibrosis

M6 Eritroide 3-5

M7 Megacariocitica 3-12

La clasificacion FAB, de gran utilidad durante casi tres décadas resulta
insuficiente en la actualidad ya que no recoge con precision la heterogeneidad de la

enfermedad y los subgrupos carecen de implicaciones prondsticas. A raiz de los
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hallazgos en los campos de la citometria de flujo (Knapp et al, 1994) y la citogenética
(Grimwade et al, 1998), se plantea la necesidad de actualizar la clasificacion incluyendo
estos parametros. Esta idea se materializa en la “Clasificacion de las neoplasias
hematopoyéticas y de los tejidos linfoides” publicada en el afio 2001 por la OMS que se
basa en las alteraciones genéticas como criterio principal para establecer los subgrupos.
Esta clasificacion fue revisada en el afio 2008 (Swerdlow et al, 2008) incluyendo criterios
moleculares y nuevas categorias diagndsticas, y ha sido actualizada en 2017 (Swerdlow

et al, 2017), siendo esta ultima version la vigente en el momento actual (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de la LMA y neoplasias relacionadas (OMS 2017).

Leucemia mieloide aguda y neoplasias relacionadas
Leucemia mieloide aguda con alteraciones genéticas recurrentes
LMA con 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LPA con PML-RARA
LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
LMA con 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
LMA con inv(3)(921.3926.2) o 1(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1
LMA con NPM1 mutado
LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA
Entidad provisional: LMA con RUNX1 mutado
Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con la mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia
Leucemia mieloide aguda, no especificada (NOS)
LMA con minima diferenciacion
LMA sin maduracién
LMA con maduracion
Leucemia aguda mielomonocitica
Leucemia aguda monoblastica/monocitica
Leucemia eritroide pura
Leucemia aguda megacarioblastica
Leucemia aguda basofilica
Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria

Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

11
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1.1.6.Diagnéstico

En la actualidad, un adecuado proceso diagndstico se basa en la integracion de
los hallazgos obtenidos por diferentes técnicas que incluyen la citomorfologia, la

citometria de flujo, la citogenética y la biologia molecular (Dohner, H. et al, 2017).
1.1.6.1 Citomorfologia

La presencia de al menos un 20% de blastos en MO o SP por examen
citomorfoldgico es el criterio definitorio de leucemia aguda, a excepcion de los casos de
leucemia promielocitica aguda o con translocaciones que impliquen genes relativos al
core binding factor (CBF) en los que no es necesario alcanzar el umbral del 20% para
ser considerados leucemia aguda. La tincion de May-Grimwald-Giemsa es la mas
empleada para el diagnéstico citomorfologico. En el caso de leucemias agudas con
componente monocitico, el recuento de blastos debe incluir los mieloblastos, los

monoblastos y los promonocitos.
1.1.6.2 Inmunofenotipo

Para la asignacioén de linea (mieloide o linfoide) se pueden emplear técnicas de
citoquimica (peroxidasa, Sudan B) o de citometria de flujo, considerandose esta ultima
de elecciodn en la actualidad. Ademas de la determinacion de linea, la citometria de flujo
permite determinar el inmunofenotipo detallado de la leucemia, las aberraciones
respecto a los patrones de maduracion normales, asi como el origen celular de la célula
proliferante (mieloide, monocitica, eritroide o megacariocitica). Los marcadores de

mayor utilidad se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Marcadores celulares de membrana y citoplasmaticos utiles en el
diagnoéstico de la LMA (Dohner, H. et al, 2017)

Compartimento celular Marcadores
Precursores CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR
Marcadores granulociticos CD65, MPO citoplasmatica
Marcadores monociticos CD14, CD36, CD64
Marcadores megacariociticos CD41, CD61
Marcadores eritroides CD235a (Glicoforina A), CD36

12



Introduccién

1.1.6.3 Citogenética

El estudio por citogenética convencional se considera imprescindible en el
diagnéstico de la LMA. La presencia de alteraciones recurrentes en el cariotipo es
definitoria de numerosas categorias de la clasificacion OMS, con implicaciones
pronosticas en la mayoria de los casos. Las técnicas de hibridacion in situ fluorescente
(FISH) no deben sustituir al cariotipo convencional ya que estan dirigidas unicamente a
alteraciones concretas y no aportan una vision global del mapa genético, sin embargo,

resultan de utilidad si el cariotipo no es valorable.
1.1.6.4 Biologia Molecular

Por ultimo, se deben investigar siempre las mutaciones en diversos genes por
sus implicaciones diagnosticas: NPM1, CEBPA y RUNXT; pronésticas: TP53, ASLX1,
FLT3-ITD y ratio ITD en los casos positivos, o terapéuticas: FLT3, IDH1 e IDH2.

1.1.7.Factores Pronoéstico

Los factores pronédstico descritos en la LMA se pueden dividir factores pre-
tratamiento, entre los que se diferencian factores clinicos y genéticos; y factores post-
tratamiento, derivados de la respuesta obtenida a la terapia de primera linea. Nos
referiremos a continuacion a los factores de riesgo definidos en pacientes candidatos a

tratamiento intensivo, por lo tanto, con objetivo curativo.
1.1.7.1 Factores pre-tratamiento

1.1.7.1.1 Factores clinicos

La edad, el estado funcional al diagnéstico, el antecedente de enfermedad
tumoral o hematolégica maligna y la hiperleucocitosis se han relacionado con el

pronéstico de los pacientes con LMA (Dohner, H. et al, 2017).

A mayor edad, el prondstico de la LMA es peor tanto en términos de mortalidad
relacionada con el tratamiento y respuesta al mismo, como en términos de supervivencia
y recaida. Los pacientes mayores de 55 afios asocian también un mayor namero y
gravedad de comorbilidades que constituye un factor adverso en la respuesta al
tratamiento por mortalidad en la induccion (Appelbaum et al, 2006). Es mas, algunas de
las alteraciones genéticas que conllevan un peor pronéstico (ASXL1, RUNX1) se

asocian con mayor frecuencia a pacientes mayores (Tsai et al, 2016).
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El antecedente de exposiciébn a farmacos citotoxicos, radioterapia o LMA
secundaria a otras enfermedades hematoldgicas se asocia consistentemente con
resistencia a la terapia y un prondstico adverso en cuanto a supervivencia (Kayser et al,
2011).

Algunas series han descrito la presencia de hiperleucocitosis como factor de mal
pronéstico, sin embargo, hay discrepancia en cuanto al recuento leucocitario que debe

considerarse como umbral para definirla.
1.1.7.1.2 Factores genéticos

1.1.7.1.2.1 Alteraciones citogenéticas

Las alteraciones citogenéticas muestran una influencia prondstica que permite
dividir a los pacientes con LMA en tres grupos de riesgo: favorable, intermedio y
adverso. Varios grupos cooperativos (SWOG, MRC, CALGB) han establecido
algoritmos de prediccion del riesgo en cohortes incluidas en estudios prospectivos
(Grimwade et al, 1998, Slovak et al, 2000, Byrd et al, 2002, Grimwade et al, 2010). La

propuesta mas reciente del MRC (Grimwade et al, 2010) se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Grupos de riesgo citogenético segun MRC revisado. *Otras alteraciones

citogenéticas numéricas o estructurales no descritas en los grupos de riesgo favorable o desfavorable.

Grupo de riesgo Cariotipo
1(15,17)(922;,912),
Favorable 1(8,21)(922;922), inv(16)(p13.1922),

t(16,16)(p13.1;q22)
Intermedio Cariotipo normal, otras alteraciones*

> 3 alteraciones citogenéticas,
abn(3q) (excepto t(3;5)(925;934)),
inv(3)(921926) / t(3;3)(921;926),
add(5q)/del(5q), -5,
add(7q)/del(7q), -7,
Adverso #(6:11)(q27:923), t(10;11)(p11_13:923),
otras t(11923) (excepto t(9;11)(p21_22;q23) y
t(11;19)(q23;p13))
1(9;22)(q34;q11),
-17 y abn(17p).

De especial relevancia pronéstica por su asociacién a la resistencia a la
induccién y a las recaidas, es el cariotipo de riesgo adverso y el cariotipo monosémico
(CM), definido este ultimo como la presencia de dos o0 mas monosomias o bien una

monosomia y otra alteracion citogenética.
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1.1.7.1.2.2 Alteraciones moleculares

El grupo de riesgo intermedio definido por criterios citogenéticos, que constituye

aproximadamente la mitad de los casos, presenta un pronostico heterogéneo que

sugiere la presencia de otros factores adicionales no detectables mediante cariotipo

convencional. De hecho, las alteraciones moleculares presentan un especial impacto

pronédstico en este subgrupo de pacientes, en concreto en aquellos que presentan un

CN. Por su relevancia prondstica cabe destacar las siguientes mutaciones:

FLT3: Las duplicaciones internas en tandem en el gen FLT3 (FLT3-ITD) se asocian
a CN y se correlacionan con resistencia a la induccién, recaida y menor
supervivencia (Whitman et al, 2001, Thiede et al, 2002, Schlenk et al, 2008). Es
relevante también el ratio de ITD (mutado/no mutado), ya que ratios bajos no
parecen conllevar este prondstico adverso (Gale et al, 2008, Pratcorona et al, 2013,
Schlenk et al, 2014). Existe controversia en cuanto al umbral que separa bajo ratio
y alto ratio, aunque las recomendaciones actuales sugieren que ratios inferiores a
0,5 no asocian peores resultados (Dohner, H. et al, 2017). Por el contrario, las
mutaciones puntuales del dominino tirosin-kinasa (FLT3-TKD) no presentan
implicaciones claras, siendo su valor pronéstico controvertido (Yanada et al, 2005,
Mead et al, 2007, Whitman et al, 2008).

NPM1 y CEBPA: Las mutaciones en NPM1 (Thiede et al, 2002, Dohner, K. et al,
2005) y las mutaciones bialélicas en CEBPA (Lin, L. I. et al, 2005, Wouters et al,
2009) en ausencia de FLT3-ITD o bajo ratio, se asocian con mejor pronéstico.
RUNX1 y ASXL1: Recientemente se ha descrito que las mutaciones en RUNX1 y
ASXL1 se relacionan con un pronéstico independiente desfavorable, en especial
cuando coexisten ambas mutaciones (Gaidzik et al, 2011, Paschka et al, 2015,
Papaemmanuil et al, 2016).

TP53: Las mutaciones en TP53 se asocian a cariotipo complejo (CC) o monosémico
y confieren un peor pronostico (Haferlach et al, 2008), notablemente inferior en
presencia de ambas alteraciones (molecular y citogenética) (Bowen, D. et al, 2009,
Papaemmanuil et al, 2016).

KIT: Por ultimo, dentro del subgrupo de pacientes de citogenética favorable, las

mutaciones en KIT se han relacionado con un peor pronostico (Boissel et al, 2006).

15



Introduccién

1.1.7.1.2.3 Clasificacién del riesgo genético de la European Leukemia Net (ELN)

El algoritmo de estratificacion del riesgo propuesto por la ELN en 2017 clasifica
a los pacientes en tres grupos (favorable, intermedio y adverso) teniendo en cuenta las
alteraciones citogenéticas y moleculares que han demostrado impacto prondstico (Tabla
6) (Dohner, H. et al, 2017).

Tabla 6. Estratificacion del riesgo genético seguin la ELN 2017. " ratio alélico de FLT3-
ITD bajo (<0,5); ratio alélico de FLT3-ITD alto (20,5). 2 Tres o mas alteraciones cromosoémicas 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;923.3), 1(6;9), inv(3) o 1(3;3); AML con BCR-ABL1. 3
Presencia de una monosomia (excepto la pérdida de uno de los cromosomas sexuales) asociada con una
monosomia adicional o una alteracion cromosomica estructural, excluyendo las LMA-CBF. 4 No emplearse

como marcador aislado si van asociadas a alteraciones de buen prondstico.

Grupos de riesgo Alteraciones genéticas

t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD con ratio bajo’
CEBPA bialélico
NPM1 mutado con FLT3-ITD con ratio alto'
NPM1 no mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD con ratio bajo'
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Favorable

Intermedio

Otras alteraciones citogenéticas no consideradas favorables o adversas
t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2A reordenado
t(9;22)(934.1;911.2); BCR-ABL1
inv(3)(921.3926.2) o t(3;3)(921.3;926.2); GATA2,MECOM(EVI1)
Adverso Monosomia 5 o del(5q); monosomia 7; monosomia 17/alteraciones(17p)
Cariotipo complejo?; Cariotipo monosémico®
NPM1 no mutado y FLT3-ITD con ratio alto’
RUNX1 mutado*
ASXL1 mutado*

TP53 mutado
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1.1.7.2 Factores post-tratamiento

1.1.7.2.1 Respuesta a la induccidn

Los pacientes no respondedores al tratamiento de induccion presentan una

supervivencia inferior a aquellos que alcanzan remisién completa (RC) morfolégica.

1.1.7.2.2 Enfermedad minima residual (EMR)

Se ha demostrado que la presencia de enfermedad leucémica no detectable
mediante microscopia éptica constituye un factor de riesgo independiente (Buccisano et
al, 2010). La carga tumoral es también relevante en términos prondsticos, de tal manera,
que a mayor EMR, menor supervivencia. La EMR es especialmente util como predictor
de la recaida leucémica. La deteccion de una EMR positiva en pacientes previamente
negativos o una EMR creciente conduce en el 100% de los casos a una recaida franca.
La EMR puede valorarse tras la induccion o tras la consolidacion mediante citometria
de flujo o biologia molecular en aproximadamente un 90% y un 60% de los pacientes
con LMA, respectivamente (Terwijn et al, 2013, Schnittger et al, 2009). Las nuevas
técnicas de secuenciacion masiva son una estrategia prometedora para la deteccién de
la EMR, por su elevada sensibilidad y por la posibilidad de evaluar un gran numero de

genes en un unico experimento (Grimwade & Freeman, 2014).

1.1.8.Clinica

Las manifestaciones clinicas de la LMA son también heterogéneas y en la
mayoria de los casos inespecificas. Derivan de la insuficiencia medular y de la
afectacion de otros érganos vy tejidos por la infiltracion leucémica. Las mas frecuentes
son las originadas por la infiltracion medular: anemia, neutropenia y trombopenia. La
afectacion extramedular (bazo, higado, piel y mucosas, sistema nervioso central...) se
relaciona especialmente con el componente monocitico (M4 o M5, FAB). La
hiperleucocitosis extrema (>100x109/L) se puede manifestar clinicamente como
leucostasis, que afecta principalmente al tejido cerebral (cefalea, alteracién del nivel de
consciencia) y pulmonar (insuficiencia respiratoria con infiltrados intersticiales
bilaterales). Ademas, la LMA puede cursar con alteraciones de la coagulacion (diatesis
hemorragica, trombdtica o coagulacién intravascular diseminada) y se puede
acompafiar al diagnostico o al inicio del tratamiento del sindrome de lisis tumoral
bioldgico o clinico (hiperuricemia, alteraciones hidroelectroliticas como hipocalcemia y/o
hiperpotasemia, acidosis metabdlica e insuficiencia renal obstructiva con oligoanuria en

Ccasos severos).
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1.1.9. Tratamiento de LMA

El primer paso en el tratamiento de la LMA consiste en determinar si el paciente
es candidato a tratamiento intensivo con objetivo curativo. En general los pacientes
jovenes (<65 afios) y sin comorbilidades relevantes se consideran aptos para recibir
tratamiento de alta intensidad. Sin embargo, la edad no debe ser un criterio excluyente
a la hora de iniciar un tratamiento intensivo ya que pacientes mayores de 65 afos con
un buen estado clinico, sin comorbilidades y sin factores genéticos desfavorables
también podrian beneficiarse del mismo, por lo tanto, la decision debe individualizarse.
Por el contrario, en los pacientes mayores con comorbilidades y/o factores de riesgo
genéticos desfavorables el riesgo supera al beneficio y se deben considerar estrategias

alternativas encaminadas a aumentar la supervivencia (Dohner, H. et al, 2017).

Todos los pacientes incluidos en este estudio recibieron tratamiento con
intencion curativa, por lo que en este trabajo detallaremos principalmente esta opcién

terapéutica.
1.1.9.1 Tratamiento intensivo de primera linea

El tratamiento estandar de la LMA se basa en la quimioterapia. El objetivo del
tratamiento es alcanzar una respuesta morfolégica completa y eliminar la enfermedad
residual. Se administra en primer lugar un ciclo de induccion que debe incluir
antraciclinas (daunorrubicina o idarrubicina) y citarabina, siendo los esquemas 3+7 los
mas empleados, alcanzando RC en un 60%-80% de los pacientes jovenes. Tras la
induccion, se administran varios ciclos de consolidaciéon que pueden repetir la misma
combinacion empleada en la induccion, incluir citarabina a altas dosis u otros farmacos
como el mitoxantrone. Actualmente, se dispone de la presentacion dual liposomal de
citarabina y daunorrubicina (CPX-351) en base a un ensayo clinico fase 3 que mostré
un incremento de la tasa de RC y mayor SG en pacientes de 60 a 75 afios con LMA
secundaria a terapia o LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia (Lancet et
al, 2018).

La consolidacion puede seguirse de una intensificacion con trasplante autélogo
o alogénico de progenitores hematopoyéticos tras valoracion individual del riesgo
geneético, la presencia de EMR tras la induccion, estado general del paciente y
disponibilidad de donante. El empleo de trasplante autélogo es controvertido ya que no
se ha demostrado superioridad frente al empleo de quimioterapia en términos de
supervivencia global (SG), aunque algunos estudios sugieren una mayor supervivencia

libre de evento (SLE) y supervivencia libre de recaida en los pacientes de riesgo bajo e
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intermedio segun la ELN 2010 (Vellenga et al, 2011, Pfirrmann et al, 2012). Por ello, se
considera una opcion clinica en pacientes de bajo riesgo en primera RC y en pacientes

de riesgo intermedio sin donante emparentado HLA-idéntico (Duarte et al, 2019).

El trasplante alogénico aumenta el potencial antileucémico del tratamiento
gracias al efecto injerto contra leucemia. Sin embargo, las complicaciones derivadas del
trasplante alogénico son multiples y asocian una elevada mortalidad, destacando la
inmunosupresion prolongada con el subsecuente riesgo de infecciones potencialmente
mortales y la enfermedad injerto contra huesped. Por ello, el riesgo-beneficio debe de
ser cuidadosamente valorado, de tal manera que, en primera RC el trasplante alogénico
no se recomienda en pacientes de bajo riesgo mientras que todos los pacientes de alto
riesgo aptos para el procedimento deben recibir un alotrasplante. En los pacientes de
riesgo intermedio el trasplante alogénico debe ser la primera opcidn si existe un donante
familiar histocompatible y considerarse individualmente en caso contrario. En los
pacientes que por edad o comorbilidades el riesgo de un trasplante alogénico
mieloablativo no sea asumible, se puede considerar un trasplante alogénico de
intensidad reducida que conserva el efecto injerto contra leucemia con una mortalidad

relacionada con el trasplante inferior (Dohner, H. et al, 2017, Duarte et al, 2019).
1.1.9.2 Tratamiento intensivo en recaida o resistentes

Tras la recaida o en pacientes resistentes a la induccién, se emplean esquemas
de rescate de quimioterapia, sin que exista un estandar establecido. Por ello, siempre
se debe considerar la inclusion de los pacientes en ensayos clinicos. Si se consigue
alcanzar una RC, el trasplante alégenico esta indicado en todos los casos en los que el

paciente sea elegible para el procedimiento (Duarte et al, 2019).
1.1.9.3 Terapias dirigidas y opciones de futuro

Entre los farmacos dirigidos a dianas fenotipicas, para la LMA se dispone de
gentuzumab ozogamicin (GO). Se trata de un anti-CD33 autorizado actualmente para la
LMA de novo con positividad para dicho marcador. GO fue aprobado en 2010 para
pacientes con LMA refractaria o en recaida, pero se retir6 en 2010 a consecuencia de
una elevada toxicidad. Sin embargo, los resultados de un meta-analisis reciente indican
una menor tasa de recaidas y una ventaja en la SG con el empleo de GO en
combinacion con QT, lo que ha llevado a su re-autorizacion. El analisis por subgrupos
de riesgo citogenético demuestra un beneficio en el tratamiento de la en la LMA con

citogenética favorable o de riesgo intermedio, siendo mas evidente en los pacientes de
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cariotipo de bajo riesgo. Por el contrario, no se observaron mejores resultados en el

subgrupo de citogenética desfavorable (Hills et al, 2014).

La caracterizacion molecular al diagnostico de la LMA ha permitido desarrollar
terapias dirigidas a dianas terapéuticas, aunque muchas de ellas se encuentran aun en
fase de investigacion. Los inhibidores de FLT3 de primera generacién, que presentan
una actividad anti-tirosin-kinasa amplia que puede afectar a otras dianas (KIT o
PDGFR), han mostrado buenos resultados en los ensayos clinicos (Stone et al, 2017).
Esto ha llevado a la aprobacion de uno de ellos, midostaurina, en pacientes con LMA 'y
mutaciones en FLT3 en combinacion con QT en induccion y consolidacién, y como
monoterapia de mantenimento en aquellos pacientes que alcancen RC. Los inhibidores
de FLT3 de segunda generacion (quirzatinib, crenolanib y gilteritinib) presentan una
actividad mas selectiva sobre FLT3 (Bohl et al, 2019). Gilteritinib ha sido autorizado
recientemente por la FDA para pacientes con FLT3 mutado en segunda linea de

tratamiento.

Otros genes como KIT, KRAS, NRAS, BRAF, IDH1 o IDH2 constituyen también
dianas terapeéuticas potencialmente activables. En este sentido, cabe destacar los
inhibidores especificos de IDH1 (ivosidenib) e IDH2 (enasidenib), cuyo mecanismo de
accion disminuye los niveles del oncometabolito 2-hidroxiglutarato (aumentados de
manera aberrante en pacientes portadores de mutaciones en IDH) y por tanto, reduce
la hipermetilacion patologica de histonas e induce la diferenciacion mieloide. Ambos
farmacos en monoterapia han demostrado una tasa de respuesta cercana al 40% con
beneficio en la SG en pacientes en recaida o refractarios con mutaciones en IDH, incluso
en aquellos con VAF muy baja (DiNardo et al, 2018, Stein et al, 2019) y han sido
aprobados por la FDA para pacientes con LMA en recaida o refractarios con mutaciones
en IDH1 o IDH2 respectivamente. En combinacién con QT en primera linea parecen
mostrar resultados prometedores con altas tasas de respuesta y EMR negativa (Stein
et al, 2018). Por ultimo, ivosidenib ha sido recientemente aprobado en primera linea por

la FDA en pacientes no candidatos a tratamiento curativo (=75 afios).

La inhibicion de la via Hedgehod (glasdegib) y la inhibicion de BCL-2 (venetoclax)
son objeto también de terapia dirigida en la LMA, al igual que en otros canceres. Estan
implicadas en la proliferacion celular y escape de la apoptosis generando resistencia a
la QT, y en la regulacién de la apoptosis mediada por mitocondrias, respectivamente. El
empleo de glasdegib junto con Ara-C a bajas dosis ha mostrado beneficio clinico frente
a Ara-C en monoterapia. Venetoclax en combinacion con hipometilantes o citarabina a
dosis bajas ha mostrado buenos resultados en ensayos clinicos, especialmente en

pacientes de citogenética desfavorable. Ambos agentes estan autorizados por la FDA
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en pacientes no candidatos a QT intensiva, 275 a, en combinacion con Ara-C a bajas

dosis (ambos) o hipometilantes (venetoclax) (Wei et al, 2019, DiNardo et al, 2019).

