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Allo-HSCT: Trasplante alogénico de médula dsea

AML: Leucemia mieloide aguda

APL: Leucemia aguda promielocitica

BM: Médula dsea

CGH: Hibridacién del genoma competitiva

CNVs: Variaciones en el numero de copias

cdPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa digital en chip
ddNTPs: Dideoxioligonucledtidos

ddPCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa digital en gotas
DNA: Acido desoxirribonucleico

dPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa digital

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

ELN: European LeukemiaNet

FAB: grupo de cooperacidn internacional Franco-Americo-Britanico
FISH: Hibridacidn in situ fluorescente

OGM: Mapeo éptico del genoma

MDS: Sindrome mielodisplasico

MRD: Enfermedad minima residual

NGS: Secuenciacidén de siguiente generacion

PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
RNA: Acido ribonucleico

SNPs: Polimorfismos de un solo nucleétido

VUS: Variantes de significado incierto

WHO: Organizacion Mundial de la Salud



Introduccidn e historia: La leucemia mieloide aguda y las neoplasias de precursores
relacionadas (AML) es un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por la
proliferacion maligna de algunos precursores mieloides. Su incidencia y mortalidad
varian con diversos factores, siendo uno de los mas importantes la edad. Otros factores
de gran importancia en el prondstico de la enfermedad son las alteraciones
citogenéticas y moleculares que encontremos, ya que nos informan de alteraciones
genéticas que se traducen en una determinada capacidad oncogénica y para las que
pueden existir tratamientos dirigidos como puede ser PML::RARA o FLT3.

A lo largo de la historia, se ha tratado de clasificar las distintas variantes de la
enfermedad para aumentar la homogeneidad de las caracteristicas de los distintos
subtipos, como pueden ser la mortalidad, respuesta a farmacos y su prondstico. La
primera clasificacién que consiguié parcialmente esto, fue realizada por el grupo de
cooperacion internacional Franco-Américo-Britanico (FAB), basandose principalmente
en la morfologia aunque mas tarde incorporo datos de citogenética. Sin embargo, los
grupos seguian teniendo respuestas heterogéneas, y con el aumento de conocimiento
de las alteraciones moleculares subyacentes a la enfermedad surgio la clasificacion de
la Organizacién Mundial de la Salud (WHO). Esta integraba datos fenotipicos,
citogenéticos y moleculares en la clasificacién, dando especial relevancia a la integracion
de la informacion aportada por las distintas metodologias y estableciendo subtipos de
AML identificados por el tipo de alteracién genética, debido a que estas juegan un papel
fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad.

Objetivos: Tratar acerca de la importancia de la aplicacidon de varias técnicas para una
correcta caracterizacién de la AML.

Discusion: Cada técnica diagndstica presenta unas ventajas e inconvenientes, la
morfologia permite una primera orientacién diagnédstica de la enfermedad, que se
completa con el inmunofenotipado. Las técnicas citogendmicas permiten la deteccion
de anomalias esenciales para una correcta caracterizacion de la enfermedad. La NGS es
una técnica que por la complejidad de procesamiento e interpretacion es ideal para
busqueda de anomalias en los genes recurrentemente afectados. Como inconvenientes
produce mucha informacion, que contribuye a ir desvelando la complejidad genética
subyacente a la AML. El seguimiento de la EMR mediante citometria, gPCR y en un
futuro, técnicas de gran sensibilidad como la dPCR, es esencial para la deteccién precoz
de recaidas y la resistencia a tratamiento.

Conclusiones: En el diagndstico de la AML, actualmente es necesaria la aplicaciéon de las
distintas técnicas de las que disponemos para una correcta caracterizacién diagndstica
y orientacién pronostica y terapéutica. Cada una de ellas proporciona diferentes datos
y parametros que permiten diagnosticar la enfermedad de manera correcta y costo
eficiente. La correlacidon con la clinica es esencial para integrar el diagnéstico.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda, citogenética, FISH, PCR, Secuenciacién de
Nueva Generacion



Introduction and history: Acute myeloid leukaemia and related precursor neoplasms
(AML) is a heterogeneous group of diseases characterized by the malignant proliferation
of some myeloid precursors. Its incidence and mortality vary with diverse factors, one
of the most important being age. Other factors of great importance in the prognosis of
the disease are the cytogenetic and molecular alterations that we find since they inform
us of genetic alterations that translate into a specific oncogenic capacity and for which
there may be targeted treatments such as PML::RARA or FLT3.

Throughout history, attempts have been made to classify the different variants of the
disease to increase the homogeneity of the characteristics of the different subtypes,
such as mortality, drug response, and prognosis. The first classification that somewhat
achieved this was carried out by the French-American-British international cooperation
group (FAB), based mainly on morphology, although it later incorporated cytogenetic
data. However, the groups continued to have heterogeneous responses, and with the
increase in knowledge of the molecular alterations underlying the disease, the World
Health Organization (WHO) classification emerged. This integrated phenotypic,
cytogenetic, and molecular details in the classification, giving greater relevance to the
integration of the information provided by the different methodologies and,
establishing subtypes of AML identified by the type of genetic alteration since these play
a fundamental role in the pathophysiology of the disease.

Objectives: Assessing the value of the different diagnostic techniques in the correct
characterization of AML.

Discussion: Each diagnostic technique has its advantages and disadvantages;
morphology allows a first diagnostic orientation of the disease, which is completed with
immunophenotyping. Cytogenomic techniques allow the detection of essential
anomalies for a correct characterization of the disease. NGS is a technique that, due to
the complexity of processing and interpretation, is ideal for the search for anomalies in
recurrently affected genes. On the downside, it produces a lot of information, which
contributes to unveiling the genetic complexity underlying AML. Monitoring of RMS by
cytometry, qPCR and in the future, highly sensitive techniques such as dPCR, is essential
for the early detection of relapses and resistance to treatment.

Conclusions: In the diagnosis of AML, it is currently necessary to apply the different
techniques available for a correct diagnostic characterization and prognostic and
therapeutic orientation. Each of them provides different data and parameters that allow
a correct and cost-efficient diagnosis of the disease. Correlation with the clinic is
essential to integrate the diagnosis.

Keywords: Acute myeloid leukemia (AML), cytogenetics, FISH, PCR, Next Generation
Sequencing (NGS)



La leucemia mieloide aguda y las neoplasias de precursores relacionadas (en adelante,
AML) constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas por una
proliferacion maligna y heterogénea de alguno de los precursores mieloides. La
clasificacién de los diferentes subtipos ha cambiado a lo largo de la historia. Actualmente
se basa en una combinacidn de criterios morfoldgicos, fenotipicos, genéticos, etc. [1,2].

Tiene una incidencia global de 3.7 casos/100 000, aunque esta varia dependiendo de
diversos factores y del subtipo especifico, y aumenta con la edad, siendo la mayor parte
de los casos en pacientes con > 65 afios (en este grupo 13.7 casos/100 000).[2] Es una
enfermedad grave y que progresa radpidamente, con una mortalidad anual de entre 3 y
4 casos/100 000 y una supervivencia al afio del diagndstico del 35% vy a los cinco afios
del 15%, aunque depende de varios factores como el subtipo de leucemia y otras
caracteristicas del paciente [3,4].