Existen numerosos estudios en marcha que evaltan la combinacion de nuevos
farmacos con QT intensiva, con agentes hipometilantes o con QT a bajas dosis. Otras
terapias en fase de experimentacién como la inmunoterapia presentan resultados muy
preliminares para establecer conclusiones sélidas, aunque parecen augurar resultados
prometedores. Por tanto, es esperable que el arsenal terapéutico especifico de diana
disponible en Europa sea dinamico y se incremente en los proximos afos. En este
sentido y siempre que exista disponibilidad, se debe considerar la inclusion de pacientes
joévenes en ensayos clinicos con farmacos dirigidos a dianas en primera linea de

tratamiento o sucesivas.

Por otro lado, algunos tratamientos no especificos de diana pueden presentar
beneficios en subgrupos concretos de pacientes con LMA definidos por alteraciones
moleculares concretas. Algunos estudios sugieren que los pacientes con mutaciones en
los genes relacionados con la metilacion como DNMT3A y TETZ2 podrian beneficiarse
de una dosis intensificada de daunorrubicina en induccién o del tratamiento con
hipometilantes en combinacion con quimioterapia convencional, respectivamente (Patel
et al, 2012, Yamazaki et al, 2015).

1.2. Secuenciacion masiva o NGS.

1.2.1.Concepto y aplicaciones

La secuenciacion masiva o NGS es un método de secuenciacion de acidos
nucleicos en el que se analizan en paralelo multiples secuencias del genoma, por lo

tanto, permite el andlisis de numerosos genes y muestras en un unico experimento.

El Proyecto Genoma Humano empled la secuenciacion masiva para obtener la
primera secuencia genomica completa en el afio 2003. Desde entonces, la tecnologia
ha evolucionado, se han multiplicado las aplicaciones de la NGS y los costes se han
reducido drasticamente, de tal manera que, actualmente, la secuenciacion masiva
puede ser aplicable en el ambito clinico con grandes resultados y un coste-beneficio

aceptable.

La NGS se emplea en la actualidad no sélo en la secuenciacion de ADN, sino

también en secuenciacion de ARN, estudios de expresion génica y epigenética
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(metilacion), biopsia liquida, tipaje HLA o analisis microbiolégico (Rehm et al, 2013,
Goodwin et al, 2016).

1.2.2.Tipos de secuenciaciéon masiva

En funcion de la regién del genoma a analizar, la secuenciacion masiva puede

dividirse en tres tipos: secuenciacion gendmica, exémica y dirigida (Rehm et al, 2013).

- Secuenciacion gendémica completa: la region de estudio es el genoma completo,
incluyendo exones e intrones. Se obtiene una mayor informacion y permite detectar
alteraciones desconocidas previamente. La aplicaciéon investigacional de la
secuenciacién genémica ha generado grandes avances en los ultimos afos en la
deteccién de nuevas mutaciones somaticas y hereditarias. Como desventajas cabe
destacar el complejo analisis bioinformatico posterior, la dificultad de interpretacion
de los datos en especial en las regiones no codificantes y un mayor coste.

- Secuenciacion exémica: la regiéon de estudio es el exoma (1-2% del genoma) que
incluye unicamente las regiones codificantes del ADN y aproximadamente el 85%
de las alteraciones causantes de enfermedades. La secuenciacion exdémica permite
detectar nuevas variantes en genes patogénicos conocidos e identificar nuevos
genes asociados a la enfermedad. Reduce los costes respecto a la secuenciacion
genomica y limita el estudio bioinformatico posterior.

- Secuenciacion dirigida: se estudian genes o regiones concretas de los mismos. Esta
modalidad es la mas adecuada para la traslacion de la NGS a la practica clinica ya
que permite centrar la secuenciacion en regiones genomicas de interés clinico y
simplifica el analisis bioinformatico e interpretacién de los resultados con un menor
coste. Esta aproximacion consigue una mayor profundidad de lectura en las regiones

de estudio y aumenta la sensibilidad analitica y especificidad.

1.2.3. Metodologia de la secuenciacion masiva

Las muestras deben ser procesadas previamente a proceder a la secuenciacion.
Este proceso varia ligeramente entre las diferentes plataformas de NGS pero precisa de

unos pasos comunes (Rehm et al, 2013):

- Preparacion de la muestra: extraccién de acidos nucleicos, generacion de librerias
(incluye la wunion de codigos especificos de muestra y adaptadores) y
enriquecimiento de las librerias (amplificacion clonal).

- Secuenciacion.
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- Analisis bioinformatico de los datos: analisis de la calidad de la secuenciacion,
deteccién de nucleétidos (base calling), alineamiento con la secuencia de referencia,

llamada de variantes (variant calling) y filtrado de variantes.

1.2.4.Tecnologias y plataformas de secuenciacion masiva

Existen diversas tecnologias de secuenciacion que presentan diferencias en el
procesamiento de las muestras y métodos de deteccion, lo que se refleja en unas
fortalezas y debilidades en los resultados especificas para cada una (Tabla 7) (Yohe et
al, 2015). Cada tecnologia se asocia a una plataforma concreta, destacando dos de

ellas:
1.2.4.1 Secuenciacion por sintesis con bloqueo reversible

Se emplean nucleétidos terminadores marcados con fluoréforos. En el proceso
de elongacion de la cadena de ADN el nucleétido complementario correspondiente
hibrida con la cadena y se produce un bloqueo reversible de la elongacién. Este
nucledtido unido emite una senal fluorescente que es captada por laseres.
Posteriormente se libera el fluordforo concluyendo el ciclo. De esta manera, la reaccién
de secuenciacion continua, afiadiendo en cada ronda una Unica base. Este proceso se
realiza sobre un soporte solido (flow cell) y se forman simultanemente numerosos

cluster. La plataforma lllumina emplea este tipo de secuenciacion.
1.2.4.2 Secuenciacion mediante ion semiconductor

Durante la reaccion de secuenciacion, se afiade un unico tipo de nucledtido en
cada ciclo y si éste es complementario a la cadena de ADN a secuenciar, se produce la
hibridacion. En caso contrario, se realiza un lavado de los nucleétidos libres y se inicia
un nuevo ciclo con un nucledtido diferente. Cada vez que un nucledtido complementario
hibrida con la hebra de ADN se libera un proton H*y se modifica el pH. Los cambios de
pH se detectan mediante un micropHmétro y la sefal se digitaliza gracias a un chip
semiconductor. Si en un ciclo se produce la hibridacion de mas de un nucledétido, el
cambio de pH se intensifica. En funcién de la intensidad de sefal detectada se determina
el numero de nucledtidos que forman la secuencia. Es la tecnologia empleada por la

plataforma lon Torrent.
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Tabla 7. Comparacion entre las plataformas de NGS mas empleadas, adaptado de
(Yohe et al, 2015).

Plataforma lllumina lon Torrent
Amplificacion clonal Flow cell PCR de emulsioén y microesferas
Método de deteccion Fluorescencia Cambios en pH

Longitud de las lecturas (pb) 100-300 100-400
Ventajas Buena precision global Rapidez de secuenciacion
INDELSs en regiones con
Errores de secuenciacién mas Sustituciones en regiones homopolimeros (3%)
frecuentes ricas en GC Sustituciones en regiones con

strand-bias (<0.1%)

1.2.5.Interpretacion de las variantes

La clasificacion de las variantes constituye un reto, en especial en los casos de
secuenciacidon gendmica o exdémica. A pesar de que cada vez se dispone de
herramientas de consulta mas completas, el proceso no esta exento de limitaciones,

destacando la heterogeneidad interlaboratorio (Rehm et al, 2013, Yohe et al, 2015).

Se dispone de bases de datos publicas utiles para la interpretacion de variantes

somaticas:

- Bases de datos problacionales: utiles para descartar polimorfismos o SNP ya que
recogen los datos de frecuencia del alelo menor (MAF). Algunos ejemplos son
“‘dbSNP”, “1000Genomes” o “Exome Variant Server”.

- Bases de datos oncolégicas: recogen mutaciones somaticas descritas en diferentes
canceres, Utiles para confirmar la naturaleza somatica de las variantes. “COSMIC
(Catalog of Somatic Mutations in Cancer)”, “The cancer genome atlas (TCGA)’, “My
cancer genome”, “Personalized cancer therapy”, “Intogen” o “IARC (WHO) TP53
mutation database” son algunas de ellas.

- Otras bases de datos como “ClinVar” que contiene datos de mutaciones germinales
y somaticas o “Varsome” que recoge la informacion de numerosas bases de datos

publicas.

Existen también herramientas de prediccidon in silico de patogenicidad, de
especial utilidad en aquellas mutaciones no descritas o estudiadas previamente como
“SIFT”, “PolyPhen2”, “MutationAssessor”, “MutationTaster”, “PROVEAN” o “Condel’.

Finalmente, se han desarrollado algoritmos de clasificacién de variantes en
funcion de su impacto clinico. Estas clasificaciones son de utilidad para la armonizacion

de los resultados obtenidos en diferentes laboratorios y homogeneizacién de los
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informes clinicos. La categorizacién es dinamica, es decir, una variante concreta puede
cambiar de clase en funcién de nuevos hallazgos, por o que es necesario realizar

actualizaciones periddicas.

En 2015, un consenso del American College of Medical Genetics and Genomics
y la Association for Molecular Pathology propuso una clasificacion de variantes en 5
grupos: patogénicas, probablemente patogénicas, de significado incierto,
probablemente benignas y benignas, aplicable a enfermedades hereditarias. La
asignacién a una de las categorias se realiza tras valorar una serie de criterios de
evidencia (Richards et al, 2015).

Tabla 8. Propuesta de clasificacion de variantes somaticas (Sukhai et al, 2016)

Variante Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
Rep_ortada SI", . SI", _ No No No
previamente patogénica patogénica

En el mismo En diferente

" -, Desconocido Desconocido Desconocido
tumor/tejido tumor/tejido

Accionable
Otras variantes
en el mismo En el mismo En diferente
gen tumor/tejido tumor/tejido
accionables

Desconocido

3A: patogénico  4A: patogénico

3B: 4B:
desconocido desconocido

Efecto en
algoritmos de
prediccion

3C:benigno 4C:benigno

Sukhai et al desarrollaron el primer sistema de clasificacion de variantes
somaticas para lo que disefaron un protocolo de clasificacion basado en cuatro puntos
Tabla 8 (Sukhai et al, 2016):

- Variantes en genes descritos previamente como patogénicos o variantes que los
algoritmos de prediccion definen como patogénicos.

- Tipo de tumor o de tejido en el que se ha descrito la variante.

- Recurrencia de la variante.

- Variante en gen accionable en patologia tumoral. La accionabilidad del gen se refiere
a su utilidad clinica en términos diagnésticos, terapéuticos (diana molecular) o

prondsticos.

Mas recientemente, un nuevo documento de consenso de varias sociedades
cientificas americanas ha propuesto una clasificacion aplicable a las variantes obtenidas

de la secuenciacion en pacientes con cancer (Li et al, 2017). En este caso, las variantes
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se categorizan en 4 clases: clase |: variantes clinicamente relevantes, clase ll: variantes
potencialmente relevantes desde el punto de vista clinico, clase lll: variantes con
relevancia clinica desconocida y clase IV: variantes benignas o probablementes
benignas (Figura 6).

Figura 6. Clasificacion de las variantes segun su significacion clinica. (Adaptado

de Li et al, 2017).

Clase |

Variantes
clinicamente
relevantes

Diagndstico, prondstico o
terapia

Nivel A de
evidencia

Terapia dirigida
aprobada por FDA

Incluidas en guias
profesionales

Nivel B de
evidencia

Estudios bien
disefiados con
consenso de
expertos

Clase Il

Variantes
potencialmente
relevantes
Diagndstico, prondstico o
terapia
Nivel C de
evidencia

Terapia aprobada
por FDA para otro
tumor o terapia
investigacional

Multiples estudios
ppequeiios con
algln consenso

Nivel D de
evidencia

Estudios
preclinicos o varios
casos publicados
sin consenso

Clase lll

Variantes con
relevancia clinica
desconocida

Variantes no
observadas en
bases de datos
poblacioneales
con frecuencia

alélica
significativa, ni en
bases de datos
generales de
cancer ni en las de
tumores
especificos

No evidencia
convincente de
asociacion con

cancer

Clase IV

Variantes benignas o

probablemente
benignas

Variantes
observadas en
bases de datos

poblacionales con
frecuencia alélica
significativa

Ninguna evidencia
publicada de
asociacion con
cancer

Se puede observar que las dos clasificaciones de mutaciones somaticas

comparten muchos puntos en comun, sin evidencia de superioridad de una de ellas, por

lo que ambas son aplicables indistintamente.

1.3. Secuenciacion masiva en LMA

Las técnicas de NGS han contribuido a la deteccién de nuevas alteraciones
moleculares en la LMA con implicaciones en el ambito clinico, como se refleja en las
aportaciones a la clasificacion y algoritmos de estratificacion del riesgo desarrollados
recientemente. Ademas, han aportado luz a la compleja patogenia de la enfermedad
permitiendo desarrollar nuevas hipotesis en cuento a la arquitectura y evolucién clonal.
Varios estudios significativos han marcado este progreso. En 2008, la LMA se convirtio
en la primera enfermedad de la que se obtenia la secuencia genémica completa (Ley et
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al, 2008). Este trabajo abordd la secuenciacion de un paciente con LMA de CN y abrio
paso a la deteccion de nuevas alteraciones moleculares no descritas hasta el momento
en genes relacionados con cambios epigenéticos (IDHy DNMT3A). Estudios posteriores
del mismo grupo encontraron que dichas mutaciones se encontraban recurrentemente
mutadas en la LMA y sugerian un impacto prondstico desfavorable para DNMT3A
(Mardis et al, 2009, Ley et al, 2010).

La publicacion en 2013 del trabajo del TCGA constituye otro hito en el empleo
de NGS en LMA. Se trata de la serie mas amplia hasta esa fecha, que incluia 200
pacientes con LMA de novo analizados mediante secuenciacion genémica o exdmica
completa. Este estudio puso de relieve la gran heterogeneidad genética de la LMA,
encontrando mutaciones en un gran numero de genes, de los cuales 23 eran recurrentes
(Figura 7). Se observé que casi la totalidad de pacientes analizados presentaban al
menos una mutacion conductora con una media de 13 alteraciones genéticas por

paciente (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013).

Figura 7. Genes recurrentemente mutados en la LMA en la serie del TCGA.
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Se analizé la expresion génica y metilacion en la mayoria de los pacientes
incluidos, encontrando una correspondencia entre patrones especificos de expresion
génica, epigenética y alteraciones genéticas especificas. Algunas de ellas se
correspondian con subgrupos diagndsticos consolidados (genes de fusion CBF), otras
con entidades provisionales en el momento del estudio (CEBPA bialélico, NPM1) y otras
con nuevos subgrupos funcionales (RUNXT) no descritos hasta ese momento. Los
hallazgos de este y posteriores trabajos contribuyeron de manera fundamental a la
consolidacion de las entidades moleculares en la clasificacion de la LMA. De este modo,

la LMA con mutaciones en NPM1 y la LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA fueron
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recogidas en la actualizacion de la OMS 2017 como entidades definitivas y la LMA con
mutaciones en RUNX1 fue incorporada como entidad provisional. Este estudio identifico
patrones relacionales de asociacién entre genes, siendo la mas significativa la
asociacion entre NPM1, FLT3 y DNMT3A, y patrones de exclusion, como TP53 y
RUNX1 con NPM1 y FLTS3. Por ultimo, una contribucion decisiva de este estudio del
TCGA fue la categorizacion en 9 grupos funcionales de las mutaciones conductoras
encontradas, con implicaciones en la patogenia de la enfermedad (Tabla 1) (Cancer
Genome Atlas Research Network, 2013).

Posteriormente, numerosos trabajos han estudiado el espectro mutacional de la
LMA mediante secuenciacion masiva dirigida en series amplias o subgrupos concretos
de LMA con diversas metodologias, la mayoria de ellos mediante secuenciacién de un
gran numero de genes (>50). Los primeros trabajos publicados en los que se aborda el
estudio de la LMA mediante secuenciacion dirigida emplearon paneles de genes
geneéricos de cancer que englobaban algunas mutaciones recurrentes en la LMA.
Posteriormente la secuenciacion se centré en genes exclusivamente mieloides, con
paneles comerciales o custom. La Tabla 9 muestra resumidamente las caracteristicas
de algunos de los principales estudios publicados (Luthra et al, 2014, Ohgami et al,
2015, Wang et al, 2016, Cher et al, 2016, Au et al, 2016, Shin et al, 2016, Metzeler et al,
2016, Lin, P. H. et al, 2017, Papaemmanuil et al, 2016).

De especial relevancia es el reciente trabajo de Papaemmanuil et al. Se trata del
mayor estudio de NGS dirigida realizado en LMA en el que se incluyeron 1540 pacientes
tratados con esquemas intensivos y se secuenciaron 111 genes portadores de
mutaciones conductoras. Se encontraron 5234 mutaciones conductoras en 76 genes
con 2 o0 mas mutaciones en el 86% de los pacientes analizados. Este estudio culmina
con una propuesta de nueva clasificacién basada en las alteraciones gendmicas. Los
pacientes se categorizaron en 14 grupos, 11 de ellos con alteraciones definidas (Tabla
10).
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Tabla 9. Resumen de los principales trabajos publicados que emplean NGS para
el estudio de la LMA.

Genes . .
. : Pacientes = Subgrupo Tipo de panel fris
Estudio anal;rzle)ldos (n) de estudio ITecnologia Analisis
Luthra et al Comercial no Frecuencia
! 54 LMA especifico + mutaciones,
Haematologica 60 - N
2014 hotspot 4 genes gustom/ valldacpn.tecnlca
lllumina y clinica
Frecuencia y
; 19 asociacion entre
MO: I%a,:z]l ?tzéga 5 93 - Custom / lllumina mutaciones;
od Fatho 45 hotspot factores
prondstico
Frecuenciay
Wang et al 401 Citqgenética . asociaci@n entre
i 95 riesgo Custom / lllumina mutaciones;
Oncotarget 2016 hotspot intermedio factores
prondstico
Cher et al, Blood 54 .
Cancer J 15 72 LMA-CBF Comer.0|al / Fact’orgs
o completos y lllumina prondéstico
39 hotspot
54 .
Au et al, Diagn 15 46 ) Comercial / ;Lﬁgg%:;:
Pathol 2016 completos y lllumina validacion clinica
39 hotspot
Frecuencia y
. asociacion entre
Shin et al, . . .
Oncotarget 2016 19 114 - Custom / lllumina m;let‘ifcl)?gses,
prondstico
68 Frecuenciay
Metzeler et al, asociacion entre
37 664 - Custom / lllumina mutaciones;
Blood 2016 completos y factores
31 hotspot prondstico
Papaemmanuil Frelcu.e’ncia y
et al, NEJM 11 1154 : Custom / lllumina Zseonce'z‘_’ggti’r‘g:
20 prondstico
260 Frecuenciay
Lin et al, Cancer 112 LMA de Comercial / as&i?ac(i?onnzgltre
Med 2017 completos y novo llumina ¢ :
hotspot actores
prondstico
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Tabla 10. Categorias de la clasificacion genémica (Papaemmanuil et al 2016).
'Requiere una o mas mutaciones conductoras en RUNX1, ASXL1, BCOR, STAG2, EZH2, SRSF2, SF3B1,
U2AF1, ZRSR2 o MLL-PTD. Si coexisten con otras mutaciones definitorias de clase, se requiere la
presencia de dos 0 mas mutaciones en dichos genes. 2Requiere mutacion en TP53, cariotipo complejo o
en ausencia de otras mutaciones definitorias de clase, al menos una de las siguientes alteraciones
cromosomicas: —7/7q, —-5/5q, —4/4q, -9q, -12/12p, —=17/-17p, —18/18q, —20/20q, +11/11q, +13, +21, 0 +22.

*Categorias no descritas previamente.

Clasificacion genémica Frecuencia (%)
LMA con NPM1 mutado 27
LMA con mu@a_ciones en genes dg sE)Jicing y/lo 18
modificadores de cromatina
LMA con mutaciones en TP532¥/0 aneuploidias 13
cromosomicas
LMA con inv(16) o t(16,16) 5
LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA 4
LMA con t(15,17) 4
LMA con (8,21) 4
LMA con genes de fusion con MLL 3
LMA con inv(3) 1
LMA con mutaciones en IDH2-R172* 1
LMA con (6,9) 1
LMA con otras mutaciones driver 11
LMA sin mutaciones driver 4
LMA con criterios de =2 grupos gendmicos 4

Esta clasificacion tiene implicaciones prondsticas e incluye 9 subgrupos de LMA
previamente conocidos y define 3 nuevas categorias: LMA con mutaciones en genes de
splicing y/o modificadores de la cromatina, LMA con mutaciones en IDH2-R172 y LMA
con mutaciones en TP53 y/o aneuploidias cromosoémicas. Los pacientes portadores de
la mutacion IDH2-R172 presentan un prondstico favorable mientras que los otros dos
nuevos subgrupos (TP53 y splicing/cromatina) se asocian con un pronéstico adverso
(Figura 8). El tamafio muestral permitié analizar con mayor profundidad las interacciones
génicas en distintos subgrupos. Por ejemplo, este estudio fue capaz de demostrar que
las alteraciones en TP53y el CC, aunque fuertemente asociados entre si, mantienen un

valor pronéstico adverso independiente, incrementandose el riesgo si coexisten.
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Asimismo, las tasas de supervivencia se ven acortadas si se asocian en un mismo
paciente mutaciones en genes modificadores de la cromatina, genes del spliceosoma

y/o genes reguladores de la transcripcion.

Figura 8. SG en las diferentes categorias sugeridas en la clasificacion genémica

(curvas de Kaplan-Meier). Adaptado de Papaemmanuil et al, 2016.
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La clasificacion genémica requiere una validacion independiente para confirmar
el valor pronéstico de las alteraciones, especialmente, aquellas representadas en bajo
porcentaje como la mutacion IDH2-R172. Este estudio, al incluir un elevado numero de
pacientes, permitié detectar nuevas asociaciones génicas y en algunos casos precisar
el subtipo de mutacién dentro del mismo gen que forma parte de la asociacion (NPM1
se asocia con NRAS-G12/13 pero no con NRAS-Q61; IDH2-R140 e IDH2-R172

presentan diferentes patrones de asociacion).

Finalmente, la NGS ha sido fundamental en dos aspectos concretos. En primer
lugar, para ilustrar la complejidad de las relaciones entre las diferentes alteraciones
genéticas, observandose patrones no aleatorios de asociacion y exclusion entre los
diversos genes implicados en el desarrollo de la LMA. Su papel en la patogénesis y las
posibles implicaciones de estos patrones especificos en el prondstico y el tratamiento

estan aun por dilucidar.