Cada subtipo de leucemia esta asociado a un prondstico distinto que esta basado
fundamentalmente en la existencia o no de terapia eficaz, aunque también en las
comorbilidades y en la tolerancia a los tratamientos.

Muchos de los pacientes con AML son tratados con terapias agresivas que conllevan una
alta morbi-mortalidad, como puede ser la quimioterapia o el trasplante alogénico de
precursores hematopoyéticos (allo-HSCT). Sin embargo, ciertos subtipos de leucemia
son candidatos a terapias dirigidas que disminuyen la morbi-mortalidad y mejoran
drasticamente el prondstico como puede ser la leucemia aguda promielocitica (APL) en
las que tratamientos que combinan ATRA y quimioterapia se consiguen tasas de
supervivencia global de en torno al 85-95% de los pacientes candidatos al tratamiento.
[5]. Conforme avanza el conocimiento acerca de las anomalias moleculares, y de la
implicacion fisiopatoldgica, se han ido disefiando y evaluado mas recientemente el uso
de otras terapias dirigidas como pueden ser los inhibidores de la tirosina quinasa FLT3,
presente en distintos tipos de leucemia. Esto potencialmente puede suponer cambios
radicales en la evolucion clinica de los pacientes con estas mutaciones, lo que significa
gue el prondstico no es algo estdtico, sino que es cambiante y dependiente de la
introduccion de farmacos dirigidos [6,7]. Las leucemias también pueden ser la evolucién
de una patologia previa o estar en relacion con ciertos tratamientos. Estas leucemias, se
asocian a un peor prondstico, con menores tasas de respuesta a los tratamientos
disponibles, lo que posiblemente este en relacidon con una mayor complejidad gendmica

[8].

Por otro lado, existen tres caracteristicas de gran importancia en el prondstico, la edad,
el estado funcional basal del paciente directamente relacionados con la tolerabilidad a
los tratamientos [9]. A pesar de que no exista una definicion clara de “paciente joven” y
“paciente mayor”, aquellos pacientes que superen los 55, 60 o 65 afios presentan tasas
de remisién completa menores y supervivencia libre de enfermedad menores
comparadas con las de los pacientes mas jovenes. Ademas, existen estudios
retrospectivos con estratificacion de los pacientes en grupos de edad que describen una
supervivencia media mayor en los grupos de pacientes mas jévenes y que disminuye con
el aumento de edades que comprende el grupo [10,11]. El otro factor prondstico de gran
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importancia es el estado funcional basal del paciente, medido principalmente con
escalas de Karnofsky y la Eastern Cooperative Oncology Group o ECOG. Estas informan
de manera indirecta de las distintas comorbilidades que afectan al paciente, y se pueden
combinar con la edad para estimar el porcentaje de pacientes que moriran en los
primeros 28 dias de tratamiento.[12] Asi, los pacientes con menos de 50 afios y un ECOG
<3 tendran una mortalidad <5% mientras que los pacientes con mas de 69 afios y un
ECOG 23 tendran una mortalidad del 57% [12,13]. La busqueda de dianas moleculares
con tratamientos menos tdxicos resulta esencial para mejorar estos resultados.

Por ultimo, las nuevas técnicas de estudio genético estan permitiendo descubrir
alteraciones de naturaleza germinal, esenciales para determinar la predisposicidn, tener
precaucién en seleccion de tratamientos, asi como en la busqueda de donantes [14].

Las primeras descripciones de la enfermedad fueron en 1845, cuando simultdaneamente
fueron descritos dos casos que presentaban caracteristicas anatomopatoldgicas
similares por dos patdlogos distintos, principalmente. Fue entonces cuando uno de ellos,
Virchow, acufio el termino leucemia, que hacia alusién a las caracteristicas de la sangre
de estos pacientes [15].

El examen microscdpico de la AML permitia desde un principio obtener un diagndstico
de presuncién al ofrecernos una visidon general de la enfermedad mediante el uso de
tinciones especificas (principalmente tincién de Romanowsky) sobre una muestra de
sangre periférica. La informacién que nos da el diagnéstico de sospecha permite dirigir
los siguientes estudios para concretarlo con técnicas mas avanzas. Ademas, la
microscopia éptica permite conocer el estado de la médula dsea (BM), es decir, el grado
de infiltracion por blastos y la presencia o no de necrosis o fibrosis, dos sucesos
asociados a la AML. De hecho, la existencia de fibrosis puede condicionar un aspirado
seco que nos impide obtener muestras de BM, esto hace necesaria la obtencién de
biopsia de BM para el analisis de improntas del cilindro éseo en portaobjetos [16,17].

La AML se trataba hasta mediados de la segunda mitad del siglo XX de una enfermedad
sin criterios concretos y objetivos para su clasificaciéon. Aunque hasta ese momento se
habian propuesto multiples clasificaciones basadas en la relaciéon de la morfologia con
las caracteristicas clinicas, los analisis de laboratorio y la respuesta al tratamiento,
fueron desechdndose por su complejidad, baja reproducibilidad y a su baja aplicabilidad.
Con el objetivo de elaborar una clasificacidon que solventase estos problemas se formod
el grupo de cooperacién internacional Franco-Américo-Britanico (FAB) en 1976. La FAB
elaboro una clasificacion morfolégica de las leucemias basada en la identificacién de la
linea célula que la forma y de su grado de diferenciacion, haciendo una divisidon
fundamental entre las leucemias de origen linfoide y mieloide. La AML se subdividia
segln las caracteristicas morfoldgicas celulares que nos indicaban el grado de
diferenciacién celular, en un principio en seis subtipos (M1-M6), basados parcialmente
en la clasificacién de Galton de 1975 [5,18,19].

Esta primera clasificacion recomendaba el analisis de las células de sangre periférica,
aungue su valor no tenia la importancia del estudio de BM, en el que se basaba el
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diagnodstico. Para este, era necesario analizar no menos de 500 células, lo que permitia
determinar el grado de diferenciacién blastica de la BM, esencial a la hora de diferenciar
entre anemia refractaria con exceso de blastos (que incluia afecciones como
preleucemia, leucemia pauciblastica, leucemia subaguda y leucemia atipica) y la
leucemia propiamente dicha segln esta clasificacion [18].

Este grupo de colaboracién consiguid dar lugar a una clasificacién capaz de armonizar
de cierta forma el diagnéstico y hacerlo algo mds objetivo, sin embargo, seguia
existiendo una discordancia importante en la identificacion de los distintos subtipos (de
hasta el 17,5% entre hematdlogos japoneses y de la FAB); a excepcién de la M3 o
leucemia aguda promielocitica (APL), que presentaba caracteristicas muy distintivas de
los otros subtipos. Esto es porque el analisis de la morfologia celular aun siendo una
técnica rapida y sencilla, presenta claros inconvenientes, solo permite hacer una

distincidn de seis subtipos de AML (Tabla 1) y es muy operador dependiente [20].

Tabla 1. Clasificacion original de la FAB (1976) [18].

SUBTIPO AML NOMBRE

CARACTERISTICAS

M1 Leucemia Las células de la BM muestran alguna evidencia
mieloblastica sin de diferenciacion granulocitica
maduracién
M2 Leucemia Existe diferenciacion en o mas alla del estadio
mieloblastica con promielocitico. Mds del 50% de las células de la
maduracién BM son mieloblastos y promielocitos
M3 Leucemia La gran mayoria de las células son promielocitos,
promielocitica con gran hipergranulacion, las células presentan
hipergranular fajos de bastones de Auer y los nucleos son de
tamanios diversos, a veces reniformes o
bilobados
M4 Leucemia Existe en diferentes proporciones células
mielomonocitica monociticas y granulociticas. Similar a M2, solo
que la proporcién de promonocitos y monocitos
supera el 20% de las células nucleadas de la BM.
M5 Leucemia Reemplazo total de la BM por células
monocitica leucémicas, aunque puede existir un
componente granulocitico menor, raramente
superior al 10%
M6 Eritroleucemia El componente eritropoyético generalmente
excede el 50% de las células nucleadas de la BM.
Los eritroblastos presentan en rangos variables
alteraciones morfolégicas, especialmente
multiples I6bulos nucleares. Pueden estar
presentes megacariocitos anormales




La FAB fue muy importante en la historia de la AML ya que fue el primer paso en la
sistematizacion del diagndstico de la enfermedad. Ademas, se comprobd que tenia algo
de significacién bioldgica, ya que ciertos subtipos de leucemia se asociaban con
determinadas anomalias cromosdmicas. Sin embargo, la FAB no estaba libre de criticas,
la reproducibilidad de la clasificacidn original no era éptima, existian dificultades en el
diagnodstico diferencial entre sindrome mielodisplasico (MDS) y leucemia. Ademas,
establecia limites o requerimientos arbitrarios para el diagndstico de la leucemia que no
representaban el estado clinico del paciente o la progresién de la enfermedad. Por
ultimo, esta clasificacién solo era aplicable a pacientes no tratados previamente, ya que
el tratamiento altera tanto las células malignas como las que no lo son [21].

Tratando de buscar una mayor concordancia en el diagndstico y un andlisis cuantitativo
y mas objetivo, se incorpora la citometria de flujo en la clasificacién de la FAB. El
inmunofenotipado presentaba ciertas ventajas, permitiendo: (1) la identificacién de
células de diferentes linajes y establecer el grado de diferenciacién celular; (2) la
deteccion de células anédmalas a través de la identificacidon de la expresidn diferencial de
antigenos respecto a las células normales; (3) documentar detalladamente el fenotipo
(expresidon de antigenos) de las células tumorales, asi como compararlas con las
normales para conocer si existe aumento o descenso de la expresion de antigenos y (4)
ofrecer un posible diagnéstico de una entidad reconocida y, sino, de posibles
diagndsticos que necesiten de estudios adicionales (inmunohistoquimica, citogenética
convencional, etc.). Gracias a esto, podian caracterizarse mejor los distintos subtipos de
la enfermedad, incluso distinguir dos nuevos subtipos dentro de la clasificacidén de la
FAB, la leucemia aguda megacarioblastica (M7) y la AML con minima diferenciacién (MO)
(Tabla 2) [20].

Adema3s, ciertos fenotipos se asociaban con la presencia de anomalias genéticas
recurrentes (por ejemplo, la AML con t(8;21)(922;922) se asociaba a la expresién
aberrante de antigenos como CD19, CD56 o TdT), de ahi que esta técnica tenga impacto
en el pronéstico y diagndstico de la enfermedad, al darnos una vision indirecta de las
anomalias subyacentes. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad en la deteccién de
estas anomalias citogenéticas no son especialmente altas.

A pesar de la integracién de las técnicas de inmunofenotipado y una aparente mejoria
en la subclasificacidén de los pacientes (con la adicidén de dos tipos distintos de AML), la
evolucion de la enfermedad y su respuesta al tratamiento continuaba sin seguir un
patron homogéneo entre los distintos subtipos de AML. Esto sugeria la existencia de
caracteristicas subyacentes que alteraban el prondstico de los pacientes, pero que
pasaban desapercibidas por las técnicas utilizadas entonces [21,22].

Con el fin de mejorar la estratificacion prondstica de los pacientes, comienzan a
incorporarse técnicas citogenéticas para la deteccion de anomalias cromosdmicas bajo
microscopio. En un principio, el cariotipo convencional era una técnica muy basica que
sélo permitia demostrar alteraciones groseras de los cromosomas, como el cromosoma
filadelfia en la leucemia mieloide crénica. La introduccién de la tincidn de bandas de los
cromosomas, desarrollada por la doctora Rowley en 1980, permitid demostrar la
existencia de nuevas alteraciones en las neoplasias hematoldgicas, aunque el andlisis se
realizaba sobre cromosomas muy condensados lo que restaba calidad a los resultados.
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AML NOMBRE CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPO  ANALISIS CITOGENETICO
MO AML con minima Generalmente BM hipercelular (>90% blastos), la mayoria con ausencia de CD13,CD14,CD33 0 Asociado con alta incidencia de anomalias citogenéticas,
diferenciacion granulos, nucleolos o bastones de Auer. CD34. Deoxinucleotidil ~ frecuentemente complejas que suelen implicar a los
transferasa terminal cromosomas 5y 7, trisomia del 8 o reordenamientos de
(+/-) KMT2A
M1 AML sin BM hipercelular llena de mieloblastos (>90% blastos). Diferenciacion mieloide HLA-DR, CD13,CD33y  Asociado frecuentemente con monosomia del
maduracion minima, pueden existir o no algunos granulos azuroéfilos y/o bastones de Auer. CD34. cromosoma 5 o 7 o trisomia del 8
Nucleolos prominentes, generalmente detectables.
M2 AML con BM con diferenciacion mas alla de los mieloblastos y con evidencia de HLA-DR, CD13, CD33, Puede existir monosomia del 5 o del 7, trisomia del 8,
maduracion diferenciacion superior al estadio promielocitico en mas del 10% de las células CD11yCD15 t(8;21), t(6;9) o anomalias del cromosoma 3
no eritroides. Los mieloblastos representan mas del 30% de las células de la BM,
pero menos del 90% de las células no eritroides. Frecuentes bastones de Auer o
nucleolos prominentes.

M3 APL Hipergranular, en el que >30% de los blastos son promielocitos y mieloblastos, la  CD13, CD33, CD11y En este subtipo es caracteristica la translocacion
mayor parte de los promielocitos presentan gran hipergranulacion. Los fajos de CD15, HLA-DR(-) y t(15;17) con la gran mayoria de estas translocaciones
bastones de Auer son frecuentes. CD14(-) formando PML::RARA
Microgranular, donde existe una granulacion fina en el citoplasma, que no se
aprecia con microscopio éptico. Existen anomalias morfoldgicas nucleares.