En segundo lugar, para esclarecer los patrones de evolucion clonal en la LMA,
tanto en la génesis de la enfermedad como en las recaidas. El analisis de la VAF ha
permitido analizar la estructura clonal de la LMA. El TCGA encontré un clon fundador y
al menos un subclon en mas de la mitad de los pacientes y Papaemmanuil et al
precisaron que las mutaciones en modificadores epigenéticos forman parte del clon
fundador y estan siempre asociadas a otras lesiones, sugiriendo que la adquisicion de

alteraciones geneéticas sigue un patron no aleatorio.
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Hipotesis

En los ultimos afnos la investigacién biomédica y traslacional ha dado a conocer
nuevas alteraciones moleculares utiles para optimizar el manejo clinico de los pacientes
con LMA. El estudio integrado de estas alteraciones permitiria una mejor clasificacion en
grupos de riesgo asi como ofrecer tratamientos mas adecuados y especificos a cada

paciente, atendiendo a la idea de aplicar una de medicina de precision.

Para poder identificar estos biomarcadores moleculares el laboratorio clinico
debe adaptarse tecnolégicamente. En este sentido, la NGS ha demostrado ser una
herramienta prometedora que permite un analisis integrado de la complejidad de las
neoplasias hematoldgicas. La posibilidad de analizar simultdneamente alteraciones
moleculares con impacto clinico nos permitiria realizar un nuevo enfoque diagnéstico en
el que pasamos de analizar biomarcadores de forma individual a establecer paneles de

marcadores aplicables al diagnéstico de rutina.
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Objetivos

Seleccién y caracterizacion de los pacientes del estudio mediante la recogida de
datos clinico-biologicos al diagndstico obtenidos por técnicas convencionales y
datos de supervivencia.

Seleccion de un panel de NGS dirigida sencillo y aplicable al diagnéstico
habitual, que incluya genes frecuentemente mutados en LMA, basandonos en la
literatura. Siempre que sea posible, la secuenciacién se limitara a las regiones
hotspot en las que se localizan las mutaciones.

Validacion técnica del panel de NGS incluyendo el analisis de los parametros de
secuenciacion, validez, precision y limite de deteccion.

Validacion clinica de este panel en una serie de pacientes con LMA de novo
mediante comparacion con técnicas convencionales empleadas al diagnostico.
Andlisis del espectro mutacional en nuestra serie de pacientes: frecuencia
mutacional y relaciones de concurrencia o exclusividad entre las diferentes
alteraciones geneéticas detectadas.

Determinacion de la relacion entre las alteraciones genéticas identificadas y las
caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes.

Evaluacién del impacto de la incorporacién al diagndstico habitual de las nuevas
alteraciones genéticas.

Analisis del valor prondstico de las mutaciones encontradas de manera individual
y mediante la asignacion a los subgrupos definidos en los algoritmos de
estratificacion del riesgo. Se evaluara su asociacién con la respuesta al
tratamiento y parametros de supervivencia (SG, SLE e incidencia acumulada de
recaida (IAR)).
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Material y métodos

4.1. Pacientes y muestras

En el estudio se incluyeron los pacientes diagnosticados de LMA de novo entre
junio de 1999 y julio de 2014 en el Hospital Universitari i Politecnic La Fe (Valencia). Los
criterios de inclusion fueron los siguientes: diagndstico de LMA no promielocitica, edad
inferior a 65 afos, candidatos a tratamiento intensivo y con muestra de ADN de MO al

diagnéstico disponible y de calidad 6ptima.

Las muestras fueron obtenidas al diagndstico mediante puncién de MO esternal
0 en cresta iliaca posterosuperior y posteriormente almacenadas en el Biobanco La Fe.
Todos los pacientes se encontraban exhaustivamente caracterizados desde el punto de
vista clinico y biolégico (técnicas de citomorfologia, inmunofenotipo, cariotipo,
hibridacion in situ fluorescente y técnicas convencionales de biologia molecular). Los
subtipos de LMA al diagndstico se establecieron de acuerdo con las clasificaciones FAB
y OMS. El cariotipo se determind mediante citogenética convencional y el riesgo

citogenético se evaluo en base a las recomendaciones del MRC (Grimwade et al, 2010).

Los pacientes recibieron tratamiento intensivo segun el protocolo asistencial
PETHEMA para menores de 65 afios vigente al diagndstico (LMA99, LMA2007 o
LMA2010). En resumen, la totalidad de los pacientes recibié un primer ciclo de induccion
basado en antraciclinas y citarabina. A continuacion, los pacientes se estratificaron en
funcion de la respuesta obtenida y la presencia de factores de prondstico adverso
recibiendo diferentes esquemas de consolidacion tal y como se detalla en las Figuras |,

II'y Il del anexo.

Se recogieron y analizaron variables clinicas, biolégicas, respuesta al
tratamiento, recaida y supervivencia. Todas las muestras fueron proporcionadas por el

Biobanco La Fe en el momento del estudio.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico para la Investigacién Clinica del
Hospital Universitari i Politecnic La Fe y se ajusté a las recomendaciones de la
Declaracion de Derechos Humanos, la Conferencia de Helsinki y los requisitos
establecidos en la legislacion espafiola en el ambito de investigacion biomédica, la

proteccién de datos de caracter personal y la bioética.
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4.2. Estudio de las alteraciones moleculares

4.2.1.Extraccion de acidos nucleicos

El ADN se obtuvo en un procedimiento automatizado con el robot MagNaPure
(Roche, Indianapolis, IN) empleando el kit MagNa Pure LC Large Volume (Roche). Para
la técnica de NGS empleada en este estudio se cuantifico el ADN empleando el kit Qubit
DNA BR (Thermo Fisher, San Diego, CA), se evaluo la pureza de las muestras de ADN
mediante espectrofotometria en un equipo NanoDrop 2000® (Thermo Fisher). La
integridad de las muestras de se determind mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%. Las muestras que presentaron una relacion de absorbancia A260/A280 entre 1,8
y 2, y una unica banda gruesa en la electroforesis en agarosa fueron consideradas como

aptas para el estudio.

Los acidos nucleicos obtenidos se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion.

4.2.2.Lineas celulares y controles

Para los estudios de precision y limite de detecciéon de la técnica de NGS se

utilizaron lineas celulares humanas.

Se empleé ADN comercial de las lineas celulares OCI3-AML (DSMZ Gmbh,
Braunschweig, Germany) y HCT 116 (Horizon, Cambridge, UK). La linea celular OCI3-
AML contiene las mutaciones puntuales p.Arg882Cys (c.2644C>T) en DNMT3A en
heterocigosis y p.GIn61Leu (c.182A>T) en NRAS en homocigosis. Ademas es portadora
de la insercion p.Arg228fs (c.859_860insTCTG) en NPM1 en heterocigosis. La linea
celular HCT 116 contiene las mutaciones puntuales p.Gly13Asp (c.38G>A) en KRAS y
p.Asp816Val (c.2447A>T) en KIT, ambas en heterocigosis.

La linea celular HL60 se cultivd mediante métodos estandar y la extraccion de
ADN se realiz6 empleando el kit Blood DNA mini kit (Qiagen, Valencia, CA).
Posteriormente se cuantificé el ADN con el kit Qubit DNA BR. Esta linea celular contiene

la mutacion puntual p.GIn61Leu (c.182A>T) en NRAS en heterocigosis.

Ademas, se utilizé como control negativo una muestra de un control sano sin
mutaciones en los genes DNMT3A, NPM1, NRAS, KRAS ni KIT.
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4.2.3. Caracterizacion molecular mediante NGS
4.2.3.1 Panel de genes

Se selecciond el panel lon Torrent AmpliSeq AML Community panel (Thermo
Fisher). Este panel incluye las regiones hotspot de los genes ASXL1, BRAF, CBL, FLT3,
IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1y WT1;y la secuencia
codificante completa de CEBPA, DNMT3A, GATA2, TET2 y TP53. En la Tabla 11 se
detallan todas las regiones incluidas en el panel. Este panel unicamente requiere 40 ng
de ADN gendmico y analiza 21.9Kb en total. Para ello, se utilizan 264 amplicones que
se dividen en cuatro grupos o pools de cebadores. Cada uno de ellos necesita 10 ng de

ADN gendmico y contienen 124, 113, 12 y 15 pares de cebadores, respectivamente.

Tabla 11. Genes y regiones incluidas en el panel de NGS.

Genes Region diana
ASXL1 Exon 12
BRAF Codon 600
CBL Exones 8-9
CEBPA Todos los exones
DNMT3A Todos los exones
FLT3 Codones 676, 830-850
GATA2 Todos los exones
IDH1 Exon 4
IDH2 Exon 4
JAK2 Exon 14
KIT Exones 8, 10, 11, 17
KRAS Exones 2, 3, 4
NPM1 Exon 12
NRAS Exones 2, 3, 4
PTPN11 Exones 3, 7, 8, 13
RUNX1 Exones 3-8
TET2 Todos los exones
TP53 Todos los exones
WwT1 Exones 7, 9
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4.2.3.2 Preparacion de la muestra

Para generar las librerias se siguieron los siguientes pasos: en primer lugar, se
amplificaron las dianas, a continuacion, se realizé una digestion parcial de las
secuencias de cebadores, posteriormente se ligaron los adaptadores a los amplicones,

se purificé el producto y se normalizaron las librerias amplificadas.

4.2.3.2.1 Paso 1: Amplificaciéon del ADN

Las librerias se generaron a partir de 40 ng de ADN gendmico por cada muestra
y se amplificaron con el lon Ampliseq library kit 2.0 (Thermo Fisher). Previamente, se
normalizé la concentracion de ADN de todas las muestras a 10 ng/pL. La mezcla de
reactivos para la reaccion de amplificacion es igual para los cuatro pools de cebadores

y se detalla en la Tabla 12.

Tabla 12. Reactivos y volumenes empleados en la reaccion de amplificacion.

Reactivo Volumen (uL)
5x AmpliSeq™ HiFi Mix 2
2x lon AmpliSeq™ Primer Pool 5
ADN gendmico, 10 ng 1
H20 estéril 2
Total 10

Sin embargo las condiciones de la PCR difieren por la diferencia de pares de
oligonucledtidos en los distintos pools. Los pools 1 y 2 (en torno a 120 parejas de
cebadores) requieren de un programa de 18 ciclos (Tabla 13), mientras que para los
pools 3y 4 (con 12 y 15 parejas de cebadores) se emplea un programa de 21 ciclos
(Tabla 14).

Tabla 13. Caracteristicas de la PCR de amplificacion de los pools 1y 2.

Numero de ciclos Paso Temperatura (°C)  Tiempo (s)
1 Activacion enzimatica 99 120
Desnaturalizacion 99 15
18 Hibridacién y extension 60 240
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Tabla 14. Condiciones de la PCR de amplificacion de los pools 3 y 4.

Numero de ciclos Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 Activacion enzimatica 99 120
Desnaturalizacion 99 20
21 Hibridacién y extension 62 240

Tras la amplificacidon se combinaron los pools para obtener un total de dos mezclas
de amplicones, una constituida por los pools 1y 3, y otra constituida por los pools 2y

4, tal y como se describe en la Tabla 15.

Tabla 15. Combinacion de los distintos pools de amplicones.

Componente Volumen (uL)
Pool 1 o Pool 2 3.7
Pool 3 o Pool 4 10
H>O estéril 6.3
Total 20

4.2.3.2.2 Paso 2: Digestion enzimatica de las secuencias de cebadores

Se anadieron 2 yL de reactivo FuPa a cada muestra amplificada obteniendo un
volumen total de 22 pL. A continuacion, se siguid el siguiente programa en el
termociclador: 50°C durante 10 minutos, 55°C durante 10 min, 60°C durante 20 minutos

y finalmente 10°C hasta un maximo de una hora.

4.2.3.2.3 Paso 3: Ligacion de adaptadores a los amplicones y purificacion de las

librerias

Posteriormente, las librerias se etiquetaron con el kit lon Xpress Barcode Adapter
(Thermo Fisher) de tal manera que a cada muestra se le asign6 un codigo o barcode
distinto y para todas las librerias procedentes de la misma muestra se empled el mismo
codigo en los diferentes pools. Para ello, se combinaron los barcodes y los adaptadores
P1 segun las indicaciones del fabricante. Seguidamente, se realiz6 una reaccién de
diluciéon (Tabla 16) para lo que se afiadid a cada libreria 2 pyL de la mezcla de
adaptadores y barcodes correspondiente, 4 uL de Switch Solution y 2 uL de ligasa de

ADN, alcanzando un volumen total por pocillo de 30 pL.

47



Material y métodos

Tabla 16. Condiciones del termociclador para la reaccion de ligacion.

Termperatura (°C) Tiempo (min)
22 30
72 10
10 Maximo 1 hora

Las librerias se purificaron antes de ser amplificadas realizando un doble lavado

con el kit Agencourt AMPure XP Reagent (Beckman-Coulter, Brea, CA).

4.2.3.2.4 Paso 4: Normalizaciéon y amplificacion de las librerias

Las librerias purificadas se normalizaron a 100 pM empleando el lon Library
Equalizer™ Kit (Thermo Fisher). Este procedimiento no requiere cuantificacion previa
de la libreria. A continuacion, las librerias marcadas se amplificaron clonalmente y se
enriguecieron mediante una PCR de emulsiéon de forma automatizada utilizando el
equipo lon Torrent One Touch 2 (Thermo Fisher) y las esferas lon Sphere Particles (ISP)
(Thermo Fisher). En este proceso de expansion clonal, cada fragmento de ADN
contenido en las librerias es biotinilado a nivel del barcode y se une a una unica ISP a
través del adaptador. Tras la amplificacion, cada ISP queda recubierto por multiples
copias del mismo fragmento de ADN. Finalmente, las librerias amplificadas se purifican

para eliminar las ISP no ensambladas a ADN.
4.2.3.3 Secuenciacioén y control de calidad

En funcion de si la secuenciacion se realizo en la plataforma lon Proton (Thermo
Fisher) o en el equipo lon PGM (Thermo Fisher) se emplearon los chips lon P1 o lon
318™ (Thermo Fisher), respectivamente. Se establecieron como valores minimos de
calidad un 90% de uniformidad y una profundidad de cobertura media de al menos 500X
para continuar con el analisis de la muestra. Las muestras que no cumplieron estos

criterios fueron secuenciadas de nuevo.

4.2.3.4 Analisis de los datos: lectura de nucledtidos, alineamiento, llamada y

anotacion de variantes

Se empleo el programa Torrent Suite™ version 5.2.1 (Thermo Fisher) para la
extraccion de las lecturas de cada muestra. Este mismo software realiza el alineamiento
de la secuencia contra el genoma humano de referencia hg19 utilizando la herramienta
TMAP.
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La llamada de las variantes o variant calling se realizé a partir del fichero BAM
obtenido en el paso anterior y utilizando la herramienta Variant Caller Plugin version
5.2.1.38 (Thermo Fisher) que genera un archivo VCF por cada muestra. La profundidad
de lectura y el strand bias se analizaron mediante la herramienta Coverage Analysis
Plugin version 5.2.1.2 (Thermo Fisher). Los fragmentos con strand bias intrinseco o baja
profundidad de lectura fueron revisados mediante visualizacién directa del alineamiento
frente al genoma de referencia con el software Integrative Genomics Viewer (IGV)
(Thorvaldsdottir et al, 2013).

La anotacion de las variantes se realizd empleando el programa lon Reporter

Software version 5.2 (Thermo Fisher) a partir de los ficheros VCF.
4.2.3.5 Filtrado de las variantes

Todas las variantes anotadas fueron revisadas vy filtradas para seleccionar
unicamente aquellas clinicamente relevantes y técnicamente validas segun el siguiente

orden:

1. Seleccion de variantes localizadas en regiones codificantes y que generan
un cambio en el aminoacido resultante. Para ello, se excluyeron del analisis
las variantes intronicas y las sindnimas.

2. Seleccion de variantes con una frecuencia mutacional clinicamente
significativa. Por lo tanto, los polimorfimos o SNPs, es decir, las variantes con
MAF mayor o igual de 1% y las incluidas en las bases de datos poblacionales
dbSNP y 1000 Genomes Project no se incluyeron en el analisis posterior.
Seleccion de variantes con un minimo de 100 lecturas en la posicién alterada.
Seleccion de mutaciones puntuales con 20 o mas lecturas del alelo mutado
e INDELs con 25 o mas lecturas del alelo mutado.

5. Seleccién de variantes con VAF de al menos 3% para mutaciones puntuales
y del 5% para inserciones o deleciones.

6. Visualizacién directa de las variantes en el visor gendémico IGV con el objetivo
de excluir posibles errores de secuenciacién (homopolimeros, strand bias...)

7. Revision individual de cada una de las variantes empleando bases de datos
publicas (ClinVar, Varsome, Cosmic). Las mutaciones descritas previamente
como germinales fueron excluidas del analisis posterior. Las mutaciones no
descritas previamente se investigaron aplicando algoritmos de prediccion de
su efecto deletéreo (SIFT, PROVEAN y PolyPhen2).
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4.2.3.6 Clasificacion de las variantes

Las variantes se categorizaron en 4 clases en base a las guias y estandares
vigentes segun su significacion clinica (Li et al, 2017): clase |: variantes clinicamente
relevantes, clase Il: variantes potencialmente relevante desde el punto de vista clinico,
clase lll: variantes con relevancia clinica desconocida, clase IV: variantes benignas o

probablemente benignas.

4.2.4.Validacion técnica del método de NGS
4.2.4.1 Parametros de la secuenciacion

En todas las muestras se determind la uniformidad, el porcentaje de lecturas
mapeadas correctamente (on-target), la profundidad de lectura y el strand bias o sesgo

de cadena.
4.2.4.2 Validez

La sensibilidad y especificidad del método estudiado se calculd sobre los
archivos BAM obtenidos de la secuenciacion de tres lineas celulares (HL-60, OCI3-AML
y HCT 116) caracterizadas ampliamente y cuya secuencia génica se encuentra
disponible publicamente. Para ello se aplicod el paquete caret de R versiéon 6.0-79, se
filtraron las coordenadas cubiertas por el panel con los archivos .bed y se compararon
los resultados de la secuenciacién con la secuencia gendmica de referencia de estas
lineas celulares. El célculo se realiz6 aplicando un algoritmo basado en BWA-MEM para
el alineamiento y GATK para la identificacion de variantes. La sensibilidad y
especificidad esperadas con el algoritmo empleado son de 85% y 99% respectivamente
(Elloumi, M, 2017). Se elaboraron tablas de contingencia con los valores de los
verdaderos positivos (VP), los verdaderos negativos (VN), los falsos positivos (FP) y los
falsos negativos (FN). Se consideraron VP a las mutaciones esperadas segun la
secuencia de referencia que fueron identificadas tras la secuenciacion con el panel de
estudio. Se consideraron VN a todas las posiciones genémicas en las que no se
esperaba encontrar una mutaciéon en base a la secuencia de referencia y en las que la
secuenciacion con el panel de estudio no encontré6 cambio de nucleétido. Se
consideraron FP a las mutaciones identificadas en la secuenciacion que no se
encontraban presentes en la secuencia genomica de referencia. Finalmente, se
consideraron FN las posiciones gendmicas en las que era esperable encontrar una
mutacion segun la secuencia de referencia, en las que, sin embargo, el panel estudiado

no detectd dicha mutacion.
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La sensibilidad se calculé como la proporcion de VP detectados por el panel y el
total de positivos (cambio de nucleétido) encontrados en la secuencia de referencia de
la linea celular (suma de VP y FN) [VP/(VP+FN)] y la especificidad se calculé como la
proporcion de VN detectados por el panel de estudio y el total de posiciones genémicas
de la secuencia de referencia que no presentaron cambio de nucleétido (suma de VN y
FP) [VN/(VN+FP)].

4.2.4.3 Precision y limite de deteccioén

Definimos la reproducibilidad como la concordancia entre las dos plataformas
empleadas en este estudio (lon PGM e lon Proton). Consideramos como precision
intermedia la concordancia de resultados empleando la misma plataforma, pero
diferentes equipos (en nuestro caso, dos lon PGM) y distintos operadores. Por ultimo,
la repetibilidad expresa la precision del procedimiento en las mismas condiciones, con
el mismo equipo y en un intervalo de tiempo corto. Se define el limite de deteccion como
la frecuencia alélica minima que el procedimiento es capaz de detectar para una variante
unica y limite de cuantificacion a la frecuencia alélica minima que puede ser identificada

por el método a estudio con una precision adecuada.

Para evaluar la reproducibilidad se secuenciaron en ambas plataformas librerias

obtenidas de las muestras al diagndstico de tres pacientes incluidos en el estudio.

Se empled la linea celular OCI3-AML, que contiene tres regiones hotspot en la
LMA, en la plataforma PGM para determinar el limite de deteccién, el limite de
cuantificacion, la repetibilidad y la precision intermedia. Para ello, se elaboraron
diluciones seriadas de ADN de dicha linea celular y ADN de un control sano en las
siguientes proporciones: 1:5, 1:10, 1:16 y 1:50. Con ello, se obtuvieron frecuencias
alélicas de 10%, 5%, 3% y 1% para las alteraciones moleculares en DNMT3A y NPM1

y frecuencias alélicas de 20%, 10%, 6% y 2% para la mutacion en NRAS.
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Figura 9. Disefio del experimento de precision y limite de deteccidn. L: libreria. X: otras

muestras (no empleadas para determinar la precision).
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Se generaron siete librerias independientes por cada dilucién (1:5, 1:10, 1:16 y
1:50) de la linea celular OCI3-AML. La repetibilidad se evalué secuenciando cuatro
librerias de cada muestra en dos carreras diferentes en el mismo secuenciador lon
PGM, obteniendo en total cuatro secuenciaciones por cada una de las diluciones. Las
librerias y la secuenciacion se realizaron el mismo dia y por el mismo operador. Para la
precision intermedia se emplearon también cuatro librerias que se secuenciaron en
cuatro carreras diferentes (una de ellas se habia utilizado también para el calculo de la
repetibilidad), obteniendo también cuatro secuenciaciones independientes por cada
muestra. En este caso, los experimentos fueron realizados por dos operadores distintos,

en dos equipos diferentes (ambos lon PGM) y con mas de 24 horas de diferencia.

En todos los casos, en cada carrera se incluyeron 8 muestras en un chip lon
318™. Para los experimentos de precisiéon intermedia, cada carrera se completé con
cuatro muestras adicionales que no se emplearon para la determinacién de la precision
del método. Se considerd aceptable un coeficiente de variacion (CV) menor o igual al
20%.

Para determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion se emplearon
todas las librerias construidas. La distribucion de las muestras y las carreras realizadas

para este experimento se detallan en la Figura 9.

4.2.5.Validacion clinica de la técnica de NGS

Para evaluar la capacidad del panel seleccionado para detectar variantes
patogénicas en la LMA se compararon los resultados de la NGS con los obtenidos
mediante las técnicas convencionales de biologia molecular empleadas hasta entonces
como estandar al diagnéstico. Ademas, se confirmaron las nuevas mutaciones

encontradas mediante secuenciacion directa.
4.2.5.1 Deteccion de inserciones en NPM1, FLT3-ITD y FLT3-D835

Las mutaciones en NPM1 se determinaron mediante amplificacion por PCR de
un fragmento de 197 pb del exén 12 del gen (Gale et al, 2008), empleando un cebador

forward marcado con 6-FAM en su extremo 5.

Las mutaciones en FLT3-ITD se analizaron siguiendo los pasos descritos con
anterioridad (Thiede et al, 2002). Brevemente, se parte de ADN gendmico que se
amplific6 mediante PCR empleando cebadores especificos de los exones 11 y 12. El

cebador forward se encuentra marcado con 6-FAM en su extremo 5'.
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Por dultimo, la determinacion de la mutacion D835 se efectué mediante
amplificaciéon por PCR del exon 7 de FLT3, empleando cebadores marcados con
fluorogenos (HEX) (Murphy et al, 2003).

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis capilar en el equipo
ABI 3130 Genetic Analizer (Applied Biosystems, Massachusetts, US) y el software
GeneMapper v3.7 (Applied Biosystems), lo que permite diferenciar dos fragmentos en

los casos mutados mediante separacion por tamanios.
4.2.5.2 Deteccién de mutaciones en el gen CEBPA

Para el estudio de CEBPA, en primer lugar, se buscaron mutaciones mediante
electroforesis capilar como técnica de screening. Para ello, se realizaron tres PCR para
amplificar las regiones TAD1, TAD2 y BZIP utilizando cebadores marcados en 5’ con 6-
FAM en el oligonucledtido forward (Lin, L. I. et al, 2005). Cada PCR requiere 30 ng de
ADN gendmico. Los reactivos y las condiciones de las PCR se realizaron siguiendo un
disefio publicado previamente (Fuster et al, 2012). Para confirmar la correcta
amplificaciéon de los fragmentos se testaron los productos de PCR en gel de agarosa al
2%. A continuacion, los fragmentos amplificados se estudiaron mediante electroforesis
capilar en el equipo ABI 3130 Genetic Analizer y analisis en el software GeneMapper
v3.7. Las muestras que resultaron positivas por electroforesis capilar se testaron en un

segundo paso mediante secuenciacion directa (Sanger) del exén 1.
4.2.5.3 Otros genes

Las mutaciones en otros genes incluidos en el panel que fueron detectadas con
una VAF mayor del 15% por NGS se confirmaron por secuenciacion directa con el kit
Type-it mutation detection (Qiagen). En concreto, se estudiaron los genes BRAF V600E,
KIT, IDH1 (R132), IDH2 (R140, R172), TET2 y RUNX1 empleando cebadores
especificos y técnicas descritas anteriormente (Amanuel et al, 2012, Fuster et al, 2009,
Paschka et al, 2010, Gaidzik et al, 2011).

4.3. Definiciones

4.3.1.Secuenciacion masiva

Amplicén: fragmento de DNA resultante de la amplificacion de una secuencia de

interés.
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Base calling: es el proceso de asignacion de nucleotidos concretos en funcion

de la sefal generada en una reaccién de secuenciacion.

Frameshift. mutacion que genera un cambio en el marco de lectura de la

secuencia.
Hotspot: region gendmica que presenta mutaciones de manera recurrente.

Libreria: conjunto de fragmentos de DNA de una muestra, de un tamafio

homogéneo y que portan adaptadores y cédigos en los extremos.

Minor Allele Frequency (MAF): frecuencia del alelo menos comun en una
determinada posicion. Este dato se extrae de la informacion publicada en las bases de
datos poblacionales. Un porcentaje superior al 1% indica que la variante se considera

un polimorfismo o SNP.

Strand-bias: desequilibrio entre las lecturas de los fragmentos gendmicos

amplificados de las hebras sentido (5’-3’) y anti-sentido (3’-5).

VAF: (variant allele frequency): la frecuencia alélica de la variante se refiere al
porcentaje de lecturas que contienen la variante mutada respecto a las lecturas de la

secuencia de referencia.

Variant calling o llamada de variantes: es el proceso por el cual se identifican las

variantes a partir de la informacion generada por la secuenciacion.

4.3.2. Respuesta al tratamiento

Se evalud la respuesta al tratamiento tras finalizar el ciclo de induccién. Para
ello, se analizaron los resultados del hemograma y se realizé un examen citomorfoldgico
de muestra de SP y de muestra de MO obtenida por puncion esternal o en cresta iliaca

posterosuperior. Los criterios de respuesta se detallan a continuacion:

- Remisién Completa (RC): se considerd en respuesta completa a los
pacientes que cumplieron todos los criterios que se enumeran a
continuacion:

o Recuento absoluto de neutréfilos = 1 x 10%/L
o Recuento plaquetar = 100 x 10°/L
o Ausencia de blastos en SP
o Blastos en MO < 5%, sin bastones de Auer
o Ausencia de enfermedad extramedular
- Remisién Parcial (RP): los pacientes que cumplieron todos los criterios

hematoldgicos de respuesta completa pero presentaron un porcentaje de
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blastos en MO entre un 5% y un 25% con una disminucién de al menos
el 50% respecto al porcentaje de blastos al diagnostico se consideraron
en respuesta parcial.

- Refractariedad primaria: ausencia de RC o RP tras tratamiento intensivo.

- Muerte por causa diferente a la LMA: muerte antes de la evaluacion de la
respuesta (muerte en induccion) o muerte sin evidencia de enfermedad
leucémica antes de finalizar la totalidad del tratamiento.

- Recaida: Tras haber alcanzado una respuesta, reaparicion de
enfermedad extramedular, blastos en SP o blastos en MO con un

porcentaje = 5%.

Se consider¢ fallo del tratamiento a todos los pacientes que no alcanzaron

RC o RP tras la induccion.

4.3.3.Supervivencia

Supervivencia global (SG): se calculd para todos los pacientes incluidos en el
estudio. Se consideré el tiempo comprendido entre la fecha de diagndstico de la

enfermedad y la fecha de ultima visita o muerte del paciente.

Supervivencia libre de evento (SLE): se calculd para todos los pacientes
incluidos en el estudio. Se considero el tiempo desde la fecha del diagndstico hasta la
fecha de enfermedad refractaria, recaida desde RC o muerte por cualquier motivo, lo
que ocurriera primero. Los pacientes que sobrevivieron sin enfermedad se censuraron

en la fecha de ultima visita.

Incidencia acumulada de recaida (IAR): se calculd para los pacientes que
alcanzaron RC, desde la obtencién de la misma hasta la recaida. Como evento
competitivo a la recaida, se considero la muerte no debida a la LMA. Los pacientes que

sobrevivieron sin enfermedad se censuraron en la fecha de ultima visita.

4.3.4.0tros

Cariotipo complejo: presencia de tres 0 mas alteraciones cromosomicas no

relacionadas.
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4.4. Limitaciones del estudio

4.4.1. Aspectos técnicos

En primer lugar, el empleo de paneles de amplicones presenta dos limitaciones
principales. Por una parte, el estudio de las regiones dificiles de amplificar puede verse
afectado por problemas de cobertura, lo que puede dificultar la deteccidon de mutaciones
en dichas localizaciones. Por otra parte, la uniformidad obtenida es ligeramente inferior
que empleando otros disefios (paneles de captura). En segundo lugar, el tipo de
tecnologia utilizada (basada en cambios de pH y transmision de la sefal por chips
semiconductores) puede, por un lado, inducir errores en la deteccion de INDELs, en
especial en las regiones de homopolimeros. Este error se puede minimizar aumentando
los ciclos de secuenciacion. Por otro lado, en regiones con elevado strand bias pueden
detectarse de manera infrecuente falsas inserciones de un nucleétido o errores en la
identificacion de sustituciones, sin embargo, la revisién en el visor genémico IGV permite

detectar estos artefactos con facilidad.

La cobertura del disefio del panel no incluye el dominio yuxtamembrana de FLT3
en el que se localizan las ITD, por lo que este tipo de mutaciones no son evaluables por
el método de NGS.

En lo referente a la interpretacion de los resultados, este estudio no incluye
pruebas pareadas en ADN no tumoral encaminadas a la deteccién de posibles
alteraciones de linea germinal. En este sentido, se ha realizado una investigacion
exhaustiva de las bases de datos de variantes publicas y se han descartado las
mutaciones descritas como germinales en estudios previos. Ademas, en casos
seleccionados con alta sospecha del caracter germinal de la variante se ha analizado

una muestra de SP en RC.

4.4.2. Aspectos clinicos

En cuanto al estudio de supervivencia, los pacientes incluidos en el estudio
recibieron tratamiento intensivo en base a los protocolos asistenciales nacionales
vigentes al diagnéstico. A pesar de que el tratamiento de induccion fue equivalente en
todos ellos, existen diferencias en cuanto tipo de quimioterapia recibida en consolidacion
y los criterios para proceder a un trasplante de MO. Estas divergencias pueden influir en
la asignacion del prondstico de las variables a estudio a pesar de que los grupos de
estudio no presenten diferencias significativas en su distribucion. Se realiz6 un analisis

de factores prondstico censurando a los pacientes que recibieron trasplante de
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progenitores hematopoyéticos (TPH) alogénico en la fecha del trasplante, lo que puede

contribuir a minimizar las diferencias en funcion del protocolo de tratamiento.

Como criterio de inclusién en el estudio se requiere una muestra de ADN
disponible en cantidad y calidad 6ptimas, lo que podria influir en la representatividad de
la muestra por efecto del azar. Para evaluar esta limitacion intrinseca del disefio del
proyecto se compararon las caracteristicas clinico-biolégicas de la serie de pacientes
incluidos en el estudio con la serie total de pacientes que cumplian el resto criterios de

inclusion independientemente de la disponibilidad de muestra bioldgica.

4.5. Analisis estadistico

En cuanto a la estadistica descriptiva, las variables cuantitativas continuas se
evaluaron empleando la mediana y el rango, mientras que para las variables cualitativas

se utilizaron las frecuencias absoluta y relativa.

La prueba de Chi cuadrado y el test exacto de Fisher se utilizaron para comparar
las variables cualitativas entre los subgrupos de pacientes. Para las variables
cuantitativas continuas, se aplico el test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad. Las
variables de distribucion no normal se analizaron mediante los test U de Mann-Whitney
y Kruskal Wallis, mientras que las de distribucion normal se evaluaron mediante la t de
Student. La correccion de Bonferroni se aplicé para las comparaciones multiples. Los

patrones de exclusion se analizaron aplicando los algoritmos MEGSA (Hua et al, 2016).

La SG y la SLE se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier. Para las
comparaciones se utilizé la prueba log-rank. Se empled la regresion multiple de Cox
para el analisis multivariante de las variables dependientes del tiempo. La probabilidad
de recaida se estim¢ a través del célculo de la incidencia acumulada (IA), empleando el
test de Gray para las comparaciones. A este efecto, se consideraron como eventos
competitivos la recaida y la muerte por otras causas. El analisis multivariante de la 1A
se realizé mediante el test de Fine y Gray para eventos competitivos. Para el analisis de
supervivencia los pacientes que recibieron un TPH alogénico se censuraron en la fecha

de dicho procedimiento.

Se consideré un valor de p <0,05 como estadisticamente significativo. En el
analisis multivariante se incluyeron las variables que alcanzaron el nivel de significacion
en el estudio univariante. Para el analisis estadistico se empleé el software R version
3.2.2.
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Resultados

5.1. Caracteristicas generales de la serie

Se incluyeron en el estudio un total de 162 pacientes con LMA no promielocitica
tratados con quimioterapia intensiva. La mediana de edad al diagndstico fue de 50 afos,
con predominio de varones frente a mujeres (59.3% vs 40.7%). La mediana de blastos
fue del 68% en MO y del 46% en SP. Los recuentos hemoperiféricos medios fueron de
14.65 x 10%L para los leucocitos, 9.3 g/dL para la hemoglobina y 55.5 x 10%/L para las
plaquetas. Mas de la mitad de los pacientes (61%) presentaron un cariotipo de riesgo
intermedio. En cuanto al protocolo de tratamiento, los pacientes se repartieron en

proporciones similares, en torno al 30% en cada uno de los 3 grupos.

Tabla 17. Caracteristicas generales de la serie de estudio y comparacién con la

serie global independientemente de la presencia de ADN disponible.

Serie de estudio Serie global
Caracteristicas p valor
n (%) n (%)
Mediana (rango) Mediana (rango)
Edad 50 (17-64) 51 (17-64) 0,71
Blastos en SP (%) 46 (0-100) 41,5 (0-100) 0,53
Blastos en MO (%) 68 (20-89) 66 (20-100) 049
Leucocitos (x10%L) 14.65 (0.8-324) 13.72 (0.8-324) 0,55
Hemoglobina (g/dL) 9.3 (4.9-14.2) 8.9 (4.9-14.2) 0,44
Plaquetas (x10%L) 55.5 (5-572) 59 (5-572) 0,72
n (%) n (%)

Sexo

Hombre 96 (59.3) 133 (58.8) 0.03

Mujer 66 (40.7) 93 (41.2)
Riesgo citogenético

Bajo 24 (14.8) 30 (13.3)

Intermedio 98 (60,4) 139 (61.5)

Alto 31 (19,1) 41 (18.1) 001

No disponible 9 (5.5) 16 (7.1)
Tratamiento

PETHEMA LMA99 51 (31.5) 97 (43)

PETHEMA LMA2007 54 (33.3) 65 (29) 0.04

PETHEMA LMA2010 57 (35.2) 64 (28)
TOTAL 162 226
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Se compard la serie de estudio (con muestra de ADN disponible, n=162) con la
serie global de pacientes que cumplian todos los criterios de inclusion
independientemente de la presencia de ADN (n=226), sin encontrar diferencias
significativas entre ambos grupos a excepcién de la distribucion entre los distintos tipos

de tratamiento.

Las caracteristicas de ambas series, asi como la comparacion entre ellas, se
recogen en detalle en las siguientes tablas: Tabla 17, Tabla 18, Tabla 19 y Tabla 20. La
caracterizacién previa de los pacientes, que incluia el cariotipo y uUnicamente las
mutaciones en tres genes (NPM1, CEBPA 'y FLT3), permitio clasificar a los pacientes de
la serie de estudio y la global de acuerdo con los criterios FAB, OMS 2008 y ELN 2010.

Tabla 18. Clasificacion OMS 2008 de la serie de estudio y comparacion con la serie

global.
Serie de estudio  Serie global
Clasificacion OMS 2008 p valor
n (%) n (%)
LMA con alteraciones genéticas recurrentes 95 (58,6) 112 (49.6)
LMA con t(8;21); RUNX1-RUNX1T1 9 (5,6) 12 (5,4)
LMA con inv(16) o t(16;16); CBFB-MYH11 15 (9,3) 18 (8,1)
LMA con t(9;11); MLLT3-KMT2A 2(1,2) 3(1,4)
LMA con t(6;9); DEK-NUP214 1 (0,6) 3(1.4)
LMA con inv(3)o £(3;3) 3(1,8) 5(2,3)
LMA con NPM1 mutado (entidad provisional) 54 (33,3) 59 (26,7)
LMA con CEBPA mutado (entidad provisional) 11 (6,8) 12 (5,4)
LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia 42 (26) 58 (25,6)
LMA no especificada (NOS) 25 (15,3) 51 (22,5) 0.91
LMA con minima diferenciacion 4 (2,5) 6 (2,7)
LMA sin maduracion 8 (4,9) 19 (8,6)
LMA con maduracion 6 (3,7) 10 (4,5)
Leucemia aguda mielomonocitica 3(1,8) 7(3,2)
Leucemia aguda monoblastica/monocitica 3(1,8) 4(1,8)
Leucemia aguda eritroide 1 (0,6) 4(1,8)
Panmielosis aguda con mielofibrosis 0 1(0,4)
No clasificadas 0 5(2,2)
TOTAL 162 226
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Tabla 19. Clasificacion FAB de la serie de estudio y comparaciéon con la serie

global.
Serie de estudio Serie global
Clasificacion FAB de la LMA p valor

n (%) n (%)

MO - indiferenciada 7 (4,3) 10 (4,4)

M1 — sin maduracién 46 (28,4) 62 (27.4)

M2 — con maduracion 42 (25,9) 64 (28,3)

M4 - mielomonocitica 42 (25,9) 55 (24,3) 0.99

M5 - monoblastica 17 (10,5) 22 (9,7)

M6 — eritroide 7 (4,3) 10 (4,4)
M7 — megacarioblastica 1(0,6) 3(1,3)

TOTAL 162 226

Tabla 20. Clasificacion segun la ELN 2010 de la serie de estudio y comparacion

con la serie global.

Serie de estudio Serie global
Riesgo ELN 2010 p valor
n (%) n (%)

Bajo 58 (35,8) 69 (30,5)

Intermedio 1 43 (26,5) 59 (26,1)

Intermedio 2 24 (14,8) 34 (15) 0.92
Alto 28 (17,3) 39 (17,3)

No clasificadas 9 (5,6) 25 (11)
TOTAL 162 226

5.2. Validacion técnica del panel de NGS

5.2.1.Parametros de la secuenciacion

Se secuenciaron las muestras de los 162 pacientes incluidos en el estudio. Se
realizaron un total de 165 secuenciaciones (112 en la plataforma lon Proton y 53 en la
plataforma lon PGM) ya que tres pacientes se secuenciaron en ambas plataformas para
examinar la reproducibilidad, tal y como se detalla mas adelante. La media de lecturas

mapeadas por muestra fue de 2.000.000 en lon Proton y de 500.000 en lon PGM.

En ambas plataformas se alcanzo un porcentaje de lecturas on-target mayor del

88% y una uniformidad media superior al 93%. La media de la profundidad de lectura
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por base obtenida fue mayor de 6.000 para Proton y superior a 2.000 para PGM (Tabla
21).

Tabla 21. Parametros de la secuenciacion con el panel NGS.

Lecturas On Target  Profundidad media Uniformidad
mapeadas (%) de lectura (%)
Media 1.988.976 88,76 6.204 93,61
256.145- 34,25-
Proton Rango 35.000.248 96.29 1.107-25.768 90,16-96,42
Desviacion 4.178.692 14,06 4.783 1,49
estandar
Media 489.143 91,55 2.082 94,89
134.761- 49,51-
PGM Rango 834.560 99.45 1.009-3.876 90,30-97,83
DESEER 140.848 14,18 676 1,94
estandar

La profundidad media de lectura por gen en la plataforma PGM fue mayor de
1000X en todos los genes estudiados a excepcion de BRAF en la que fue de 942X. En
la plataforma lon Proton la totalidad de los genes analizados mostraron una profundidad
media de lectura superior a 1000X. En ambas plataformas la mayoria de los amplicones
analizados no mostraron strand bias y su profundidad media de lectura fue superior a
500X (97% y 99,14% en lon PGM y en lon Proton, respectivamente), siendo mas
homogénea en el caso del lon PGM. Sin embargo, se observd una profundidad de
lectura inferior a 100X de manera constante en los codones 70-75 del gen DNMT3A
(fragmento NM_022552.4) y los primeros 200 codones de CEBPA (fragmento
NM_004364.4) (Figura 10). Algunos amplicones concretos mostraron un disbalance de
lectura entre ambas cadenas significativo, especialmente en la plataforma PGM. En este
equipo, los fragmentos ASXL1_235.1.76662 y GATA2_47.1.16110 presentaron un
strand bias de 40.4X y 108.05X a favor de la hebra sentido y el fragmento
DNMT3A_23.66955 se encontrd sesgado 45.62X hacia la hebra antisentido (Figura 11).
Estos amplicones se revisaron sistematicamente en el visor genémico IGV en todas las

muestras.
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Figura 10. Amplicones con profundidad media de lectura por amplicon inferior a
1000X en alguna de las dos plataformas.
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Figura 11. Amplicones con strand bias mayor o igual a 2X. Los valores positivos indican
sesgo hacia la cadena sentido y los valores negativos hacia la cadena antisentido. *muestra el valor del

strand bias cuando no esta indicado en el eje X.

Strand bias
46 44 42 40 2 0 2 4 10 20 30 40
DNMT3A_23.66955 —_———
RUNX1_239.73772 S PROTON
TP53_7.361197
DNMT3A_29.3.102516 —
TET2_83.1.251757 1
AMPL227335937
GATA2_47.1.89732 :
AMPL227933976
ASXL1_235.1.38282
AMPL227802891
GATA2_45.25818
RUNX1_242.1.67447
TP53_1.3.1590469
RUNX1_239.65068
TET2_78.211094
CEBPA_1.2.29987 5.2
GATA2_44.3.79284 *5.7
TET2_78.210683
NRAS_5.7942
RUNX1_239.66909
ASXL1_235.1.76662
GATA2_47.1.16110

65



Resultados

5.2.2.Validez

La secuencia de nucleétidos identificada tras la secuenciacién de las lineas
celulares OCI3-AML, HCT 116 y HL-60 sin filtrar se compard con los respectivos
genomas de referencia disponibles publicamente. Este andlisis mostré una sensibilidad
global del 89,2% (IC 95%, 87.55%-90.77%) y una especificidad del 99,9% (IC 95%,
99.87%-99.90%) en las 21.993 posiciones cubiertas por el panel de NGS. Las tablas de

contingencia individuales de todas las carreras realizadas se detallan en la Tabla 22.

Tabla 22. Valores absolutos del experimento de validez. *Genoma de referencia (gold

standard). Las carreras se refieren a los resultados obtenidos de la secuenciacion con el panel de NGS.

OCI3-AML* HCT116*
Positivo Negativo Positivo Negativo
CARRERA 1 Positivo 949 20 CARRERA 2  Positivo 948 27
Negativo 101 20923 Negativo 102 20916
TOTAL 1050 20943 TOTAL 1050 20943
OCI3-AML* HL60*
Positivo Negativo Positivo Negativo
CARRERA 3 Positivo 938 20 CARRERA 4 Positivo 894 28
Negativo 112 20925 Negativo 156 20915
TOTAL 1050 20943 TOTAL 1050 20943
OCI3-AML* HCT116*
Positivo Negativo Positivo Negativo
CARRERA 5 Positivo 940 30 CARRERA 6 Positivo 948 22
Negativo 110 20913 Negativo 102 20921
TOTAL 1050 20943 TOTAL 1050 20943

5.2.3.Precision y limite de deteccion
5.2.3.1 Reproducibilidad

La secuenciacién de las librerias generadas a partir de muestras de tres
pacientes en ambas plataformas (PGM y Proton) tras el filtrado de variantes mostré una
concordancia del 100% (Tabla 23). Las muestras empleadas presentaban mutaciones
en CEBPAy GATA2 (muestra 1), IDH2 y NPM1 (muestra 2) e IDH2, TET2 y DNMT3A

(muestra 3).
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Tabla 23. Reproducibilidad entre las plataformas lon Proton e lon PGM.

VAF (%) Profundidad de lectura

Plataforma Proton PGM Proton PGM
CEBPA ¢.332_339del7 61.25 49.44 511 3519
Muestra 1 CEBPA c.878_880del3 46.83 49.02 662 824
GATA2 c.1085G>A 45.39 44.07 802 1425
IDH2 c.419G>A 41.62 46.80 913 1222

Muestra 2 .
NPM1 c.859 _860insTCTG 40.39 47.45 770 1351
IDH2 c.515G>A 44.60 46.84 1998 1488
TET2 c.5103G>A 50.33 48.59 1997 1842

Muestra 3

DNMT3A c.1930G>A 45.50 46.56 1345 524
DNMT3A ¢.2374_2374delC 44 .84 46.84 1967 1844

5.2.3.2 Precision intermedia y repetibilidad

Las mutaciones existentes se detectaron con una VAF similar a la esperada en
todas las muestras con diluciones con ratio 1:5, 1:10 y 1:16 tanto en el experimento de
PI como en el de repetibilidad. Sin embargo, en ambos casos, la insercion en NPM1 fue
encontrada con un CV mayor del 20% para la dilucion 1:16 (VAF esperada 3%). En las
muestras mas diluidas (ratio 1:50) la alteracion homocigota en NRAS (VAF esperada
2%) fue detectada con precision. Por el contrario, no se detectaron las variantes
heterocigotas (NPM1y DNMT3A, VAF esperada 1%) (Tabla 24).