M4 Leucemia Presencia de blastos con caracteristicas de granulocito y monocito. La BM tiene CD13, CD15, CD33, La M4 se asocia con translocaciones de KMT2A,

mielomonocitica presencia de >30% de blastos, usualmente con afectacion extramedular y CD4, CD11c, CD14, particularmente t(9;11), también se asocian a anomalias
aguda monocitosis. Los blastos son pleomérficos, pudiendo estar presentes los CD64 y HLA-DR del cromosoma 3y t(6;19)

bastones de Auer. Existe un subtipo de esta leucemia con eosinofilia moderada En la M4Eo solemos encontrar inv(16) o t(16;16)

en la BM (M4Eo).

M5 Leucemia Presencia de células M5 indiferenciado (M5a): >80% de las células son CD13, CD15, CD33, En la M5 suelen existir translocaciones de KMT2A:

monocitica aguda monociticas en BM monoblastos, los pacientes son generalmente mas CD4, CD11c, CD14, Enla M5a t(9;11) o t(11;17)
que representa >80% jovenes, mal prondstico. CD64 y HLA-DR En la M5b t(10;11)
de las células no y M5 diferenciado (M5b). la M5b <80% de las células
eritroides. Dos son monoblastos, reconocibles como monocitos o
subtipos. promonocitos. En la M5b encontramos monocitosis
periférica.

M6 Leucemia Es una forma poco comun de AML. Existe mas de un 50% de infiltracion de CD7,CD13, CD56, Puede existir monosomia del 5 o del 7 o trisomia del 8.

eritrocitica aguda eritroblastos en la BM. CD33, CD34 y CD65

M7 Leucemia Infiltracién de la BM por megacarioblastos pleomérficos, que a veces se Antigenos En los nifios sin sindrome de Down suele existir t(1;22).

megacarioblastica
aguda

presentan con gemacion del citoplasma. Suele asociarse a fibrosis de la BM.

megacariociticos,
glicoproteina Ib,
glicoproteina llb/llla o
factor VIII

Los pacientes con sindrome de Down tienen mayor
incidencia y mejor pronéstico.

Tabla 2. Revision de la FAB implementa inmunofenotipo y citogenética para la clasificacion (cariotipo y FISH) [23]



En 1977 Rowley describe con esta técnica la translocacién t(15;17)(q22;921) que era
caracteristica de la APL [24], ademas, con el andlisis in vitro de cultivos celulares
portadores de esta translocacidn se demostro la posibilidad de inducir la diferenciacion
celular al afadir acido retinoico, contradiciendo el dogma establecido sobre la
irreversibilidad de las células leucémicas.

Actualmente, el estudio de los cromosomas se realiza en prometafase, donde tienen un
mayor tamano y se distinguen un mayor nimero de bandas [25-27].

Gracias a la citogenética podemos clasificar el prondstico de los pacientes en tres
grupos: favorable, desfavorable e intermedio. Dentro de este ultimo de incluyen
aquellos pacientes con cariotipos normales, que representa hasta un 50% de los casos
de AML. Cabe destacar, que estos pacientes con cariotipo normal presentan evoluciones
clinicas y desenlaces muy variables respecto a los pacientes clasificados en los grupos
de riesgo favorable o desfavorable. Este hecho, sugeria la presencia de anomalias
genéticas subyacentes con relevancia clinica que estas técnicas no son capaces de
valorar. Sin embargo, todavia estd clasificacion carecia de la capacidad de discriminar
subtipos de pacientes que se beneficiarian de tratamientos especificos, habiendo gran
heterogeneidad de respuesta dentro de un mismo grupo [28].

En el afio 2001 se publica la clasificacidon de las neoplasias hematopoyéticas y linfoides
de la Organizacidon Mundial de la Salud (WHO) (Tabla 3 y Anexo ). Entre muchos cambios
con poca importancia como la reducciéon del nimero de blastos necesarios para el
diagndstico, esta clasificacion da lugar a un punto de inflexién en la historia de la AML,
ya que cambia de unos criterios fundamentados en el fenotipo celular para la
caracterizacidn de los subtipos de leucemia a unos basados en las alteraciones genéticas
de las células tumorales, pero manteniendo la relevancia de los aspectos fenotipicos,
por lo que la integracion de todas las técnicas era una necesidad. Gracias a esto, se
consiguié una mejor estratificacién de los pacientes, formandose grupos con mayor
homogeneidad en el prondstico, respuesta al tratamiento y evolucién clinica [17].

Ademas, la introduccidn de técnicas que permiten el estudio gendmico como los arrays
o la secuenciacién de nueva generacion (Next-Generation Sequencing, NGS) permitio el
estudio en profundidad de estas neoplasias, encontrandose nuevas mutaciones
genéticas mas o menos comunmente presentes en la AML que tenian importancia
pronostica y que podian tener gran importancia en su fisiopatologia, llegando a ser una
caracteristica que nos permitia diferenciar subtipos independientes. Esto era de gran
interés desde el punto de vista de la investigacion, porque si estas mutaciones genéticas
son la etiologia de la enfermedad, el desarrollo de farmacos dirigidos contra ellas podria
significar cambios sustanciales en el prondstico de los pacientes, como ocurrid en
previamente con la APL.

A pesar de conocer un mayor nimero de mutaciones que aparecen en el AML, no es
posible actualmente clasificar todos los subtipos de AML, existiendo un numero elevado,
pero progresivamente decreciente, de leucemias que no pueden clasificarse segun
anomalias genéticas que explique su fisiopatologia o que teniéndolos no se definen por
un unico evento, reconociéndose en la clasificacion de la WHO, ademas de aquellos tipos



Tabla 3. Comparacion de las clasificaciones de la WHO (2001, 2008 y 2016) [29-31]

Clasificacion AML de la WHO (2001)

AML con alteraciones genéticas
recurrentes
AML con t(8;21)(g22;922), (AML1::ETO)

AML con eosindéfilos andmalos en BM e
inv(16)(p13;922) o t(16;16)p13;q22),
(CBFB::MYH11)

APL con t(15;17)(q22;q12),(PML::RARA) y
sus variantes

AML con anomalias del 11923 (KMT2A,
antes MLL)

AML con displasia multilineal

Después de un MDS o MDS/enfermedad
mieloproliferativa (MPD)

Sin antecedentes de MDS o MDS/MPD,
pero con displasia en al menos un 50% de
las células o en 2 0 mas linajes mieloides
AML y MDS relacionados con la terapia

Tipo relacionado con agentes alquilantes o
radiacion

Tipo relacionado con inhibidores de la
topoisomerasa Il (algunos pueden ser
linfoides)