5.2.3.3 Limite de deteccion y de cuantificacion

En cuanto a las mutaciones puntuales, el limite de deteccion y el de
cuantificacion de la variante NRAS c.182A>T (p.GIn61Leu) fue de 1.6% y para la
variante DNMT3A c.2644C>T (p.Arg882Cys) fue 2.4%. Para la insercion NPM1
c.863_864insTCTG (p.Trp288fs) el limite de deteccion fue de 3% y el de cuantificacion
4.3% (Tabla 24).

Por lo tanto, los experimentos de precision y limite de deteccion/cuantificacion
confirman que el método es capaz de encontrar de manera fiable INDELs y mutaciones
puntuales por encima de los limites establecidos en el estudio para la seleccion de

variantes: VAF minima de 5% y 3% respectivamente.
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Tabla 24. Repetibilidad, precision intermedia y limite de deteccion del panel de

NGS. DE: desviacién estandar. CV: coeficiente de variacion. A: operador A. B: operador B. ND: no

detectado. NC: no calculable.

5. 4- 3- 2-
. ARRERA
PRECISION INTERMEDIA Y ¢ B A B A
LIMITE DE DETECCION VAF ESPERADA VAF cv
o ) MEDIA DE o
DNMT3A c.2644C>T 10 122 105 133 109 112 06 79
OCI3- NPM1
A1|§n5|_ 6,863 BOANSTCTG 10 122 114 105 107 114 08 66
' NRAS c.182A>T 20 197 190 196 195 194 04 19
DNMT3A ¢.2644C>T 5 42 36 53 43 45 09 194
ocI3- NPM1
,m:; o ST 5 69 90 89 60 90 12 132
' NRAS c.182A>T 10 106 109 105 106 107 02 19
DNMT3A c.2644C>T 3 30 24 27 26 27 03 105
OCI3- NPM1
ﬂue- 6.863. B64msTCTG 3 37 58 51 50 49 11 220
' NRAS c.182A>T 6 55 58 57 55 57 02 28
DNMT3A ¢.2644C>T 1 ND ND ND ND NC NC NC
ocI3- NPM1
ﬂg; S BT 1 ND ND ND ND NC NC NC
' NRAS c.182A>T 2 23 21 23 23 22 01 48
RUN 1 1 2 2
_REPETIBILIDAD Y
LIMITE DE DETECCION
VAF ESPERADA VAF wepA DEF SV
(%) (%) (%)
DNMT3A ¢.2644C>T 10 109 123 112 115 115 06 52
OcCI3- NPM1
,:MSL ¢.863_BBAINSTCTG 10 107 102 104 100 103 03 29
NRAS c.182A>T 20 195 196 189 190 193 04 18
DNMT3A ¢.2644C>T 5 43 42 36 32 38 05 136
ocl3-
NPM1
?-TI(; o ST 5 60 43 50 47 50 07 145
NRAS c.182A>T 10 106 104 102 97 102 04 38
DNMT3A ¢.2644C>T 3 26 20 24 25 24 02 106
ocl3-
NPM1
ﬂ"s- €863 8641sTCTG 3 50 42 30 44 42 08 202
NRAS c.182A>T 6 55 54 56 53 55 01 24
DNMT3A ¢.2644C>T 1 ND ND ND ND NC NC NC
oci3- NPM1
‘:‘_"2'6 ¢.863_864insTCTG L ND ND ND ND NC NC NC
NRAS c.182A>T 2 23 16 20 20 20 03 145
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5.3. Validacion clinica del panel de NGS

5.3.1.Caracterizacion molecular mediante NGS

El panel de secuenciacién dirigida detectdé 4341 variantes en los 162 pacientes
estudiados. Tras aplicar los filtros, se seleccionaron 339 variantes en 18 genes de los
19 analizados. La profundidad media de lectura y la frecuencia alélica media para estas
mutaciones fueron de 1.592,52 (107-4.000) y 36,43% (3-99,63) respectivamente. Un
64% (n=216) de las variantes identificadas fueron mutaciones puntuales o SNV (Single
Nucleotide Variations) y un 36% (n=123) INDELs. En cuanto a la distribucién por genes
se encontraron 64 mutaciones en NPM1, 52 en DNMT3A, 28 en CEBPA, 25 en NRAS,
23 en TET2,19 en IDH2, 18 en TP53, 16 en FLT3, 15 en RUNX1, 13 en GATA2 y KIT,
12en ASXL1,11en PTPN11e IDH1,9en WT1,7 en KRAS,2en CBLy 1 en BRAF. La
distribucién por gen y paciente se muestra en la Figura 12 y todas las variantes
encontradas se detallan en la Tabla complementaria I. La media de mutaciones por
muestra detectadas mediante el panel de NGS fue de 2,09 (rango, 0-8). Considerando
las mutaciones en FLT3-ITD (n=37), detectadas por métodos convencionales, el nimero
total de alteraciones moleculares encontradas en la serie de estudio fue de 376, con una
media de 2,32 mutaciones por muestra. Un 92% (n=149) de los pacientes mostraron al
menos una alteracién molecular. Teniendo en cuenta la citogenética, el 96% (n=156) de
los pacientes estudiados portaba alteraciones. De los 6 pacientes que no mostraron

ningun cambio genético, el cariotipo no fue valorable en uno de ellos.

En los genes cuya secuencia codificante completa estaba cubierta por el panel,
se analizo la distribucion de las mutaciones a lo largo del gen (Figura 13). En CEBPA la
mayoria de las mutaciones (61,5%) se localizaron en el dominio BZIP (en el extremo C-
terminal de la proteina) mientras que un 15,4% se situaron en el dominio TAD1 (extremo
N-terminal). Las mutaciones en DNMT3A se distribuyeron a lo largo de toda su
secuencia codificante, con un 61,5% en el codon R882. En el gen GATAZ2 las
mutaciones se situaron alrededor de los dos dedos de zinc en el extremo C-terminal.
Las mutaciones en TETZ2 se localizaron principalmente en el dominio enzimatico entre
los aminoacidos 1100 y 1950. Por ultimo, en TP53 las mutaciones se agruparon en el

dominio de unién al ADN entre los aminoacidos 100 y 300.
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Figura 12. Distribucion de todas las mutaciones detectadas por gen y paciente.
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5.3.2.Sensibilidad analitica

Para demostrar la capacidad del método para detectar mutaciones clinicamente
relevantes se compararon los resultados del panel de NGS en los 162 pacientes
incluidos en el estudio con los obtenidos en la caracterizacion molecular realizada de

rutina al diagnéstico de la LMA.

Las técnicas convencionales al diagnostico mostraron mutaciones de NPM1
(p.T288fs) en 56 pacientes, FLT3-ITD en 37 pacientes, mutaciones en FLT3-D835 en 4
pacientes y 13 mutaciones en CEBPA (7 pacientes). Excluyendo FLT3-ITD (no incluido
en el disefio del panel), todas las alteraciones moleculares encontradas por técnicas
convencionales (n=73) fueron detectadas por el panel de NGS. Por lo tanto, la
sensibilidad y la especificidad del panel de NGS fueron ambas del 100%. Ademas, el
panel revel6 17 mutaciones adicionales. De ellas, 8 se encontraban fuera de la region
de estudio de las técnicas convencionales y 9 habian sido consideradas previamente
como negativas (5 en NPM1, 3 en FLT3-D835 y 1 en CEBPA). Estas 9 mutaciones
discrepantes se confirmaron mediante secuenciacion directa (método de Sanger). La
nueva mutacion detectada en CEBPA se tratdé de una mutacion puntual, por lo tanto, no
puede ser detectada mediante electroforesis capilar, el método convencional empleado

previamente.

Ademas, en los casos con muestra disponible, se confirmaron mediante
secuenciacion directa el 100% de las mutaciones detectadas por el panel de NGS con
VAF superior al 15% en los genes BRAF (V600), IDH1 (R132), IDH2 (R140, R172),
TET2 y RUNX1.

5.3.3. Analisis de la VAF

Las mutaciones en genes relacionados con las vias de sefalizacion (FLT3, KIT,
KRAS, BRAF) mostraron una VAF media inferior, mientras que las mutaciones
relacionadas con estados preleucémicos (TET2, ASXL1, DNMT3A) presentaron una
VAF media mas alta, independientemente del porcentaje de blastos (p<0,001) (Figura
14).
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Figura 14. Carga mutacional por gen. VAF por gen (izquierda). Cada punto representa una
mutacion, la VAF media esta representada por una linea horizontal, las lineas verticales representan el
rango intercuartilico; Mediana de blastos por gen en la serie de estudio (derecha). Los puntos representan
la mediana del % de blastos y las lineas verticales el rango intercuartilico.
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5.3.4.Impacto clinico

Se valor¢ la capacidad del panel para detectar marcadores moleculares Utiles
para el diagnéstico, prondstico o tratamiento frente a las técnicas convencionales
rutinarias. El panel de NGS estudiado revelé6 marcadores moleculares en un 88,9% de
los pacientes frente al 45,7% encontrado mediante las técnicas convencionales (Figura
15).

Figura 15. Numero de pacientes con marcadores moleculares utiles para el
diagnoéstico (NPM1, CEBPA, RUNX1), pronostico (NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3, IDH2-R172,
DNMT3A, ASXL1, TET2, TP53) o tratamiento (FLT3, IDH1/2, KIT, KRAS, NRAS, BRAF). TCBM:

Técnicas convencionales de biologia molecular. MM: marcadores moleculares.

TCBM

B Diagnoéstico
Bl Pronostico
1 Tratamiento
] Otros MM
B Sin MM

NGS
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5.4. Clasificacion y pronéstico

El estudio mediante NGS permitié categorizar a los pacientes de la serie de
estudio de acuerdo con las nuevas recomendaciones basadas en los criterios OMS 2017
(diagnéstico) y ELN 2017 (prondstico) y la clasificacion gendémica, que incluyen nuevos

criterios moleculares.

5.4.1.Clasificacion

Acorde a la clasificacion OMS 2017, un 18,5% (n=30) de los casos presentaban
anomalias citogenéticas recurrentes, un 45,6% (n=74) mostraron alteraciones
moleculares recurrentes, un 3,7% (n=6) se encuadraron dentro de las categorias
provisionales, un 20% (n=32) mostraron cambios relacionados con la mielodisplasia y
un 12,3% (n=20) permanecieron dentro del grupo de LMA no especificada. La

distribucion detallada se refleja en la Tabla 25.

Tabla 25. Clasificacion OMS 2017 de la serie de estudio.

Clasificacion OMS 2017 Serie de estudio n (%)

LMA con alteraciones genéticas recurrentes

Citogenéticas 30 (18,5)
LMA con t(8;21); RUNX1-RUNX1T1 9(5,5)
LMA con inv(16) o t(16;16); CBFB-MYH11 15(9,3)
LMA con t(9;11); KMT2A -MLLT3 2(1,2)
LMA con t(6;9); DEK-NUP214 1(0,6)
LMA con inv(3)o £(3;3); GATA2, MECOM 3(1,8)
Moleculares 80 (49,4)
LMA con NPM1 mutado 63 (38,9)
LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA 11 (6,8)
LMA con RUNX1 mutado (entidad provisional) 6 (3,7)
LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia 32 (20)
LMA no especificada (NOS) 20 (12,3)
LMA con minima diferenciacion 2(1,2)
LMA sin maduracién 7 (4,3)
LMA con maduracion 6 (3,7)
Leucemia aguda mielomonocitica 2(1,2)
Leucemia aguda monoblastica/monocitica 3(1,9)
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5.4.2. Clasificacion genémica

En cuanto a la clasificacion gendmica, la mayoria de los pacientes (mas de un
35%) se englobaron en el subgrupo con mutaciones en NPM1, seguido del subgrupo
con mutaciones en TP53 y/o aneuploidias cromosémicas (mas de un 10%). Entre un
6% y un 10% de los pacientes se clasificaron en los subgrupos con mutaciones en genes
de splicing y/o modificadores de la cromatina, cariotipo con inv(16) o t(16,16),
mutaciones bialélicas en el gen CEBPA y mutaciones en otros genes conductores. Con
menor frecuencia (entre un 6% y un 3%) se detectaron la traslocacion (8,21), la inv(3)
y mutaciones en el codén 172 de IDH2 (Tabla 26). Los grupos menos representados
(menos de un 3%) fueron los que presentaban genes de fusion con MLL y 1(6,9).
Unicamente 6 pacientes (3,7%) no presentaron mutaciones conductoras en los genes

analizados y 5 (3,1%) pacientes cumplieron criterios de 2 o mas subgrupos.

Tabla 26. Clasificacion genoémica de los pacientes de la serie de estudio.

Clasificaciéon genémica serie de estudio
n (%)
LMA con NPM1 mutado 59 (36,4)
LMA con mutaciones en genes de splicing y/o modificadores de 11(6.8)
cromatina
LMA con mutaciones en TP53 y/o aneuploidias cromosémicas 23 (14,2)
LMA con inv(16) o t(16,16) 14 (8,6)
LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA 11 (6,8)
LMA con (8,21) 9 (5,5)
LMA con genes de fusion con MLL 2(1,2)
LMA con inv(3) 5(3,1)
LMA con mutaciones en IDH2-R172 5(3,1)
LMA con 1(6,9) 1(0,6)
LMA con otras mutaciones driver 11 (6,8)
LMA sin mutaciones driver 6 (3,7)
LMA con criterios de 22 grupos genémicos 5(3,1)
TOTAL 162

5.4.3.Clasificacion ELN 2017

Se establecio el prondstico de los pacientes de la serie de estudio de acuerdo a

los grupos de riesgo definidos por la ELN segun la clasificacion de 2017 (Dohner, H. et
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al, 2017) (Tabla 27). El empleo de unos criterios moleculares ampliados respecto al
estandar previo (ELN 2010) permite asignar mas pacientes a los grupos de riesgo bajo
(30% vs 45,7%) y alto (17% vs 26,5%), disminuyendo notablemente el porcentaje de
pacientes pertenecientes al subgrupo de riesgo intermedio (40% vs 27,7%). Ciento
veinticinco pacientes se mantienen en los grupos asignados segun los criterios de 2010
(567 riesgo bajo, 40 riesgo intermedio y 28 riesgo alto). Veintiocho pacientes (18% de la
serie de estudio) se reasignan a otro grupo de riesgo diferente: 1 paciente pasa de riesgo
bajo a riesgo intermedio, 13 pacientes de riesgo intermedio (6 de riesgo intermedio 'y 7
de riesgo intermedio Il) a riesgo bajo y 14 pacientes de riesgo intermedio (7 de riesgo

intermedio | y 7 de riesgo intermedio Il) a riesgo alto (Figura 16).

Tabla 27. Grupos de riesgo de la serie de estudio segun los criterios ELN 2017.

Grupos de riesgo Serie de estudio
ELN 2017 n (%)
Riesgo bajo 74 (45,7)
Riesgo intermedio 45 (27,7)
Riesgo alto 43 (26,5)
TOTAL 162

Figura 16. Pacientes asignados a cada grupo de riesgo segun los criterios

establecidos por la ELN 2010 y 2017. El porcentaje detallado sobre la columna corresponde a la

proporcion de pacientes en el grupo de riesgo correspondiente respecto a la n de la serie de estudio.
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5.5. Relacion entre las alteraciones genéticas

5.5.1.Relacion del perfil mutacional y los grupos citogenéticos

Las mutaciones en TP53 se asociaron fuertemente a la citogenética de alto
riesgo y al CC (p<0,01). Se encontrd un asociacion significativa entre las alteraciones
genéticas en KIT y NRAS y los pacientes con cariotipo de bajo riesgo (p=0,01), esta
relacion fue especialmente marcada en los casos con inv(16). Entre los pacientes de
citogenética de riesgo intermedio, se relacionaron con CN las mutaciones en los genes
NPM1, FLT3, DNMT3A (p<0.01), PTPN11 y CEBPA (p=0,03). Se asociaron con
cariotipo de riesgo intermedio diferente de normal las mutaciones en IDH (p=0,04), a
expensas fundamentalmente de IDH2-R172 que se relacioné significativamente a la

trisomia del cromosoma 8 (p=0,04).

Por el contrario, las mutaciones en KRAS y el CN fueron excluyentes entre si
(p<0,01). También resultaron excluyentes las mutaciones en NPM1y en FLT3-ITD con

el CC (p=0,04 y p=0,02 respectivamente) (Figura 17).

Figura 17. Asociacion entre mutaciones y riesgo citogenético. La desviacion respecto a
los valores esperados se sefiala empleando los residuales del chi-cuadrado de Pearson. Riesgo

citogenético: 1 = Favorable; 2 = CN; 3= Intermedio, no CN; 4= Adverso
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5.5.2.Numero de mutaciones

Los pacientes de riesgo intermedio y el subgrupo de CN fueron portadores de un
mayor numero de mutaciones en comparacion con los pacientes de riesgo favorable y
adverso (p<0,01). Cuando coexistieron 3 0 mas mutaciones en un mismo paciente los
genes mas frecuentemente involucrados fueron NPM1, FLT3, DNMT3A, PTPN11, TET2
e IDH (especialmente IDH2-R140) (p<0,05). Por el contrario, las alteraciones en TP53

raramente se acompafaron de mutaciones adicionales (p=0,04).

5.5.3.Asociaciones y exclusiones entre genes

Se encontrd una relacion significativa en la serie de estudio entre los genes
NPM1-FLT3-DNMT3A (p<0,01). Este triplete de genes también se asocié con PTPN11
(p<0,05). Otras asociaciones estadisticamente significativas fueron las siguientes:
CEBPA-GATAZ2 (p<0,01), NPM1-FLT3-ITD-IDH2-R140 (p<0,03), DNMT3A-IDH2-R172
(p=0,03), NRAS-CBL (p=0,02) y TET2-CBL (p<0,01) (Figura 18).

Figura 18. Diagrama de circos que muestra los patrones de asociaciéon génica en
los pacientes de riesgo citogenético intermedio (izquierda) y la serie completa
(derecha).
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El analisis MEGS reportd 26 grupos de genes excluyentes mutuamente que
incluian un total de 14 genes (Figura IV), siendo TP53 el gen méas excluyente al estar
presente en 20 de esos grupos. Estos grupos se resumen en tres conjuntos de genes
que se detallan en la Figura 19. El grupo mas significativo contenia los genes NPM1,
KIT, TP53, CEBPA, RUNX1, IDH2-R172 y ASXL1.

Figura 19. Esquema de las relaciones de exclusiéon entre los genes en nuestra

serie de pacientes, resumidas en tres conjuntos de genes (azul, verde y naranja).

El tamafio del cuadrado es proporcional al nimero de grupos del MEGS en el que gen esta incluido. Los
genes no excluyentes entre si dentro de cada conjunto estan posicionados en vertical. CEBPA*: Incluye
mutaciones monoalélicas y bialélicas en el gen. CEBPAbi: Unicamente incluye las mutaciones bialélicas.
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5.6. Relacion entre las alteraciones moleculares y las caracteristicas clinicas e

inmunofenotipicas

5.6.1. Alteraciones moleculares y caracteristicas clinicas

Los portadores de doble mutacién en CEBPA mostraron una edad inferior al
diagnostico. Por el contrario, las mutaciones en TET2, DNMT3A-R882, TP53 y NPM1
se asociaron a pacientes de mayor edad. Las mutaciones en NPM1, FLT3 y DNMT3A
se asociaron con mayor recuento leucocitario al diagndstico y al sexo femenino;
mientras que una presentacién pancitopénica de la LMA fue mas frecuente en los
pacientes con mutaciones en TP53, IDH1y en GATAZ2. Los pacientes con mutaciones
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en CEBPA presentaron con menos frecuencia anemia al diagnostico y mas
trombopenia. Un recuento plaquetar bajo también se asocio a las mutaciones en FLT3-
D835 mientras que, por el contrario, las mutaciones en IDH se relacionaron con menos
trombopenia, especialmente en IDH2-R172. En la serie de estudio las mutaciones en
KRAS y TP53 se observaron mas frecuentemente en pacientes con peor estado general
al diagnéstico (ECOG 2-4). Las alteraciones en TP53 y NRAS se asociaron con mayor

frecuencia a displasia trilineal (Tabla 28).

Tabla 28. Variables clinicas y genes que mostraron una correlacion significativa.

Variable Gen Mutado (%) No mutado (%) p
CEBPADbi 18,2 56,3 0,014
TET2 87,4 50 0,004
Edad -
DI\IIQMTgA 53,1 33,8 0,044
(>50 afios) 88
TP53 46,7 22,4 0,038
NPM1 65,6 459 0,014
FLT3-ITD 56,8 36,1 0,026
Sexo
DNMT3A 56,3 34,2 0,009
Femenino
NPM1 54,7 31,6 0,004
FLT3-ITD 43,2 12,6 < 0,001
Leucocitos >
50x109/L DNMT3A 35,4 11,2 0,001
NPM1 31,3 12,2 0,003
Anemia CEBPA 41,2 73,1 0,007
CEBPA 100 73,8 0,016
Trombopenia FLT3-D835 100 74,7 0,046
IDH2-R172 20 78.3 0,002
IDH1 36,4 7,3 0,001
Pancitopenia GATA2 30,8 7,4 0,005
TP53 40 6,1 < 0,001
KRAS 50 16,8 0,038
ECOG 2-4
TP53 46,7 15,1 0,002
NRAS 25 8,8 0,02
Displasia trilineal
TP53 40 8,2 < 0,001
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5.6.2. Alteraciones moleculares y marcadores inmunofenotipicos

Se observaron perfiles inmunofenotipicos asociados con algunas mutaciones.
Por ejemplo, los pacientes con mutaciones en CEBPA expresaron frecuentemente CD7
y CD34, siendo negativos para CD11b y CD4. Los pacientes con mutaciones en NPM1,
FLT3-ITD y DNMT3A mostraron perfiles de expresion similares con ausencia de CD34.
NPM1'y FLT3 se relacionan con la expresion de CD4, mientras que NPM1y DNMT3A
se asociaron con la presencia de CD14, CD36 y CD11b.

5.7. Respuesta al tratamiento de induccién

Ciento veintidos pacientes (75%) alcanzaron una respuesta (completa o parcial)
al tratamiento de induccion. Cuarenta pacientes no alcanzaron respuesta, de ellos, 26

(16%) fueron refractarios y 14 (9%) murieron durante la induccién.

5.7.1. Analisis de factores con impacto pronédstico en la respuesta al tratamiento

de induccion
5.7.1.1 Analisis univariante

En el analisis univariante, las variables clinicas con impacto prondstico adverso
en la respuesta al tratamiento en este estudio fueron la edad mayor de 50 afios y la
presentacién hiperleucocitaria, asociandose ambas variables con una mayor mortalidad

durante la induccion.