Otros

AML no especificada de otra manera
AML minimamente diferenciada

AML sin maduracion

AML con maduracién

Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda

Leucemia eritroide aguda
(eritroide/mieloide o eritroleucemia pura)
Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda
Sarcoma mieloide

AML y neoplasias relacionadas (2008)

AML con alteraciones genéticas
recurrentes

AML con t(8;21)(g22;922);
RUNX1::RUNX1T1

AML con inv(16)(p13.1922) o
t(16;16)(p13.1;g22); CBFB::MYH11

AML con t(15;17)(g22;912);
PML::RARA

AML con t(9;11)(p22;q923);
MLLT3::KMT2A

AML con t(6;9)(p23;q34);
DEK::NUP214

AML con inv(3)(g21926.2) o
t(3;3)(921;926.2); RPN1::EVI1
AML (megacarioblastica) con
t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1

Entidad provisional: AML con NPM1
mutado

Entidad provisional: AML con CEBPA
mutado

AML con cambios relacionados con
mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas
con terapia
AML no especificada de otra manera

AML con maduraciéon minima

AML sin maduracion

AML con maduracién

Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monocitica/monoblastica
aguda

Leucemia eritroide aguda

-Leucemia eritroide pura

-Eritroleucemia, eritroide/mieloide
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides
relacionadas con el sindrome de
Down

Mielopoiesis anormal transitoria

Leucemia mieloide asociada al
sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas
blasticas plasmocitoides

AML y neoplasias de precursores
relacionadas (2016)

AML con alteraciones genéticas
recurrentes

AML con t(8;21)(g22;922.1);
RUNX1::RUNX1T1

AML con inv(16)(p13.1922) o
t(16;16)(p13.1;q22); CBFB::MYH11

AML con PML::RARA

AML con t(9;11)(p21.3;923.3);
MLLT3::KMT2A

AML con t(6;9)(p23;q34.1);
DEK::NUP214

AML con inv(3)(g21.3926.2) o
t(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (megacarioblastica) con
t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15::MKL1

Entidad provisional: AML con
BCR::ABL1
AML con NPM1 mutado

AML con mutaciones bialélicas de
CEBPA

Entidad provisional: AML con

RUNX1 mutado

AML con cambios relacionados con
mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas
con terapia

AML no especificada de otra manera
AML con maduraciéon minima

AML sin maduracion

AML con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

-Leucemia monocitica/monoblastica
aguda

-Leucemia megacariobldstica aguda
Leucemia baséfila aguda
Panmielosis aguda con fibrosis
Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides
relacionadas con el sindrome de
Down

Mielopoiesis anormal transitoria

Leucemia mieloide asociada al
sindrome de Down



definidos por anomalias especificas tales como las AML con anomalias citogenéticas
recurrentes, tres grupos distintos definidos circunstancias clinicas o morfolégicas: AML
relacionada con tratamiento médico, AML con displasia de multiples linajes y AML no
clasificable [17].

Hasta ahora, se han publicado dos revisiones (Anexo Il y Ill) de la clasificacién de la WHO
gue conforme se va profundizando en el conocimiento fisiopatoldgico de la leucemia, se
han incluido nuevos subtipos independientes ademas de modificaciones de gran
importancia, como es el reconocimiento de la AML con anomalias germinales en 2016.
Gracias a las técnicas gendmicas, se sabe que no todas las mutaciones que aparecen en
la AML son de novo, sino que forman parte de la linea germinal y, por lo tanto, han sido
heredadas. Esto supone cambios importantes en el manejo de estos pacientes y de sus
familiares [17,31].

La gendmica ha contribuido enormemente a ampliar el conocimiento de la enfermedad,
identificando nuevos subgrupos con una fisiopatologia y una respuesta al tratamiento
caracteristica, ademas de aportar informacion sobre posibles dianas para el disefio de
moléculas dirigidas. A pesar de disponer cada vez de técnicas mas sofisticadas como la
NGS, todavia ninguna de ellas ha sustituido a las técnicas morfoldgicas y fenotipicas,
esenciales para una orientacion previa, ya que las mismas anomalias genéticas pueden
tener un impacto pronostico diferente en los distintos subtipos fenotipicos, aludiendo a
una implicacién fisiopatoldgica diferente, dependiendo del momento de diferenciacidn
y del microambiente de la célula tumoral. Por otro lado, estas técnicas de mayor
complejidad tampoco sustituyen a las técnicas citogenéticas previas, que contintan
teniendo un papel importante en el diagndstico de la AML. Cada técnica diagnostica
tiene unas ventajas e inconvenientes y nos aporta un punto de vista distinto de la
enfermedad, esto es algo que no se debemos ignorar ya que un diagndstico preciso es
un prerrequisito para la aplicacidon del correcto tratamiento de nuestros pacientes
[31,32].

El andlisis microscopico de las células tumorales es una de las técnicas mds bdsicas
empleadas en el diagndstico de la AML, siendo parte de la rutina diagndstica de los
pacientes con sospecha de AML. Se recomienda el andlisis de 500 células nucleadas en
las muestras de BM [8].

Se realiza con un microscopio éptico y con la aplicacion sobre el tejido de tinciones que
tienen afinidades distintas por los diferentes componentes celulares, las mas utilizadas
son la May-Grinwald-Giemsa y la Wright-Giemsa. Ademads, se utilizan técnicas
citoquimicas para la mejor caracterizacion de los tejidos, como pueden ser tincion de
mieloperoxidasa, tincion de PAS, tincion de hierro, Suddn negro B,
naftol-ASD-cloroacetato esterasa o el a-naftil acetato y butirato esterasa. Estas nos
permiten detectar la existencia de ciertos componentes celulares (enzimas, fosfolipidos,
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glucdgeno, etc.), que se encuentran presentes en mayor o menor medida en distintos
subtipos celulares, lo que permite una mejor caracterizacion de los tejidos o muestras
[1,8].

El estudio morfoldgico presenta algunas ventajas como la (1) rapidez de obtencion de
resultados, (2) capacidad de identificar ciertos subtipos usando combinaciones de
técnicas citoquimicas y (3) ser una técnica sencilla (necesitando basicamente,
microscopio éptico y tinciones especificas). Sin embargo, presenta ciertos
inconvenientes, (1) es una técnica subjetiva operador-dependiente, (2) no es precisa a
la hora de establecer el grado de diferenciacién y (3) no permite clasificar la AML en
subtipos homogéneos en prondstico ni evolucién clinica [8]. Por todo ello, no permite
definir la estrategia terapéutica, aunque si permite orientar los estudios secuenciales
posteriores.

Es técnica que permite, a través de la deteccién de los diferentes antigenos expresados
en las membranas y citoplasmas celulares, identificar las distintas poblaciones y
subpoblaciones celulares que se encuentran en la muestra, gracias a que los patrones
de expresidon antigénica varian tanto con el linaje celular, como con el grado de
diferenciacion de las células, clasificandose en clisteres de diferenciaciéon [33].