En cuanto a las variables genéticas, la citogenética de riesgo alto y el CC
mostraron significativamente una menor tasa de respuesta. Las mutaciones en RUNX1
y TP53 se asociaron con resistencia al tratamiento y las alteraciones moleculares en
FLT3 con mayor tasa de mortalidad durante la induccion. Los pacientes con mutaciones
en NPM1 sin alteraciones en FLT3-ITD mostraron una mayor tasa de respuesta respecto
a aquellos pacientes sin cambios en NPM1 o con mutaciones en ambos genes (p=0,04).
Este dltimo grupo de pacientes (NPM1 mutado/FLT3-ITD mutado) presentd una peor
respuesta al tratamiento de induccién asociada a un incremento de mortalidad (p=0,035)
(Tabla 29).
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Tabla 29. Analisis univariante de las variables con impacto prondstico en la

respuesta al tratamiento de induccién. CTG: Citogenética.

Variable n Respuesta (%) Resistencia (%) Muerte (%) o]
Edad (afos)
<50 75 84 15 1 0,006
> 50 87 68 17 15
Leucocitos (x10°/L)
<50 130 77 18 5 0,009
>50 32 69 11 22
CTG riesgo alto
No 122 83 10 7 < 0,001
Si 31 45 45 10
Cariotipo complejo
No 135 78 13 8 0,004
Si 18 50 44
FLT3
No mutado 111 78 17 4 0,03
Mutado 47 70 12 17
RUNX1
No mutado 150 77 14
Mutado 12 50 41 0.04
TP53
No mutado 145 78 13 9 0,003
Mutado 15 47 47
NPM1/FLT3-ITD
NPM1-/FLT3-ITD- 95 75 20
NPM1+/FLT3-ITD- 32 88 6 6 0,04
NPM1+/FLT3-ITD+ 30 67 13 20

Por ultimo, la clasificacion de riesgo citogenético, la ELN 2017 y la clasificacion
genomica mostraron valor prondstico en la respuesta a la induccién (p<0,001, p<0,001
y p=0,01, respectivamente). El riesgo citogenético adverso se asocié con una mayor
tasa de resistencia al tratamiento, sin observarse diferencias en cuanto a la respuesta
entre los grupos citogenéticos de riesgo favorable e intermedio (88% vs 82%). La
clasificacion de la ELN 2017 mostré una tasa de respuesta decreciente en funcion del
riesgo (86%, 76% y 56% para los grupos favorable, intermedio y adverso
respectivamente), con una tasa de resistencia a la induccién marcadamente superior en
el grupo de riesgo desfavorable (37%, 13% y 5%, respectivamente). En cuanto a la

clasificacion gendmica, los pacientes con mutaciones en TP53 y/o aneuploidias
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cromosémicas, los portadores de la inversion del cromosoma 3 y, en menor medida, los
pacientes con mutaciones en los genes de splicing y/o modificadores de cromatina se

asociaron con resistencia al tratamiento (48%, 40% y 27% respectivamente) (Tabla 30).

Tabla 30. Impacto en la respuesta al tratamiento de induccién segun los grupos

de riesgo de las clasificaciones citogenética, ELN 2017 y genémica.

Grupo de riesgo n Respuesta (%) Resistencia (%) Muerte (%) o]
Citogenética
Favorable 24 88 4 8
< 0,001
Intermedio 98 82 1
Adverso 31 45 45 10
ELN 2017
Favorable 74 86 5 8
< 0,001
Intermedio 45 76 13 1
Adverso 43 56 37 7
Clasificacion genomica
NPM1 mutado 59 78 8 13
Genes de splicing y/o
modlflcadqres de 11 73 27 0
cromatina
TP53 y/o aneuploidias
cromosomicas 23 44 48 9
inv(16) o t(16,16) 14 93
CEBPADbI 11 91 9 0
0,01
1(8,21) 9 78 11 11
Genes de fusiéon con MLL 2 100 0 0
inv(3) 5 40 40 20
IDH2-R172 5 80 20 0
t(6,9) 1 0 100 0
Otras mutaciones driver 11 91 0 9
Sin mutaciones driver 6 100 0 0

5.7.1.2 Analisis multivariante

El analisis multivariante demostré como factores prondstico independientes
desfavorables la edad mayor a 50 afios, el cariotipo de riesgo adverso citogenético y la

presencia de mutaciones en FLT3 (Tabla 31, Figura 20).
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Figura 20. Analisis multivariante de las variables con impacto pronodstico en la

respuesta al tratamiento de induccion.
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Tabla 31. Analisis multivariante de las variables con impacto pronéstico en la

respuesta al tratamiento de induccion. CTG: citogenética.

Variable p HR IC 95%
Edad > 50 afios 0,03 297 1,11-7,96
Leucocitos >50x10%/L 059 139 043-4,51
CTG alto riesgo 0,009 9,26 1,74 -49,27
Cariotipo complejo 0,82 128 0,15-10,59

FLT3 mutado 0,039 3,79 1,07-1342
RUNX1 mutado 049 1,82 0,33-9,99
TP53 mutado 0,53 1,84 0,27-12,72
NPM1+/FLT3-ITD- 027 045 0,11-1,87

5.8. Supervivencia

5.8.1.Supervivencia global (SG)

Sesenta y dos pacientes (38%) continuaban vivos con una mediana de
seguimiento tras el diagndstico de 77 meses (15 — 217). La mediana de SG fue de 24
meses y la SG a los 5 afios fue del 43,5 % (IC 95%, 36,5-51,9) (Figura 21).
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Figura 21. SG, curva de Kaplan-Meyer.
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5.8.1.1 Anadlisis de factores pronostico con impacto en la SG

5.8.1.1.1 Analisis univariante

Las variables clinicas con valor prondstico desfavorable en la SG fueron la edad
mayor de 50 afos, el ECOG igual o superior a 2, la hiperleucocitosis al diagnostico

superior a 50x10%L y la ausencia de respuesta al tratamiento de induccion.

El CC y el subgrupo de la clasificaciéon gendmica que engloba CC, aneuploidias
y mutaciones de TP53 mostraron un impacto prondstico adverso, mientras que los
pacientes portadores de la inversién del cromosoma 16 o t(16,16) presentaron una
mayor SG. Dentro de las alteraciones moleculares, las mutaciones en FLT3-ITD y TP53
se asociaron con inferior SG y los pacientes con NPM1 positivo y FLT3-ITD no mutado

se relacionaron con una SG mas prolongada (Tabla 32, Figura 22).
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Tabla 32. Analisis univariante de las variables con impacto pronéstico en la SG.

Variable n Mediana (meses) se a(.,i )a fes IC 95% p
Edad (afos)
<50 75 99 57 46,7 - 69,4 <0,001
> 50 87 11 31,9 23,4-434
ECOG
0-1 132 44 49,6 41,8 -59 <0,001
2-4 29 6 17,2 7,7—-38,3
Leucocitos (x10°/L)
<50 130 29 47,4 39,5-56,8 0,02
>50 32 13 27,5 15,5-48,6
Respuesta a induccion
No 40 3 17,5 8,9-343
Si 122 68 52 43,8-61,7 ~0.001
CG TP53/CC
No 135 41 48,5 40,7 - 57,8
Si 27 6 18,5 8,4—40,9 <0001
Inv(16) / t(16,16)
No 147 22 411 33,8 -49,9 0,04
Si 15 NA 66,7 46,6 - 95,3
Cariotipo complejo
No 135 37 47 39,3-56,3 <0,001
Si 18 5,5 16,7 5,9-46,8
NPM1/FLT3-ITD
NPM1-/FLT3-ITD- 95 28 42,5 33,5-53,8
NPM1+/FLT3-ITD- 32 105 62,5 47,8 — 81,7 009
NPM1+/FLT3-ITD+ 30 12 30 17,4 - 51,8
FLT3-ITD
No mutado 119 68 50,1 41,8 - 60 0,03
Mutado 37 12 26,5 15,4 — 45,6
TP53
No mutado 147 31 46,6 39,1-554
Mutado 15 5 13,3 3,8-48/4 <0001
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Figura 22. SG en funcion de las variables que mostraron un impacto pronéstico

significativo en el analisis univariante.
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Figura 22. SG en funcion de las variables que mostraron un impacto pronéstico

significativo en el analisis univariante (continuacion).
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5.8.1.1.2 Analisis multivariante

El anadlisis multivariante mostr6 como variables con valor prondstico
independiente la edad mayor de 50 afos, la ausencia de respuesta al tratamiento de
induccion, el CC y la presencia de mutaciones en FLT3-ITD. Todos ellos mostraron un
impacto negativo en la SG (Tabla 33, Figura 27).
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Tabla 33. Analisis multivariante de las variables con impacto prondéstico en la SG.

Variable
Edad > 50 afnos
ECOG 22

Leucocitos >50x109/L

No respuesta a induccion

Inv(16)/t(16,16)

Cariotipo complejo
NPM1+/FLT3-ITD-
FLT3-ITD mutado

TP53 mutado

p HR  IC95%
<0,001 2,27 1,49-3,46
0051 165 099-275
011 152 091-2,55
<0,001 4,08 2,61 6,41
051 072 0,28-1,89
0,005 372 1,49-9,29
024 067 035-131
003 1,67 1,04-270
028 1,70 0,64 -4,50

5.8.2. Supervivencia libre de evento (SLE)

Cincuenta y un pacientes (31,5%) continuaban vivos y libres de recaida con una

mediana de seguimiento tras el diagndstico de 77 meses (15 — 217). La mediana de
SLE fue de 11,5 meses y la SLE a los 5 afios fue del 35% (IC 95%, 28,4-43,2) (Figura

23).

Figura 23. SLE, curva de Kaplan-Meyer.
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5.8.2.1 Anadlisis de factores pronoéstico con impacto en la SLE

5.8.2.1.1 Analisis univariante

Las variables clinicas con impacto prondstico en la SLE en la serie de estudio

fueron la edad mayor a 50 afios y el ECOG mayor o igual a 2.

Tabla 34. Analisis univariante de las variables con impacto prondstico en la SLE.

Variable n Mediana (meses) SLE a 5 anos (%) IC 95% P
Edad (afos)
<50 75 27 46,4 36,4-59,3 <0,001
> 50 87 7 25,3 17,6 — 36,3
ECOG
0-1 132 13,5 40 32,4-493
2-4 29 5 13,8 55-34,3 0.002
CG TP53/CC
No 135 13 39,1 31,6 -48,3 <0,001
Si 27 2 14,8 5,9 - 36,6
Inv(16) / t(16,16)
No 147 10 32,5 25,7 — 41 0,02
Si 15 NA 60 39,7 -90,7
Cariotipo complejo
No 135 13 38,4 31-475 <0,001
Si 18 3 11,1 3-41
Genes mutados
<4 137 13 37,8 30,5 -46,9 0,04
>4 25 7 20 9,1-43,8
RUNX1
No mutado 150 13 37,8 30,8-46,5  <0,001
Mutado 12 3,5 0 NC
TP53
No mutado 147 13 37,2 30,2 - 46 0,002
Mutado 15 2 13,3 3,6-48,4
KRAS
No mutado 156 12,5 36,4 29,5-44,8 0,007
Mutado 6 3 0 NC
NPM1/FLT3-ITD
NPM1-/FLT3-ITD- 95 13 31,2 23,1-42.2
NPM1+/FLT3-ITD- 32 89 59,4 44,6 — 79,1 0.04
NPM1+/FLT3-ITD+ 30 6 26,7 14,7 — 48,3
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En cuanto a las variables genéticas, las mutaciones en RUNX1, TP53 y KRAS
se asociaron con una peor SLE, mientras que la presencia de NPM1 mutado en
ausencia de alteracion molecular en FLT3-ITD conllevé una SLE mas larga. El analisis
univariante mostrd un peor prondstico en los pacientes portadores de mutaciones en 4

0 mas genes.

El CC y el subgrupo de la clasificacién gendmica que engloba CC, aneuploidias
y mutaciones de TP53 mostraron un impacto prondstico adverso, mientras que los
pacientes portadores de la inversién del cromosoma 16 o t(16,16) presentaron una
mayor SLE (Tabla 34, Figura 24).

Figura 24. SLE en funcién de las variables que mostraron un impacto prondstico

significativo en el analisis univariante.

1.00 1.00
p < 0,001 p =0,002
0.75 0.75
7 @
3 S
o o
S 050 3 050
] 3
© o
o o
o o
a
® 025 025
0.00 - 0.00 —
T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
o Meses Meses
Edad (afios) ECOG
<50 75 a7 38 33 31 29 0-1 132 72 60 52 49 42
250 87 34 27 23 22 16 24 29 9 4 4
1.00 4 1.00
p<0,001 p50,02
075 075 -
7 o
$ 3
e 3
£ 050 £ 050
3 o]
o ©
S 8
a
® 025 - 055
0.00 0.00
T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Meses Meses
CG TP53/CC Inv(16)/t(16,16)
No 135 74 60 52 49 4 No 68 55 a7 44 37
Si 27 7 5 4 4 4 Si 15 13 10 9 9

91



Resultados

Figura 24. SLE en funcién de las variables que mostraron un impacto prondstico

significativo en el analisis univariante (continuacion).
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5.8.2.1.2 Analisis multivariante

El andlisis multivariante identific6 como variables con valor prondstico
desfavorable independiente para la SLE, la edad superior a 50 afos, el CC y las
mutaciones en KRAS. Las inserciones en NPM1 sin mutaciéon concomitante de FLT3-

ITD presentaron un impacto prondéstico favorable (Tabla 35, Figura 27).

Tabla 35. Analisis multivariante de las variables con impacto pronéstico en la SLE.

Variable p HR IC 95%
Edad > 50 afios 0,017 1,66 1,09-2,51

ECOG =2 0,24 1,36 08-23
Inv(16)/t(16,16) 0,12 051 0,22-1,20

Cariotipo complejo 0,03 2,6 1,08 — 6,31
Numero de genes > 4 0,34 0,74 0,40-1,37

RUNX1 mutado 035 1,39 0,69-2,83
TP53 mutado 064 080 0,32-2,02
KRAS mutado 0,02 263 1,12-6,14

NPM1+/FLT3-ITD- 0,037 0,56 0,32-10,97

5.8.3.Incidencia acumulada de recaida (IAR)

Cuarenta y nueve pacientes (30,2%) presentaron una recaida en una mediana
de tiempo de 10 meses (1-88). A los 5 afios, los pacientes que alcanzaron respuesta al
tratamiento de induccién presentaron una IAR del 47,2% (IC 95%, 36,6 — 58) (Figura
25).
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Figura 25. IAR de la serie de estudio.
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5.8.3.1 Anadlisis de factores prondéstico con impacto en la IAR

5.8.3.1.1 Analisis univariante

Las variables clinicas que se relacionaron significativamente con la IAR fueron
el recuento de leucocitos al diagndstico > 50x10%L y el ECOG. EI CC y dos subgrupos
de la clasificacion genémica (CC, aneuploidias, mutaciones de TP53/ modificadores de

la cromatina y splicing) también se asociaron a mayor incidencia de recaida.

Tabla 36. Analisis univariante de las variables con impacto prondéstico en la IAR.

Variable n IAR a 5 aios (%) IC 95% o]

Leucocitos (x10°/L)

<50 109 42 30,3 - 54

>50 23 69 s-92 %
ECOG

0-1 112 44 32,5-55 0,019

2-4 20 75 49 - 100
CG RUNX1/ASXL1

No 119 43,5 32,5-55 0,011

Si 13 89 NC
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Variable n IAR a 5 aios (%) IC 95% p
CG TP53/CC
No 116 45 33,6 — 55 0,005
Si 16 100 NC
Cariotipo complejo
No 115 46 34,5-57 0,016
Si 10 62 7-100
NPM1/FLT3-ITD
NPM1-/FLT3-ITD- 79 56 42-71
NPM1+/FLT3-ITD- 28 20 4 - 36 0,016
NPM1+/FLT3-ITD+ 21 67 38 - 95
FLT3-TD
No mutado 99 39 271-51 <0,001
Mutado 28 77 57 —98
DNMT3A-R882
No mutado 106 43 31,3-55 0,031
Mutado 26 62 40 - 84
RUNX1
No mutado 124 441 33,2-55 0,017
Mutado 8 83 NC
TP53
No mutado 124 45 34,2-56  <0,001
Mutado 8 100 NC

En cuanto a las alteraciones moleculares, las mutaciones en FLT3-ITD,
DNMT3A-R882, RUNX1 y TP53 presentaron mayor IAR, mientras que los pacientes

portadores de inserciones en NPM1 sin mutacién en FLT3-ITD mostraron una incidencia

de recaida menor (Tabla 36, Figura 26).
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Figura 26. IAR en funcion de las variables que mostraron un impacto pronéstico

significativo en el analisis univariante.
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Figura 26. IAR en funcion de las variables que mostraron un impacto pronédstico

significativo en el analisis univariante (continuacion).
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5.8.3.2 Analisis multivariante
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Se identificaron como factores de riesgo independiente la presencia de
mutaciones en FLT3-ITD, DNMT3A-R882 y TP53, asociandose todas ellas con mayor

IAR (Tabla 37, Figura 27).

Tabla 37. Analisis multivariante de las variables con impacto pronéstico en la IAR.
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Variable P HR IC 95%
Leucocitos >50x109/L 0,11 3,24 0,77 — 5,67
ECOG =2 0,47 1,43 0,51-2,76
Cariotipo complejo 0.11 324 0,77 -13,54
NPM1+/FLT3-ITD- 0,05 0,60 0.355-1,01
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Variable P HR IC 95%
FLT3-ITD mutado <0,001 441 1,89-10,23
DNMT3A-R882 mutado 0,019 2,41 1,15 - 5,01
RUNX1 mutado 0,36 2.09 0,56 - 7,8
TP53 mutado 0,005 593 1,69-20,8

Figura 27. Analisis multivariante de las variables con impacto pronéstico en la SG,
SLE e IAR.
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5.8.4.Supervivencia y clasificaciones pronésticas

Los grupos de riesgo definidos por criterios citogenéticos (Figura 28, Tabla 38),

la clasificacion de la ELN 2017 (Figura 29, Tabla 39) y la clasificacion genémica (Tabla
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40) mostraron diferencias significativas en la SG y la SLE, tanto en el analisis censurado
al alotrasplante como en el analisis sin censurar. En cuanto a la IAR, la clasificacion

prondstica de la ELN 2017 encontré diferencias significativas en el analisis censurado.

Figura 28. SG y SLE en funcidn del riesgo segun la clasificacion citogenética.
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Tabla 38. Analisis de supervivencia censurado y no censurado al alotrasplante

segun los grupos de riesgo citogenéticos.

Analisis no censurado Andlisis censurado
C!asifica’c_ién n Mediana % a_los 5 p Mediana % a_los 5 p
citogenética (meses) anos (meses) anos
Favorable 24 68 54,2 68 53,1
SG Intermedio 98 28 45,6 0,008 15 33 < 0,001
Adverso 31 6 28,7 5 0
Favorable 24 28,5 45,8 28,5 45,8
SLE Intermedio 98 13 38,6 < 0,001 13 40,2 < 0,001
Adverso 31 2 16,1 2 6,9
Favorable 21 NA 29 NA 32
IAR Intermedio 86 NA 36 0,06 NA 49 0,5
Adverso 18 NA 28 5 62

La clasificacion citogenética y la clasificacion ELN 2017 mostraron en el analisis
censurado y no censurado que los pacientes clasificados dentro del grupo de riesgo
adverso invariablemente recayeron sin trasplante alogénico. En los pacientes de riesgo
desfavorable segun la ELN, la SG a los 5 afios mejord con el alotrasplante de un 3% a
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un 22,4%. Los pacientes incluidos en el grupo de riesgo intermedio de la ELN 2017 se
beneficiaron del trasplante alogénico con una SG a 5 afnos que se increment6 de un

17% a un 46,2%. Por el contrario, no hubo diferencias en el grupo de riesgo favorable

(SG a 5 afnos 51% vs 54,1%) (Figura 29, Tabla 39).

Figura 29. SG y SLE en funcién del riesgo segun la clasificacion de la ELN de 2017

(censurados y no censurados al TPH alogénico).

1.00
p<0,001
© 075
0
L 3
S 3
'8 B 050
= 3
3 8
L i
c 0.25
Q
8]
[¢]
P 0.00
T T T T T T
0 12 24 36 48 60
Meses
Riesgo ELN 2017
Favorable 74 52 47 42 30 33
Intermedio 45 31 23 19 18 5
Adverso 43 18 13 1" 9 7
1.00
p<0,001
075 4
S
o
©
o 3
050 -
=] H
2
c &
[0}
U 025 -
000
T T T T T T
0 12 24 36 48 60
Meses
Riesgo ELN 2017
Favorable 74 43 30 35 2 27
Intermedio 45 " 3 3
Adverso 43 6 3 3 1 0

1.00 +

o

J

w
1

0.50

Probabilidad de SLE

o

N

2
1

0.00

p<0,001

o -

Riesgo ELN 2017
Favorable 74

Intermedio 4
Adverso 43

12

24

1.00 4

075 4

050 4

Probabilidad de SLE

o
N
b

000 +

p<0,001

o 4
=4

Riesgo ELN 2017
Favorable 74 %%
Intermedio b 2
Adverso 43 4

100

Meses




Resultados

Tabla 39. Analisis de supervivencia censurado y no censurado al alotrasplante

segun grupos de riesgo ELN 2017.

Andlisis no censurado Andlisis censurado

ELN2017 n RS Caies. P (meses anes P
Favorable 74 105 54,1 68 51

SG  Intermedio 45 28 46,2 < 0,001 11 17 < 0,001
Adverso 43 8 224 5 3
Favorable 74 31,5 48,6 31,3 48,5

SLE Intermedio 45 16 39,2 < 0,001 16 40,6 < 0,001
Adverso 43 4 6,9 4 2,7
Favorable 65 NA 41 NA 31

IAR Intermedio 38 NA 26 0,6 16 74 < 0,001
Adverso 29 NA 31 9 90

Finalmente, la clasificacion genémica permitié observar las diferencias en la SG

y la SLE entre las categorias definidas por alteraciones mas concretas. No se

observaron diferencias significativas en la IAR (Tabla 40).

Los pacientes con inversién del cromosoma 16 presentaron una elevada SG a

los 5 afios (71%), seguidos de los pacientes con mutaciones bialélicas en CEBPA

(54,5%). Sin embargo, los pacientes con t(8,21), incluidos en la categoria de riesgo

favorable en las clasificaciones de riesgo citogenético y ELN, mostraron una

supervivencia muy inferior (33%), mas cercana a la encontrada en los grupos de alto

riesgo como los genes del splicing/cromatina (32,7%). La categoria de peor prondstico

es la constituida por las mutaciones de TP53 y/o aneuploidias cromosdmicas con una

SG del 14,5% en el analisis no censurado y nula sin alotrasplante. Los pacientes sin

mutaciones driver conocidas (n=6) mostraron la mayor tasa de SG a 5 afos (86%).

101



Resultados

Tabla 40. Analisis de supervivencia censurado y no censurado al alotrasplante

segun grupos de la clasificacion genémica.