Los componentes basicos de esta técnica son: una fuente de iluminacién, un banco
Optico, un sistema de liquido, un sistema electrénico y un ordenador. Basicamente, las
células discurren tefiidas en una sola fila por el sistema liquido, y atraviesan una o mas
fuentes de luz que emiten ciertas sefales luminosas que son detectadas por el sistema
Optico y se convierte en senales electrénicas para su analisis. Toda la informacién
generada por este sistema se traduce en histogramas que representan la intensidad de
luz recogida respecto al nimero de células analizadas [34].

Imagen 1. Esquema del funcionamiento de la citometria de flujo.

© Histograma con los distintos
patrones de expresion
Andlisis
Laser Detector
g i
2

Esta técnica que presenta diversas ventajas, (1) rapidez de obtencién de resultados, (2)
gran sensibilidad, (3) permite la cuantificacion de la expresiéon de antigenos
citoplasmaticos y de membrana célula a célula, permitiendo la diferenciacion de las
poblaciones celulares que comparten un mismos marcadores, favoreciendo la
clasificacién de las poblaciones celulares segun los patrones de expresion. La existencia
de citémetros que permiten el andlisis simultdneo de varios marcadores permite la
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mejor caracterizacién de las poblaciones, (4) permite la deteccidon de inmunofenotipos
aberrantes, muchas veces caracteristicos de subtipos concretos, proporcionando la
posibilidad de monitorizar la enfermedad minima residual (MRD) y con frecuencia
constituyendo marcadores prondsticos y (5) permite el diagndstico de ciertos subtipos
de AML [35].

Sin embargo, esta técnica (1) no siempre es capaz de estimar de forma fidedigna el
porcentaje de blastos, por no poder diferenciar correctamente la poblacién patolégica
de la normal en aquellos casos en los que los marcadores no difieren significativamente,
(2) la interpretacién de los resultados es subjetiva, y puede variar entre los distintos
centros por las caracteristicas del citémetro disponible, ya que existen citdmetros con
mayor o menor numero de fluorocromos para la deteccion con un minimo de ocho,
aunqgue existen citdbmetros que permiten el andlisis simultaneo de mas de 20
fluorocromos y (3) aunque ciertos patrones o inmunofenotipos aberrantes puedan
sugerir una alteracion citogenética, sigue siendo esencial la confirmacion citogenética o
molecular [35,36].

CITOGENETICA
Cariotipo

El cariotipo es una técnica que permite la observaciéon bajo un microscopio de campo
claro de los cromosomas en ciertas etapas de la mitosis, de forma que podemos conocer
si existen alteraciones en el niUmero y anomalias estructurales cromosémicas [37].

Imagen 2. Esquema de obtencion del cariotipo. Foto de cariotipo obtenida de [38].
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Para llevar a cabo el cariotipo, se necesita una muestra de tejido tumoral fresco con
células vivas que puedan ser incluidas en un cultivo, en los que se utilizan medios de
crecimiento especificos que favorezcan la divisién del tipo celular que interesa visualizar.
Después se aplican fdrmacos como colcemid capaces de detener la divisién celular en
ciertas fases especificas, como la metafase o prometafase. Tras esto, se administran
soluciones hipoténicas que rompen las membranas celulares y se fijan los cromosomas
con acido acético. Posteriormente se aplican sustancias desnaturalizantes de proteinas
como la tripsina, y tinciones especificas que permiten catalogar los cromosomas. Una
de las tinciones mas utilizadas es la tinciéon de bandas G, que diferencia patrones de
regiones de cromatina mds compensadas de aquellas que menos lo estdn, siendo el
patron resultante caracteristico de cada especie y permitiendo la deteccién de
anomalias mayores de 5 Mbp. Tras todo este procedimiento, los cromosomas son
analizados bajo microscopio de campo claro, recomendandose el andlisis de por lo
menos 20 metafases [35,39].

El cariotipo es una técnica basica del estudio de cualquier neoplasia hematoldgica
porque contribuye tanto en la orientacidn diagnostica como en la estratificacién
pronostica. Entre sus ventajas (Tabla 5) encontramos:

(1) Vision de genoma completo, permitiendo identificar nuevas anomalias
previamente no descritas, de hecho, muchas de las anomalias recurrentes que
hoy conocemos han sido descritas gracias a esta técnica [35].

(2) Técnica no dirigida, proporcionando una visidn global del genoma [35].

(3) Permite el diagndstico de algunos subtipos de AML como la APL. El cariotipo
permite diagnosticar con un alto grado de especificidad la APL al detectarse la
translocacion t(15;17)(q22;q12), que sugiere que existe un reordenamiento de
PML::RARA. Sin embargo, el cariotipo convencional no es capaz de detectar hasta
un 2% de las APL que tienen alteraciones cripticas del gen RARA [35,40].

(4) Permite clasificar el prondstico de los pacientes con AML, asi como encontrar
anomalias adicionales que pueden implicar un peor prondstico, como el
cariotipo complejo y el cariotipo monosédmico por su impacto en el prondstico
de la enfermedad. Un cariotipo complejo se define como aquel que presenta al
menos tres aberraciones cromosdémicas, independientemente del tipo de
alteracion y cromosoma que afectan [35,41].

En general, el cariotipo complejo esta asociado a un prondstico nefasto, con
tasas de resistencia a multiples drogas de hasta el 57%. En los pacientes mayores
de 60 afios con cariotipo complejo (grupo que representa el mayor proporcion
de pacientes con cariotipo complejo) sélo un 10-44% alcanza la remision
completa. Esta proporcién es ligeramente mayor en los pacientes mas jévenes.
El cariotipo complejo también se asocia a AML relacionada a tratamiento y la los
MDS, ya que en este grupo el cariotipo complejo se detecta en un 92% de los
pacientes [41]. El cariotipo complejo esta presente en un 10-12% de los
pacientes con AML, y su incidencia aumenta con la edad. Aproximadamente, un
80% de todos los cariotipos complejos presentan delecion del 5q, y hasta un 50%,
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deleciones en 17p y 7q. A diferencia de lo que ocurre en el MDS, la delecién de
5q en la AML representa un grupo de alto riesgo, y sugiere que se trata de una
AML secundaria a un MDS, que con frecuencia ha adquirido anomalias
adicionales [41,42].

Por otro lado, el cariotipo monosdémico se define como la perdida completa de
por lo menos dos cromosomas enteros o una monosomia asociada a otra
anomalia. Como los cariotipos complejos, se asocian con prondsticos pobres,
sobre todo en las AML con monosomia de los cromosomas 7 o 5. A pesar de
pueden superponerse cariotipos complejos con los monosdmicos, la presencia
de estos ultimos parece que altera el pronéstico mas allad del establecido por el
cariotipo complejo y se asocian con frecuencia a alteraciones en TP53 [43].

(5) Permite diferenciar y clasificar subclones de una forma visual, caracteristica de
gran importancia ya que la AML generalmente se compone de distintas
subpoblaciones clonales que evolucionan a lo largo de la enfermedad [35].