NPM1 mutado 59 24 451 12 40,8
Genes de
splicing y/o
modificadores B 20 52,7 1 128
de cromatina
TP53ylo
aneuploidias 23 5 14,5 4 0
cromosomicas
inv(16) o
1(16,16) 14 NA 71,4 NA 70,7
CEBPAbi 11 NA 54,5 0,006 33 37,5 < 0,001
1(8,21) 9 14 33,3 14 33,3
inv(3) 18 40 7 0
IDH2-R172 99 60 38 40
Otras
mutaciones 11 20 27,3 11 0
driver
Sin
mutaciones 6 NA 83,3 71 75
driver
NPM1 mutado 59 13 441 13 452
Genes de
splicing y/o
modificadores o 8 0 8 0
de cromatina
TP53ylo
aneuploidias 23 2 17,4 2 4,3
cromosomicas
inv(16) o
1(16,16) 14 NA 64,3 NA 64,3
CEBPADbi 11 25 455 < 0,001 25 455 < 0,001
1(8,21) 9 11 22,2 11 22,2
inv(3) 5 1 20 1 20
IDH2-R172 5 28 40 NA 66,7
Otras
mutaciones 11 15 27,3 15 31,8
driver
Sin
mutaciones 6 NA 55,6 NA 55,6
driver
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Esta tesis doctoral demuestra que la NGS es una herramienta aplicable al
diagnéstico de la LMA, alcanzando mayor sensibilidad y rendimiento diagnéstico para el
analisis de multiples genes que las técnicas convencionales de biologia molecular. En
la actualidad, se requiere el estudio de un creciente numero de genes para el diagnéstico
y la evaluacién prondstica de la LMA, por lo que los procedimientos basados en técnicas
convencionales pueden resultar insuficientes o muy laboriosos para clasificar segun los
estandares actuales a los pacientes con LMA (Arber et al, 2016, Dohner, H. et al, 2017,
Papaemmanuil et al, 2016), tal y como se verifica en este trabajo. A pesar de que los
estudios moleculares son considerados como un apartado fundamental en el
diagnostico integrado de las enfermedades hematolégicas y se acepta que los paneles
de genes basados en tecnologias de NGS pueden constituir una alternativa muy util
para una caracterizacion molecular rapida y global de enfermedades heterogéneas
desde el punto de vista genético como la LMA, por el momento no se han establecido
unos criterios universales de estandarizaciéon en el ambito del diagndstico de rutina y los
procedimientos deben de ser validados individualmente (Jennings et al, 2017, Endrullat
et al, 2016, Aziz et al, 2015).

Este estudio se ha planteado en dos fases diferenciadas. La primera aborda la
validacion técnica y clinica de un panel de genes empleando una técnica de
secuenciaciéon mediante ion semiconductor y un disefio de amplicones. El objetivo de
esta primera fase es disefiar una técnica reproducible y demostrar que el procedimiento
es preciso, valido y capaz de detectar variantes patogénicas con significado clinico. En
la segunda fase se analizan los resultados obtenidos mediante el empleo del panel
validado en la primera fase en términos de relaciones entre genes, caracteristicas
clinicas y biolégicas de los pacientes analizados e impacto en la respuesta y la

supervivencia.

6.1. Validacion técnica e implementacion del panel a estudio

Los criterios de calidad que se han establecido en este estudio se basan en
publicaciones previas en las que se validaron paneles de NGS en laboratorios clinicos
y en las guias internacionales para la implementacion de técnicas de NGS aplicadas al
diagnostico (Jennings et al, 2017, Li et al, 2017, Luthra et al, 2014, Au et al, 2016). En
cuanto a las métricas de secuenciacion, para el método empleado en este estudio los
valores esperados son una uniformidad mayor o igual al 80%, un porcentaje de lecturas

on-target en torno al 90% y unas profundidades de cobertura minima de 100X y media
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de 1000X. Los resultados de este trabajo cumplen estas expectativas obteniendo una
uniformidad ampliamente superior a la esperada. Ademas, son similares a los
publicados en otros paneles secuenciados en la plataforma lon Torrent o lllumina
(Garcia-Garcia et al, 2016, de Leng et al, 2016). A este respecto, aunque ambas
plataformas (Torrent e lllumina) son comparables cuando se emplean paneles
equivalentes para la deteccién de variantes somaticas (Misyura et al, 2016), los métodos
basados en amplicones suelen presentar mejores tasas de lecturas on-target, mientras
que los basados en sondas de hibridacion muestran mayor uniformidad (Samorodnitsky
et al, 2015).

La profundidad media de lectura y el strand bias por amplicén son determinados
generalmente con buena calidad, a excepcion de algunas regiones con alto contenido
en CG, localizadas en genes como GATA2, DNMT3A o CEBPA. Estos fragmentos son
de dificil analisis independientemente de la técnica empleada, ya sea por técnicas
convencionales o por otras aproximaciones basadas en NGS (Naz & Fatima, 2013, Bolli
et al, 2015, Yan et al, 2016), incluyendo la captura exdnica (Garcia-Garcia et al, 2016),
ya que la dificultad es intrinseca a la disposiciéon de la secuencia génica. Dado que el
strand bias incrementa la tasa de FP (Guo et al, 2012), esta limitacion se minimiza en el
presente trabajo mediante la revisién individual de estos fragmentos mediante vision

directa en la herramienta informatica IGV.

En este estudio se emplean dos plataformas de secuenciacion diferentes: lon
PGM e lon Proton. La mayor capacidad el lon Proton constituye, en este caso, una
desventaja ya que se requieren demasiadas muestras para conseguir una relacion
coste-efectividad y tiempo de respuesta aceptable en un laboratorio diagnéstico. Por lo
tanto, se selecciona el lon PGM como la mejor opcién con finalidad diagnéstica para
garantizar una respuesta rapida y optimizar los recursos del laboratorio de rutina. La
secuenciacién de 8 muestras por carrera empleando el panel lonAmpliseq AML en un
chip 318 en la plataforma lon PGM demuestra ser un método reproducible, sensible y
especifico, cumpliendo los criterios de calidad aceptados para este tipo de técnicas, de
manera similar a otros paneles que incluyen genes relacionados con la linea mieloide
(Luthra et al, 2015).

El método validado en este estudio, al igual que otros paneles NGS (Naz &
Fatima, 2013, Bolli et al, 2015, Yan et al, 2016), demuestra presentar un limite de
deteccion muy bajo. De hecho, el panel es capaz de detectar con una precision

adecuada mutaciones puntuales con una VAF de 2,4% e INDELs con una VAF de 4,3%.
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Con finalidades clinicas, se establece generalmente una VAF del 5% como umbral de
significacion, sin embargo, una VAF entre el 3-5% puede considerarse en el caso de
variantes accionables o genes recurrentemente mutados. En este ultimo caso, las
variantes encontradas pueden ser informadas incluso en el limite de deteccién (Luthra
et al, 2014, D'Haene et al, 2015, Strom, 2016). Por ello, seleccionamos como umbral
para reportar las alteraciones encontradas una VAF del 3% para las mutaciones

puntuales y del 5% para las INDELSs.

El andlisis de la mediana de VAF en la serie de estudio muestra valores cercanos
al 50% en genes como DNMT3A, TET2 o ASXL1, y se encuentran mutaciones en FLT3,
KIT o RAS con una VAF inferior en la clona leucémica. Estos hallazgos son consistentes
con la evidencia cientifica actual, en la que genes relacionados con cambios
epigenéticos se asocian con CHIP, son adquiridas en fases pre-leucémicas, lo que hace
que muestren VAF elevadas en el seno de una LMA establecida, y pueden mantenerse
estables durante muchos afios (Young et al, 2016). Sin embargo, las alteraciones en
genes pertenecientes a vias funcionales encargadas de la proliferacion celular se
adquieren posteriormente, Unicamente en subpoblaciones de la clona leucémica y por
tanto, su frecuencia alélica es inferior (Bodini et al, 2015, Metzeler et al, 2016). La alta
sensibilidad de la NGS respecto a otras técnicas moleculares cobra importancia en el
caso de las mutaciones subclonales, que pueden pasar desapercibidas si se emplean
técnicas menos sensibles, ya que los pacientes que portan mutaciones en estos genes

pueden beneficiarse de tratamientos dirigidos.

6.2. Validacion clinica y utilidad diagnostica

Teniendo presente que el objetivo del estudio es trasladar a la practica clinica
habitual el empleo de técnicas de NGS para el diagndstico de rutina de la LMA, se
selecciona un panel relativamente pequefio, a diferencia de la mayoria de los trabajos
publicados en los que se analizan un numero elevado de genes (> 50), incluso algunos
estudios han secuenciado mas de 250 o 400 genes. Unicamente 2 autores han
publicado resultados de paneles con numero de genes inferior a 20, ambos incluian 19
genes con un disefio custom y encontraron mutaciones en aproximadamente un 80%
de los pacientes estudiados, aunque carecen de informacién en cuanto a la validacion
del panel empleado (Shin et al, 2016, Ohgami et al, 2015). En esta tesis doctoral, se
encuentran alteraciones moleculares en un 92% de la poblaciéon investigada,

porcentajes muy similares a los publicados en series muy amplias en numero de
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pacientes y genes estudiados, con una distribucion de frecuencias por gen
superponibles a la literatura (Grimwade et al, 2016, Cancer Genome Atlas Research
Network, 2013). Ademas, la mayoria de estas alteraciones (88,9%) presentan relevancia
clinica. Esto es debido a que, a pesar de emplear un panel selectivo, se incluyen los
genes con significado clinico demostrado segun los estandares actuales y otros genes
recurrentemente mutados en LMA con potencial significacion en una de estas tres
vertientes: diagnostica, prondstica o terapéutica. Respecto a las técnicas
convencionales, el panel de NGS presenta una mayor sensibilidad, siendo capaz de
detectar todas las mutaciones previamente descritas en la serie estudiada y ampliando
el numero de alteraciones encontradas. Los diversos patrones de concurrencias y
exclusividades entre genes en la LMA ponen de manifiesto la complejidad de incorporar
todas las alteraciones moleculares relevantes y sus combinaciones en el manejo clinico
de la LMA. En este sentido, consideramos que, en el momento actual, los paneles
dirigidos y acotados a los genes clinicamente significativos, como el testado en este
trabajo u otros previamente publicados (Ohgami et al, 2015), pueden incorporarse a los
laboratorios clinicos de manera mas sencilla y coste-efectiva que paneles mas amplios
(Lin, P. H. et al, 2017, Papaemmanuil et al, 2016).

Una de las limitaciones mas importantes del panel empleado para un analisis
molecular global de la LMA es la ausencia en el disefio de la regién yuxtamembrana de
FLT3 en la que se localizan las ITD. En el momento de la seleccion del panel a estudio
existia una dificultad para la deteccion de FLT3-ITD por NGS comunicada en la mayoria
de las publicaciones, en las que se infradetectaban estas mutaciones o requerian
analisis adicionales (Luthra et al, 2014, Spencer et al, 2013). Esta dificultad era mas
marcada en los disefios por amplicones frente a los disefios por captura exoénica. Sin
embargo, en la actualidad, el empleo de herramientas bioinformaticas especificas para

FLT3-ITD permite encontrar este tipo de mutaciones con una alta sensibilidad.

6.3. Caracteristicas de la serie

La comparacion realizada para evaluar la existencia de un sesgo de seleccion
entre las caracteristicas clinico-biologicas de la serie de pacientes incluidos en el estudio
frente a la serie total de pacientes que cumplian el resto criterios de inclusién
independientemente de la disponibilidad de ADN no muestra diferencias significativas
en cuanto a la distribucién al diagnéstico en las variables estudiadas, por lo que

podemos considerar la serie de estudio como representativa de la serie global. Se
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observa una proporcion mayor de pacientes tratados segun el esquema LMA99 en la
serie global probablemente debido a una menor disponibilidad de muestras en los
pacientes diagnosticados en la fase inicial del periodo de estudio. En cuanto a la
distribucion de los pacientes de acuerdo a la citogenética, la mayoria de ellos (en torno
a un 60%) presentan un riesgo intermedio, similar a lo publicado en series historicas
amplias, y la distribucion en las categorias de la clasificacion OMS 2008 es superponible
a la literatura, lo que constituye otro elemento que confiere fiabilidad a la seleccion de
pacientes (Byrd et al, 2002, Grimwade et al, 2010, Swerdlow et al, 2008).

6.4. Clasificacion de la LMA

El conocimiento mas profundo del espectro mutacional de la LMA ha permitido
la elaboracién de nuevas clasificaciones basadas en las alteraciones moleculares que
pueden ser utiles para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a subgrupos
especificos de pacientes. La clasificacion OMS 2017 incorpora nuevas categorias
basadas en el estado mutacional de varios genes (NPM1, CEBPA, RUNX1), todos ellos
incluidos en el panel validado en este estudio, que es capaz de detectarlos con precision
permitiendo un diagndstico correcto e incrementando el numero de pacientes asignados
a entidades definidas por alteraciones moleculares especificas de un 58,6% (OMS 2008)
a un 67,9% (OMS 2017). Recientemente, se ha publicado una nueva clasificacion
genomica con implicaciones prondsticas con minimo solapamiento entre categorias
basado en analisis de mas de 100 genes y mas de 1500 pacientes (Papaemmanuil et
al, 2016). Las categorias se definen por la presencia de una o varias mutaciones
conductoras y/o otras mutaciones concurrentes. A pesar de que la categoria de
mutaciones de modificadores de la cromatina y spliccosoma se encuentra
infrarrepresentada en nuestra serie por el disefio del panel Ampliseq AML, la distribucion
en nuestra cohorte de pacientes en estos subgrupos es superponible a los resultados
obtenidos por Papaemmanuil et al. La mayoria de los pacientes son asignados a una
categoria definida por alguna alteracién genética. De hecho, se identifica al menos una
alteracion conductora en un porcentaje similar a la cohorte original (96,29% frente a
96%, respectivamente). La metodologia empleada en nuestro estudio incluye todos los
genes con valor pronostico definido segun la clasificacion de riesgo de la ELN 2017 por
lo que constituye una herramienta valida para estratificar el riesgo en el ambito clinico.
En comparacién con la clasificacion de ELN de 2010, se observa que la nueva
aproximacion pronéstica de 2017 asigna un mayor numero de pacientes a los grupos de

riesgo bajo y alto, especialmente al primero, tal y como se ha descrito en otros estudios
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recientes (Harada et al, 2018, Boddu et al, 2019). Por otro lado, el presente estudio
reproduce el valor prondstico de la citogenética como factor unico. En definitiva, la
metodologia desarrollada en este trabajo cumple con la finalidad de asignar una

categoria diagnéstica y pronéstica segun los estandares actuales.

6.5. Relacion entre alteraciones genéticas y asociacion con caracteristicas

clinico-biolégicas

Los patrones de asociacion que se encuentran en este estudio ponen de
manifiesto que las alteraciones moleculares definitorias de categoria diagnostica
(NPM1, CEBPA, RUNX1) se relacionan con CN y son excluyentes entre si. A este
respecto, también se observa una fuerte exclusividad entre estas mutaciones y otras
como TP53, IDH2-R172 y ASXL1 que forman parte de los subgrupos con valor
pronostico definidos por la reciente clasificacion gendmica. En el caso de TP53, se
asocian también caracteristicas clinicas propias (debut pancitopénico de la LMA y
displasia trilineal). Esto sugiere que en un futuro puedan constituirse entidades
independientes definidas por estas mutaciones, aunque para ello que se requieren

estudios pormenorizados a este respecto.

El analisis MEGSA aplicado a nuestra serie de pacientes aporta resultados
similares a los encontrados por Hua et al en los datos publicados por el TCGA, y define
como set de genes mas excluyente al grupo que incluye las mutaciones en NPM1,
RUNX1 'y TP53, siendo TP53 el gen mas significativamente excluyente. Sin embargo,
cabe destacar que nuestro analisis es capaz de seleccionar a CEBPA dentro del MEGS,
al contrario que el grupo de Hua, que no encontrd un patron de exclusividad en relacion
con este gen. La reciente inclusion de las mutaciones bialélicas en CEBPA como criterio
definitorio de una entidad independiente en la clasificacion de la OMS de 2017
constituye una confirmaciéon de su naturaleza exclusiva y es coincidente con nuestro
analisis. Por ultimo, y en linea con la publicacion de Hua et al, el grupo de genes con
mayor grado de exclusividad seleccionado por nuestro estudio incluye los genes FLT3,
IDH2, NRAS, KIT, y TP53. Estos genes se encuentran ligados funcionalmente lo que
sugiere una implicacién biolégica de las vias de PI3K, MAPK/ERK y TP53. Dentro de
las asociaciones génicas, la triada NPM1-FLT3-DNMT3A constituye la asociacion mas
fuerte, compartiendo caracteristicas clinicas (hiperleucocitosis) e inmunofenotipicas
(ausencia de CD34), consistente con un patréon global especifico descrito (Cancer

Genome Atlas Research Network, 2013). Cabe destacar la asociacién entre las
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mutaciones en FLT3 e IDH2, que de ser confirmada, podria conllevar implicaciones
terapéuticas ya que se dispone de tratamiento frente a las dos dianas. El empleo
conjunto de ambas terapias dirigidas podria constituir un campo interesante de

investigacion futura.

6.6. Analisis de factores de riesgo en la supervivencia

El significado prondstico individual de los genes estudiados o agrupados en
categorias se estudia en una cohorte de pacientes jovenes tratados con quimioterapia
intensiva. A este respecto, nuestro trabajo comparte las limitaciones metodolégicas
inherentes a los estudios retrospectivos de cohortes, al igual que la gran mayoria de
estudios moleculares en LMA publicados en la literatura con los que comparte este tipo
de disefio, por lo que se debe tener en cuenta a la hora de interpretar y extrapolar las
conclusiones obtenidas. El tamafio muestral, aunque significativo para pacientes de un
unico centro, es limitado en numero a efectos de estudio de subgrupos, en especial en
las mutaciones representadas en baja proporcién. A pesar de estas limitaciones, la serie
de estudio reproduce el valor predictivo de la citogenética, de marcadores biologicos
como la edad y de marcadores moleculares bien establecidos como FLT3-ITD o NPM1
tanto en la respuesta al tratamiento como en términos de supervivencia. La SG a 5 afios
es superponible a estudios de registro en el mismo periodo temporal de estudio
(Dinmohamed et al, 2016). En cuanto a la respuesta al tratamiento de induccién, las
variables clinicas (edad, ECOG) se relacionan con la mortalidad precoz, y las genéticas
(mutaciones, cariotipo) con la resistencia a la primera linea. Aunque nuestros resultados
no muestran impacto negativo de las mutaciones de FLT3-ITD en la serie global en
cuanto a SLE, el analisis unicamente de los pacientes con CN si pone en evidencia esta
influencia prondstica adversa (SLE a 5 afos 46,2 vs 27,5, p=0,007). Por otro lado, los
resultados obtenidos muestran un valor prondstico desfavorable en genes los pacientes
portadores de alteraciones moleculares en TP53 o RUNX1, en concordancia con la
mayoria de los datos publicados hasta el momento (Gaidzik et al, 2016, Bowen, D. et al,
2009). Los pacientes portadores de mutaciones en RUNX1 en nuestra serie pertenecen

mayoritariamente al grupo de CN.

Aunque se observan diferencias en cuanto a mediana y SG a 5 afios entre los
pacientes portadores de mutaciones bialélicas en CEBPA frente al resto, este trabajo no
es capaz de detectar una correlacion estadisticamente significativa probablemente en

relacion con un pequefio numero de pacientes portadores de este estado mutacional. El
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impacto prondstico adverso de las mutaciones en ASXL17 enla SG, la SLE e IAR descrita
en la literatura (Pratcorona et al, 2012, Schnittger et al, 2013, Paschka et al, 2015) no
se evidencia en nuestra serie en el andlisis de la serie global aunque existe una
tendencia a la significacion en el analisis univariante. La distribucion de los pacientes
mutados en ASXL1 es heterogéneo en nuestra serie y si nos limitamos al subgrupo de
pacientes con CN las diferencias en cuanto a supervivencia resultan significativas (SG
a 5 afios 50,4 vs 0, p=0,002), aunque el tamafio muestral es demasiado pequefo para

extraer conclusiones sélidas a este respecto.

En cuanto al papel de otros genes cuyo impacto prondstico es controvertido,
nuestro estudio encuentra una asociacion entre la presencia de alteraciones en KRAS
y una peor SLE, sin embargo, estas mutaciones no muestran valor pronéstico en la
mayoria de los trabajos publicados (Bowen, D. T. et al, 2005, Boissel et al, 2006). El
escaso numero de pacientes portadores de la mutacion en nuestro estudio implica
interpretar con cautela este resultado, teniendo en cuenta, ademas, que las mutaciones
en este gen se asocian a un peor estado general al diagndstico en la serie estudiada,
por lo que puede tratarse de un sesgo de asociacion. Este trabajo también encuentra un
incremento de la IAR en aquellos pacientes portadores de la mutacion DNMT3A-R882
sin que esto se traduzca en la SG ni en la SLE. Las mutaciones en este locus presentan
valor pronéstico independiente para la IAR a pesar de que las mutaciones en FLT3-ITD
y DNMT3A se encuentran biolégicamente relacionadas, tal y como se demuestra en
este y otros estudios (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013, Papaemmanuil
et al, 2016). El impacto prondstico de esta alteracion molecular ha sido publicado
previamente por otros autores, aunque otros estudios no han encontrado esta
asociacion, por lo que su papel como predictor de riesgo continua siendo controvertido
(Ley et al, 2010, Papaemmanuil et al, 2016).

Por ultimo, la influencia prondstica del numero de mutaciones conductoras
encontradas al diagndstico en la LMA esta aun por definir. Se ha sugerido que el mayor
numero de genes mutados se relaciona con impacto adverso en la supervivencia. Hasta
donde sabemos, unicamente dos estudios han evaluado este aspecto en un analisis
multivariante. Uno de ellos encontré como factor predictivo de la SG la presencia de 3 o
mas mutaciones conductoras, sin embargo, el otro no encontro significacion estadistica
en el analisis multivariante (Metzeler et al, 2016, Wakita et al, 2016). En nuestra cohorte,
a pesar de que la presencia cuatro o mas mutaciones conductoras implica un prondstico
adverso en el analisis univariante, el analisis multivariante no selecciona esta variable,

lo que sugiere que prevalece el valor pronéstico de los genes individuales, en linea con
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los hallazgos de Metzeler et al. El hecho de que mutaciones asociadas a peor prondstico
como TP53 suelen aparecer de manera aislada, como demuestra el analisis de

exlusividades entre genes, apoya esta teoria.

En definitiva, este trabajo concluye que el empleo la técnica de NGS dirigida
estudiada es reproducible y precisa, por tanto, aplicable al diagnéstico de la LMA, tras
una validacion exhaustiva. Con una finalidad diagnéstica, el estudio de genes clave
correctamente seleccionados o regiones recurrentes (hotspot) es adecuada para
asignar a los pacientes a una categoria diagndstica, evaluar el riesgo individual segun
los estandares actuales o identificar potenciales dianas terapéuticas, reduciendo costes
y simplificando el analisis bioinformatico. Es probable que los algoritmos de
estratificacion de riesgo y de tratamiento vigentes sean mejorados en el futuro proximo
con la incorporacion de nuevas mutaciones o combinaciones de ellas con implicaciones
pronosticas y/o terapéuticas. Por tanto, consideramos que es necesario que los paneles
dirigidos al diagndstico de la LMA sean flexibles para la incorporacion de nuevos genes
que puedan ser identificados como clinicamente significativos e incluir la determinacion
de reordenamientos recurrentes con implicaciones diagnésticas, prondsticas y

terapéuticas.
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10.

11.

Conclusiones

El panel de genes analizado muestra una sensibilidad, especificidad y

reproducibilidad adecuadas para el diagndstico clinico.

La técnica de NGS descrita en este trabajo detecta alteraciones moleculares
recurrentes en la LMA de novo con precision, siendo capaz de detectar SNVs e

INDELSs con una VAF inferior al 3% y 5%, respectivamente.

Determinadas regiones del genoma por su complejidad estructural intrinseca y
algunos tipos de mutaciones como las INDELs extensas son dificiles de

identificar por NGS, requieriendo analisis complementarios.

La inmensa mayoria de los pacientes (96%) presenta al menos una alteracion

geneética, con una media de mutaciones por muestra de 2,32.

Los genes mutados recurrentemente en mas de un 10% de los casos son NPM1,
FLT3, DNMT3A, CEBPA, NRAS, TET2, IDH2 'y TP53.

La NGS es capaz de detectar todas las mutaciones encontradas por técnicas

convencionales y de identificar otras mutaciones no observadas previamente.

Las mutaciones en genes reguladores epigenéticos se encuentran con una VAF
elevada, mientras que las mutaciones en genes relacionados con la proliferaciéon
celular se detectan en proporciones mas bajas, sugiriendo un patron de

adquisicion secuencial de alteraciones asociado con la funcionalidad génica.

Mediante el empleo de NGS se identifican marcadores moleculares clinicamente
relevantes en un 88,9% de los pacientes frente al 45,7% obtenido por técnicas

convencionales.

La metodologia empleada permitié clasificar a la totalidad de los pacientes

analizados segun los estandares diagnésticos y pronosticos actuales.

Las alteraciones citogenéticas y moleculares en la LMA de novo se relacionan
siguiendo patrones concretos de asociacion y exclusion, siendo mas frecuentes
las mutaciones en los pacientes con CN y constituyendo TP53 el gen mas

excluyente.

Numerosos marcadores moleculares muestran impacto  prondstico
independiente, destacando las mutaciones en FLT3-ITD que se asocian a
inferior SG y a mayor IAR, las inserciones en NPM1 sin mutacién concomitante
de FLT3-ITD que se relacionan con una SLE mas prolongada, y las alteraciones
en DNMT3A-R882 y TP53 que conllevan una IAR mas elevada.
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12.

13.

Un numero mayor de mutaciones conductoras no parece asociarse con tasa de
respuesta y supervivencia inferiores, sino que el prondstico viene determinado

por el valor de los genes de manera individual.

La NGS se confirma como una herramienta eficaz para el andlisis integrado del
espectro mutacional de la LMA de novo en el diagndstico de rutina, permitiendo
profundizar en la estructura clonal de cada paciente, logrando implementar la
evaluacion del riesgo e identificando potenciales dianas terapéuticas que nos
acercan a un tratamiento personalizado en funcién del riesgo individual, en un

paso mas hacia la medicina de precision.
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Anexos

9.1. Tablas complementarias

Tabla complementaria |I. Todas las mutaciones relevantes encontradas

mediante el panel de NGS clasificadas segun las guias internacionales. S.C.:

Significacion clinica. Clase I: Variantes clinicamente relevantes. Clase IlI: Variantes potencialmente

relevantes. Clase lllI: Variantes con relevancia clinica desconocida.

137



Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C

SNV Cambio de sentido 12 p.Gly646Cys €.1936G>T chr20:31022451 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 12 p.Ser1212Phe €.3635C>T chr20:31024150 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 12 p.Gly1288Asp c.3863G>A chr20:31024378 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 12 p.Vall367lle ¢.4099G>A chr20:31024614 1 Clase Il
SNV Sin sentido 12 p.GIn592Ter c.1774C>T chr20:31022289 1 Clase |

ASXL1 NM_015338.5 - -
- SNV Sin sentido 12 p.Cys605Ter c.1815C>A chr20:31022330 1 Clase |
INDEL No Frameshift 12 p.Gly9eedel €.2894_2896delGAG chr20:31023408 2 Clase |
INDEL Frameshift 12 p.Lys618fs €.1848_1849insATTA chr20:31022363 1 Clase |
INDEL Frameshift 12 p.Ala619fs €.1851_1852insA chr20:31022366 1 Clase |
INDEL Frameshift 12 p.Gly646fs €.1926_1927insG chr20:31022441 2 Clase |
BRAF NM_004333.4 SNV Cambio de sentido 15 p.Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 9  p.Gly415Ser c.1243G>A chr11:119149235 1 Clase Il

CBL NM_005188.3 - -

- SNV Cambio de sentido 9  p.Cys416Ser c.1246T>A chr11:119149238 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 1  p.Arg297Leu c.890G>T chr19:33792431 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 1  p.GIn305Pro c.914A>C chr19:33792407 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 1 p.GIn311Pro €.932A>C chr19:33792389 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 1 p.Met354Val ¢.1060A>G chr19:33792261 1 Clase Il
SNV Sin sentido 1 p.GIn88Ter €.262C>T chr19:33793059 1 Clase |
SNV Sin sentido 1  p.Glu290Ter c.868G>T chr19:33792453 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.Ala303_Lys304insPhe €.909_910insTTC chr19:33792411 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.GIn305dup €.916_917insAGC chr19:33792404 1 Clase |
CEBPA NM_004364.4 INDEL No Frameshift 1  p.Arg306_Asn307ins5* €.920_921ins15* chr19:33792400 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.Glu309_Thr310insLys €.928 929insAGA chr19:33792392 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1 p.GIn312dup €.936_937insCAG chr19:33792384 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.lys313_Val314ins11* €.940_941ins33* chr19:33792380 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.Leu315_Glu316ins15* €.947_948ins45* chr19:33792373 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.Leu317_Thr318insMet €.952_953insTGA chr19:33792368 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.Asp320_Asn321ins12* €.962_963ins36* chr19:33792358 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.Asn293del c.878_880delACA chr19:33792440 1 Clase |
INDEL No Frameshift 1  p.GIn312del c.934 936delCAG chr19:33792384 1 Clase |




Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C

INDEL Frameshift 1  p.Ser2ifs €.62_63insAG chr19:33793258 1 Clase |

INDEL Frameshift 1 p.lle68fs €.200_201insTA chr19:33793120 1 Clase |

INDEL Frameshift 1 p.Alall3fs €.336_337insT chr19:33792984 1 Clase |

INDEL Frameshift 1  p.E59fs ¢.175_207del22 chr19:33302380 2 Clase |

INDEL Frameshift 1 p.Leu8ifs c.241_241delC chr19:33793079 1 Clase |

CEBPA NM_004364.4 -

- INDEL Frameshift 1 p.GIn83fs €.247_247delC chr19:33793073 1 Clase |
INDEL Frameshift 1  p.Lys90fs €.267_267delG chr19:33793053 1 Clase |

INDEL Frameshift 1 p.Alallifs €.332_339del8 chr19:33792981 1 Clase |

INDEL Frameshift 1  p.Glyll4fs €.340_341delGG chr19:33792979 1 Clase |

INDEL Frameshift 1  p.Asn321fs €.962_962delA chr19:33792358 1 Clase |

SNV Cambio de sentido 8  p.Pro307Ser €.919C>T chr2:25470555 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 8  p.Arg326Cys c.976C>T chr2:25470498 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 14  p.Gly543Cys c.1627G>T chr2:25467449 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 15 p.Trp581Arg c.1741T>A chr2:25467134 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 16 p.Ala644Thr ¢.1930G>A chr2:25466773 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 17 p.Ser663Leu €.1988C>T chr2:25464525 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 17 p.Ser669Phe €.2006C>T chr2:25464507 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 19 p.Trp753Cys €.2259G>T chr2:25463234 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 20 p.Ala782Thr €.2344G>A chr2:25462063 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 20 p.Trp795Arg €.2383T>C chr2:25462024 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 23 p.Arg882Cys €.2644C>T chr2:25457243 15 Clase Il

DNMT3A NM_022552.4 - - -

- SNV Cambio de sentido 23 p.Arg882His €.2645G>A chr2:25457242 15 Clase Il
SNV Cambio de sentido 23 p.Arg882Ser €.2644C>A chr2:25457243 2 Clase Il

SNV Sin sentido 8  p.Trp305Ter c.915G>A chr2:25470559 1 Clase Il

SNV Sin sentido 8  p.Arg320Ter c.958C>T chr2:25470516 2 Clase Il

SNV Sin sentido 12 p.Tyr481Ter c.1443C>A chr2:25468920 1 Clase Il

INDEL No Frameshift 9  p.Lys367_Ala368ins6* €.1100_1101ins18* chr2:25469941 1 Clase Il

INDEL Frameshift 8  p.Leu295fs c.884_884delT chr2:25470589 1 Clase Il

INDEL Frameshift 10 p.Pro385fs c.1154_1154delC chr2:25469613 1 Clase Il

INDEL Frameshift 11  p.Glud44fs c.1326_1338del13* chr2:25469119 1 Clase Il

INDEL Frameshift 20 p.Arg792fs €.2374_2374delC chr2:25462032 1 Clase Il

INDEL Sin sentido 19 p.Glu733Ter €.2196_2197insT chr2:25463296 1 Clase Il




Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C
SNV Cambio de sentido 16 p.Asn676Lys c.2028C>A chr13:28602340 2 Clase |
SNV Cambio de sentido 16 p.Asn676His c.2026A>C chr13:28602342 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 16 p.Asn676Thr c.2027A>C chr13:28602341 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 16 p.Ala680Val €.2039C>T chr13:28602329 2 Clase |
SNV Cambio de sentido 20 p.Asp835Glu ¢.2505T>G chr13:28592640 1 Clase |
FLT3 NM_004119.2 - - -
- SNV Cambio de sentido 20 p.Asp835His €.2503G>C chr13:28592642 2 Clase |
SNV Cambio de sentido 20 p.Asp835Tyr €.2503G>T chr13:28592642 4 Clase |
SNV Cambio de sentido 20 p.Asn84llle c.2522A>T chr13:28592623 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 21  p.Ala848Pro €.2542G>C chr13:28589838 1 Clase |
INDEL No Frameshift 20 p.Asp835_lle836delinsVal €.2505_2507delTAT chr13:28592637 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 3 p.Thri124Met c.371C>T chr3:128205070 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 3  p.Glyl49Arg c.445G>A chr3:128204996 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 4 p.Asn317Ser c.950A>G chr3:128202770 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 4  p.Ala318val c.953C>T chr3:128202767 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 4  p.Leu321Phe c.961C>T chr3:128202759 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 4  p.Leu32lHis c.962T>A chr3:128202758 1 Clase lll
GATA2 NM_032638.4 SNV Cambio de sentido 4  p.Arg330Leu c.989G>T chr3:128202731 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 5 p.Trp360Leu ¢.1079G>T chr3:128200726 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 5 p.Arg362GIn ¢.1085G>A chr3:128200720 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 6  p.Asn402Asp c.1204A>G chr3:128200101 1 Clase Il
MNV  Cambio de sentido 4 p.Ala318lle €.952_953delGCinsAT chr3:128202767 1 Clase lll
INDEL No Frameshift 6  p.Met388_Glu391delinsLys c.1163_1171del9* chr3:128200133 1 Clase lll
INDEL Frameshift 2 p.Alablfs €.180_181insATAG chr3:128205694 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 4  p.Argl32Cys €.394C>T chr2:209113113 5 Clase Il
SNV Cambio de sentido 4  p.Argl32Gly €.394C>G chr2:209113113 1 Clase Il
IDH1 NM_005896.3 - -
- SNV Cambio de sentido 4  p.Argl32Ser €.394C>A chr2:209113113 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 4 p.Argl32His €.395G>A chr2:209113112 4 Clase Il
SNV Cambio de sentido 4 p.Argl40GIn c.419G>A chr15:90631934 13 Clase Il
IDH2 NM_002168.2 SNV Cambio de sentido 4  p.ArgldOLeu c.419G>T chr15:90631934 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 4  p.Argl72Lys c.515G>A chr15:90631838 5 Clase Il




Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C

SNV Cambio de sentido 8  p.Thr4l7Pro c.1249A>C chr4:55589767 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 8  p.Asp419Ala c.1256A>C chr4:55589774 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 17 p.Asp816Val c.2447A>T chr4:55599321 2 Clase Il

MNV  Cambio de sentido 8  p.Tyrd18Trp €.1253_1254delACinsGG chr4:55589771 1 Clase Il

MNV  Cambio de sentido 8  p.Asp419Gly €.1256_1257delACinsGG chr4:55589774 1 Clase Il

MNV  Cambio de sentido 17 p.Asp816Phe €.2446_2447delGAinsTT chr4:55599320 1 Clase Il

KIT NM_000222.2 - - -

- MNV  Cambio de sentido 8  p.Asp419Pro €.1255_1256delGAinsCC chr4:55589773 1 Clase Il

INDEL No Frameshift 11  p.Trp582_Glu583insArg c.1744_1745insGGA chr4:55593678 1 Clase Il

INDEL No Frameshift 8  p.Thrdl7_Tyr418del €.1248_1253delGACTTA chr4:55589765 1 Clase Il

INDEL No Frameshift 8  p.Tyr418del €.1252_1254delTAC chr4:55589769 1 Clase Il

INDEL Frameshift 8  p.Argd20fs €.1257_1258insCT chr4:55589775 1 Clase Il

INDEL Frameshift 8  p.Thrdl7fs €.1250_1254delCTTAC chr4:55589767 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Ala ¢.35G>C chr12:25398284 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Asp c.35G>A chr12:25398284 2 Clase Il

KRAS NM_033360.3 SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Ser c.34G>A chr12:25398285 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl3Asp c.38G>A chr12:25398281 2 Clase Il

SNV Cambio de sentido 3  p.GIn61Pro c.182A>C chr12:25380276 1 Clase Il

INDEL Frameshift 11  p.Trp288fs c.859_860insTCTG chr5:170837543 52 Clase |

INDEL Frameshift 11  p.Trp288fs ¢.860_861insCTGC chr5:170837544 3 Clase |

INDEL Frameshift 11  p.Trp288fs €.861_862insTGCA chr5:170837545 3 Clase |

NPM1 NM_002520.6 INDEL Frameshift 11  p.Trp288fs c.861_862insTGCT chr5:170837545 3 Clase |
INDEL Frameshift 11  p.Trp288fs c.862_863insGCCG chr5:170837546 1 Clase |

INDEL Frameshift 11  p.Trp288fs c.863_864insCAGA chr5:170837547 1 Clase |

INDEL Frameshift 11  p.Trp290fs c.867_868insAAGT chr5:170837551 1 Clase |

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Ala ¢.35G>C chr1:115258747 2 Clase Il

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Asp c.35G>A chr1:115258747 6 Clase Il

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Cys c.34G>T chr1:115258748 1 Clase Il

NRAS NM_002524.4 SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2Ser c.34G>A chr1:115258748 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl2val ¢.35G>T chr1:115258747 2 Clase Il

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl3Arg c.37G>C chr1:115258745 1 Clase Il

SNV Cambio de sentido 2 p.Glyl3Asp c.38G>A chr1:115258744 1 Clase Il




Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C
SNV Cambio de sentido 3  p.GIn61Arg c.182A>G chr1:115256529 6 Clase Il
SNV Cambio de sentido 3  p.GIn61His c.183A>C chr1:115256528 1 Clase Il
NRAS NM_002524.4 SNV Cambio de sentido 3 p.GIn61Pro c.182A>C chr1:115256528 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 3  p.Gln6lLys c.181C>A chr1:115256530 3 Clase Il
SNV Cambio de sentido 3  p.Gly6oval c.179G>T chr12:112888163 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 3 p.Asp61Asn c.181G>A chr12:112888165 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 3  p.Ala72val c.215C>T chr12:112888199 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 3 p.Ala72Thr c.214G>A chr12:112888198 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 3 p.Thr73lle c.218C>T chr12:112888202 2 Clase lll
PTPN11 NM_002834.3 - -
- SNV Cambio de sentido 3  p.Aspl06Ala c.317A>C chr12:112888301 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 13 p.Pro491Thr c.1471C>A chr12:112926851 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 13  p.Ser502Leu ¢.1505C>T chr12:112926885 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 13  p.Gly503Arg €.1507G>C chr12:112926887 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 13  p.Met516Thr €.1547T7>C chr12:112926927 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 4 p.Alab0val c.179C>T chr21:36259312 2 Clase |
SNV Cambio de sentido 4  p.Prol03Arg €.308C>G chr21:36259183 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 4 p.Argl07His €.320G>A chr21:36259171 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 5 p.Argl62Gly c.484A>G chr21:36252878 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 6  p.Aspl98Gly €.593A>G chr21:36231791 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 6 p.Arg201GIn €.602G>A chr21:36231782 1 Clase |
SNV Sin sentido 6  p.Arg204Ter c.610C>T chr21:36231774 1 Clase |
RUNX1 NM_001754.4 - -
- SNV Sin sentido 8  p.Arg320Ter c.958C>T chr21:36171607 1 Clase |
INDEL No Frameshift 7  p.Ser226delinsThrArg €.676_677insCCC chr21:36206835 1 Clase |
INDEL Frameshift 5 p.Glul43fs €.425_426insGC chr21:36252936 1 Clase |
INDEL Frameshift 6 p.Serl72fs c.514_515insA chr21:36231869 1 Clase |
INDEL Frameshift 8  p.Ala299fs €.894_895insA chr21:36171670 1 Clase |
INDEL Frameshift 4  p.leull2fs c.334_334delC chr21:36259156 1 Clase |
INDEL Frameshift 5  p.Asnl139fs c.416_416delA chr21:36252945 1 Clase |




Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C
SNV Cambio de sentido 6  p.Argl261His c.3782G>A chrd:106164914 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 7  p.Cys1273Ser €.3818G>C chr4:106180790 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 7  p.Gly1288Asp c.3863G>A chr4:106180835 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 8 p.Metl1333Arg €.3998T>G chr4:106182959 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 9  p.Cys1358Arg ¢.4072T7>C chrd:106190794 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 9  p.His1380Tyr c.4138C>T chr4:106190860 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 9  p.Thr1393lle c.4178C>T chr4:106190900 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 10 p.Alal512Val c.4535C>T chrd:106194073 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 11 p.Alal837Gly ¢.5510C>G chrd:106197177 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 11  p.lle1871Asn c.5612T>A chrd:106197279 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 11  p.lle1873Thr €.5618T>C chr4:106197285 1 Clase Il

TET2 NM_001127208.2 SNV Cambio de sentido 11 p.Thri884Ala ¢.5650A>G chrd:106197317 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 11  p.Prol962Leu €.5885C>T chr4:106197552 1 Clase Il
SNV Sin sentido 3  p.GIn1068Ter €.3202C>T chr4:106158301 1 Clase Il
SNV Sin sentido 6  p.Tyrl255Ter €.3765C>G chr4:106164897 1 Clase Il
SNV Sin sentido 10 p.GInl1414Ter c.4240C>T chr4:106193778 1 Clase Il
SNV Sin sentido 10 p.Argld65Ter €.4393C>T chrd:106193931 1 Clase Il
SNV Sin sentido 11  p.GIn1527Ter c.4579C>T chrd:106196246 1 Clase Il
SNV Sin sentido 11 p.GIn1825Ter c.5473C>T chr4:106197140 1 Clase Il
SNV Sin sentido 11 p.Ser1848Ter €.5543C>G chr4:106197210 1 Clase Il

INDEL Frameshift 3 p.Glu537fs €.1605_1606insA chrd:106156704 1 Clase Il
INDEL Frameshift 3 p.Ser696fs €.2085_2086insA chrd:106157184 1 Clase Il
INDEL Frameshift 11  p.Ser1650fs €.4946_4947insC chrd:106196613 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 5  p.Lys132Arg €.395A>G chr17:7578535 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 5  p.Argl75His c.524G>A chr17:7578406 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 5  p.His179Pro €.536A>C chr17:7578394 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 6  p.lle195Thr c.584T>C chrl7:7578265 1 Clase |

TP53 NM_000546.5 SNV Cambio de sentido 6  p.Tyr220Cys €.659A>G chr17:7578190 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 7  p.Met237lle c.711G>A chr17:7577570 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 7  p.Cys238Arg c.712T>C chrl7:7577569 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 7  p.Gly245Ser c.733G>A chrl7:7577548 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 7  p.Met246lle c.738G>A chrl7:7577543 1 Clase |




Gen Transcrito Tipo Funcion Exén Proteina Nomenclatura gen Locus N S.C
SNV Cambio de sentido 7  p.Arg248GIn c.743G>A chr17:7577538 2 Clase |
SNV Cambio de sentido 8 p.Val272Met c.814G>A chrl7:7577124 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 8  p.Arg273His c.818G>A chrl7:7577120 2 Clase |

TP53 NM_000546.5 SNV Cambio de sentido 8  p.Cys275Tyr c.824G>A chrl7:7577114 1 Clase |
INDEL Frameshift 3 p.Asn30fs €.89_90insA chr17:7579706 1 Clase |
INDEL Frameshift 6  p.Ser215fs c.645_651del7* chrl7:7578197 1 Clase |
INDEL Frameshift 9  p.Asn311fs €.933_933delC chr17:7576912 1 Clase |
SNV Cambio de sentido 7  p.Pro376Arg c.1127C>G chr11:32417925 1 Clase Il
SNV Cambio de sentido 7  p.Arg380Gly c.1138C>G chr11:32417914 1 Clase lll
SNV Cambio de sentido 9  p.His465Tyr €.1393C>T chr11:32413557 1 Clase lll
SNV Sin sentido 7  p.Arg369Ter €.1105C>T chr11:32417947 1 Clase lll

WT1 NM_024426.4 SNV Sin sentido 7 p.Arg380Cys €.1137_1138ins26* chr11:32417914 1 Clase lll
INDEL Frameshift 7  p.Arg380fs €.1138_1139ins8* chr11:32417913 1 Clase lll
INDEL Frameshift 7  p.Ser381fs c.1140_1141ins11* chr11:32417911 1 Clase lll
INDEL Frameshift 7  p.Ala382fs c.1142_1143ins10* chr11:32417909 1 Clase lll
INDEL Frameshift 7  p.Argd01fs €.1202_1203delGA chr11:32417848 1 Clase lll




Anexos

9.2. Figuras complementarias

Figura I. Esquema de tratamiento segun protocolo PETHEMA LMA99 (< 65 afios).

Ida 12 mg/m2 o CNR 60 mg/m2 dias1a 3
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TPH alogénico
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Figura ll. A) Esquema de tratamiento y B) Grupos de riesgo, segun el protocolo
PETHEMA LMA2007.
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Figura ll. A) Esquema de tratamiento y B) Grupos de riesgo, segun el protocolo
PETHEMA LMA2007 (continuacién).
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Figura lll. A) Esquema de tratamiento y B) Grupos de riesgo, segun el protocolo

PETHEMA LMA2010.
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Figura lll. A) Esquema de tratamiento y B) Grupos de riesgo, segun el protocolo
PETHEMA LMA2010 (continuacién).
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Figura IV. Grupos de genes mutuamente excluyentes en la serie de pacientes. El

eje Y indica el numero de pacientes. Los pacientes mutados se marcan en color rojo.
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