(6) Contribuye a interpretar anomalias objetivadas con otras técnicas [35].

(7) Permite detectar aneuploidias, deleciones, duplicaciones e inversiones de
>5 Mbp [35].

Sin embargo, presenta inconvenientes (Tabla 5) como:

(1) Baja resolucién que no permite detectar anomalias cripticas en los cromosomas
(aquellas menores a 5 Mbp) [35].

(2) Baja sensibilidad, debido a que se estudian sélo 20 células lo que hace que
generalmente no sea una técnica util en el seguimiento de la MRD [35].

(3) Es una técnica muy operador-dependiente, por lo que se necesita de personal
especializado [35].

(4) Necesita de tejido fresco en division [35].
(5) Resolucion 400-560 bandas [35].

(6) Viabilidad dependiente de calidad de la muestra [35].

La hibridacion fluorescente in-situ (Fluorescent in-situ Hybridation — FISH), es una
técnica que mediante un marcaje fluorescente de una sonda complementaria puede
detectar diferentes tipos de anomalias mediante un microscopio de fluorescencia.

e El nimero de copias de dicha regién que existen en una célula usando sondas
especificas de locus. mediante un microscopio de fluorescencia.

e Diferenciar si las regiones se encuentran en un locus especifico o si se han
reorganizado [37]. Las sondas break apart son un tipo de sonda que se unen a
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las regiones proximas a las zonas de ruptura de la traslocacion, sin necesidad de
conocer el gen partner del reordenamiento. Esto es especialmente interesante
en aquellos genes que se asocian a multiples partner como el gen KMT2A, o en
aquellos casos en los que existen multiples puntos de ruptura [41,44].

e Reorganizaciones entre dos locus concretos entre si: sondas dual color dual
fusion. Es la sonda mads sensible en muestras en suspension dado que el patrén
andémalo es dificilmente generado artefactualmente.

Imagen 3. Esquema del funcionamiento de la FISH. Imagen adaptada de [35].
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En todos los casos dependiendo del tipo de sonda y patrdn, el significado de los colores
puede cambiar [37]. En ocasiones pueden detectarse patrones aberrantes que sugieran
anomalias diferentes a las buscadas. Por ejemplo, varias sefales de una sonda en cluster
pueden indicar amplificacién del locus.

En la AML, la FISH se puede aplicar sobre células obtenidas de todo tipo de tejidos,
incluyendo BM, sangre periférica, cualquier liquido bioldgico, biopsias en casos de
cloromas, improntas de cilindro dseo, de gran utilidad en médulas empaquetadas,
células de tejidos parafinados o congelados, pudiendo hacerse en interfase o metafase
[35].

La FISH es capaz de identificar anomalias genéticas en un 55-65% de los casos de AML si
se aplica un panel de sondas adecuado. Sin embargo, dependiendo del tipo de muestra
que utilicemos obtendremos distinta sensibilidad y especificidad a la hora de detectar
alteraciones. Podemos utilizar tanto muestras con células “integras” (células en
suspensién o extensiones celulares) o muestras de cortes tisulares. Estas ultimas
plantean ciertos problemas ya que puede existir superposicidon celular que provoque
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falsos positivos o que el corte produzca falsos negativos al dejar las secuencias de interés
fuera de la muestra [44].

Imagen 4. Distintos tipos de sondas de la FISH. Imagen adaptada de [35] .

Tipos de sonda FISH utilizadas en hematologia

Sonda especifica Sonda centromérica Sonda de pintado
de locus cromosémico

La primera aplicacidon de esta técnica en la AML fue la deteccion de translocaciones
cromosdémicas responsables de la formacidn del gen de fusién BCR::ABL1, utilizando la
técnica de dos colores en células en interfase y metafase. En este caso, se determina
gue existe reordenamiento cuando las dos sondas (roja y verde) se juntan y dan color
amarillo [41].

Entre las ventajas de esta técnica (Tabla 5) podemos encontrar:

(1) Posibilidad de aplicar tanto sobre metafases como sobre nucleos en interfase. Su
aplicaciéon en células en interfase permite: hacer un cribado de un gran niumero
de células (respecto al cariotipo); la detecciéon de anomalias relacionadas con
subtipos especificos en un tiempo corto (aproximadamente 4 horas) y la
combinacién con el inmunofenotipado para determinar concretamente que
linea celular tiene una alteracion cromosémica especifica. La aplicacién en
metafase ayuda a la interpretacidon de anomalias objetivadas en el cariotipo de
origen no esclarecido [35,41].

(2) Posibilidad de aplicar muestras de todo tipo, sin necesidad de disponer de un
numero elevado de células, lo que permite realizar la FISH en muestras de escasa
celularidad como el liquido cefalorraquideo [35].

(3) Permite la realizacién de estudios retrospectivos sobre tejido fijado, congelado,
parafinado y reutilizar muestras ya analizadas [41].

(4) Permite el andlisis relativamente rapido de un mayor nimero de células respecto
al cariotipo, pasando del estudio de 20 cariotipos al analisis de por lo menos
200-500 nucleos [35].
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(5) Mayor sensibilidad que citogenética (hasta 103), aunque no se trata de una
técnica util para la monitorizacion de la MRD [35,41], salvo que no exista ningun
otro marcador medible por técnicas mas sensibles.

(6) Una de sus ventajas mas importantes es la utilidad de la FISH en el estudio de
genes que presentan translocaciones con multiples partners, como es el caso de
KMT2A. Actualmente sabemos que KMT2A puede recombinarse con mas de 100
genes partner, en este tipo de casos, la FISH nos permite comprobar si existen o
no reordenamientos del gen de una forma rapida, sencilla y con alta sensibilidad
(hasta 90%). Sin embargo, para conocer cual es el partner con el que se ha
reordenado necesitaremos aplicar otras técnicas como pueden ser, sondas
complementarias dual color dual fusion, la PCR o la NGS [45].

(7) Mayor resolucion: 100 Kbp-1 Mbp [35].
(8) Permite detectar aneuploidias, deleciones, duplicaciones y traslocaciones [35].
(9) Menor tiempo de respuesta respecto a cariotipo [35].
Sin embargo, esta técnica presenta algunos inconvenientes (Tabla 5):
(1) Coste moderado. Necesita sondas especificas por cada aberracion a estudio [35].

(2) Analisis dirigido que solo aporta la informacion limitada a la region cromosémica
de la sonda utilizada, no permitiendo el estudio global del genoma [35].

(3) Baja sensibilidad. La FISH carece de la especificidad necesaria para la deteccion
de la enfermedad minima residual, ya que las células pueden disponerse de tal
forma que sus sefiales normales con diferentes colores aparezcan como falsos
positivos, con una frecuencia del 1 al 10%, dependiente del patrén anédmalo, mas
sensible, asi con sondas tricolor la sensibilidad aumenta y siempre es preferible
muestra en suspensiodn, para evitar superposicion celular, con lo cual en la AML
es bastante facilmente obtenible [35].

Los microarrays o chips genéticos son una técnica que consiste en un soporte sélido en
el que se depositan y fijan secuencias de oligonucledtidos conocidas como sondas.
Gracias al principio de complementariedad son capaces de unirse a fragmentos de
material genético (bien sea DNA, RNA o microRNA) de forma que podemos detectarlos.
También existen microarrays de proteinas y tisulares. La muestra a estudio
generalmente se marca con un componente fluorescente y se hibrida con el chip, si
existen en la muestra secuencias complementarias a las sondas del chip, se hibridarany
se obtendrd la sefial fluorescente. El analisis de la fluorescencia se realiza mediante
programas informaticos que procesan los datos. Existen hibridaciones de cardcter
competitivo cuando se utilizan dos muestras en un mismo chip y no competitivo cuando
se usa una sola muestra en cada chip [35,46].
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Existen tres tipos de arrays, microarrays gendmicos, microarrays de expresion vy
microarrays de micro RNA. Dentro de los microarrays gendmicos encontramos los arrays
de CGH (Comparative Genomic Hybridization, CGH) y los arrays de SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism, SNPs [35].

Entre sus ventajas encontramos:
(1) Alta resolucién (CGH: 180-200 Kb/SNPs: 5 Kb) [35].
(2) No requieren de células en division [35].

(3) Técnicas de gran utilidad a la hora de evaluar la ganancia o pérdida de material
genético (resolucién de 50 kb) [35].

(4) Permiten obtener perfiles de expresidn génica. Estos aportan informacién sobre
la biologia de la enfermedad, ya que nos permiten conocer si un gen o varios
estan silenciados o sobreactivados. Esto potencialmente puede dar lugar a
nuevas clasificaciones, informacién prondstica y con posibles nuevas dianas
terapéuticas. Sin embargo, recientemente se han podido obtener perfiles de
expresion génica a través de NGS, con la utilizacion masiva de secuencias de
cDNA obtenidas a partir de muestras de RNA [47].

(5) Los SNPs arrays permiten ademas proporcionar informacion de la pérdida de
heterocigosidad y de las disomias uniparentales [35].

(6) Coste intermedio [35].
(7) Visidn global del genoma con gran resolucion [35].
(8) No necesita metafases [35].
Sin embargo, presentan ciertos inconvenientes como:
(1) No son capaces de identificar reordenamientos ni inversiones [35].
(2) Necesidad de gran cantidad de tejido para el estudio [35].
(3) Baja sensibilidad (2-30%) [35].
(4) Metodologia compleja [35].

(5) En los perfiles de expresién no existen patrones definidos consensuados para la
clasificacién [35].

(6) No disponible en la mayoria de los centros [35].

La reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) es una técnica
desarrollada a finales del siglo XX que permite la réplica y sintesis de material genético
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delimitado de forma exponencial y practicamente ilimitada. Se considera un gran hito
de la biotecnologia que marcé el principio del diagndstico molecular. Actualmente, a
partir de la PCR basica se han desarrollado subtipos mas complejos que permiten el
estudio de expresidon de una determinada variante a partir de la conversién de RNA a
cDNA (reverse transcriptase PCR, RT-PCR), la amplificacion de varias secuencias en un
mismo analisis (PCR multiplex), la amplificacién y cuantificacién simultdnea
(quantitative PCR, qPCR), entre otras, algunas de las cuales se desarrollan mas adelante
[48].

Los componentes basicos de esta técnica son: una hebra molde, unos oligonucledtidos
o primers especificos de la secuencia que queramos amplificar, una polimerasa
termoestable, nucledsidos trifosfato (dNTPs), cloruro de magnesio y una solucién
tampodn o “buffer”. Ademads, es necesario un aparato conocido como termociclador, que
realiza de forma ciclica cambios en la temperatura de la reaccién. Una vez que afiadimos
todos estos componentes al termociclador, se realiza la técnica, que consta
generalmente de las siguientes etapas [35,48]

1. Desnaturalizacién: separacion de la doble hebra de DNA mediante
calentamiento (94-96 2C) [35].

2. Hibridacion, alineamiento de los oligonucleétidos: se baja la temperatura hasta
45-68 2C, momento en el que se unen los oligonucledtidos a su secuencia
complementaria [35].

3. Extension: sintesis de DNA gracias a un nuevo aumento de temperatura hasta
68-72 °C [35].

La repeticién de este proceso durante varios ciclos da lugar a una produccion
exponencial de nuestra secuencia de interés. Seglin como sea la deteccidn y la técnica
podemos distinguir dos tipos de PCR, PCR a tiempo final (o semicuantitativa) y PCR en
tiempo real (cuantitativa) [35].

La PCR a tiempo final nos permite identificar diferencias en la cantidad de DNA molde
de dos muestras distintas de forma cualitativa. Para llevar a cabo un andlisis correcto es
importante sefalar que podemos dividir la reaccién de PCR en tres fases: una fase lineal,
una fase exponencial y la fase meseta. La importancia radica en que solo existen
diferencias detectables entre las muestras en la fase exponencial [48].

La PCR semicuantitativa por si misma no aporta informacién y necesita la aplicaciéon de
otras técnicas para la obtencién de resultados, generalmente electroforesis (en gel de
agarosa/poliacrilamida o electroforesis capilar) [48].

Entre sus ventajas encontramos (Tabla 5):

(1) Elevada sensibilidad (hasta 107) y reproducibilidad, que permite la deteccién de
pequefios reordenamientos cripticos que pasan desapercibidos por las técnicas
citogenéticas y la monitorizacién de la MRD [35].
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(2) Permite visualizar los tamafios de los fragmentos amplificados y confirmar la
existencia de las alteraciones citogenéticas detectadas con FISH [35].

(3) Bajo coste [35].

(4) Deteccion de genes de fusién asociados a la AML como son RUNX1::RUNX1T1,
CBFB::MYH11, MLLT3::MLL o DEK::NUP214 con RT-PCR. Esto nos permite
concretar el transcrito concreto, por ejemplo, conocer cudl es el gen partner de
una traslocacion de KMT2A tiene implicaciones importantes en el pronéstico [8].

(5) Rapida obtencion de resultados, factor que puede ser decisivo a la hora de
decidir realizar esta técnica o la NGS, ya que para que la NGS sea costo-eficiente
se necesitan acumular muestras y en general requiere de un procesamiento
previo que implica mayor tiempo de respuesta. Ademads, esto es de gran utilidad
a la hora de monitorizar rapidamente la respuesta al tratamiento de ciertos
subtipos de leucemia como la APL [35,49].

Entre sus desventajas (Tabla 5) encontramos:
(1) Mide la acumulacién de DNA al final de la reaccion [35].

(2) Riesgo de contaminacidn [35], pudiendo dar falsos positivos. Esto se minimiza
con separacién de areas de extraccién, carga y amplificacion.

(3) Se necesita de electroforesis para detectar los productos [35].

(4) No apta para el seguimiento de la MRD ya que no nos permite cuantificar los
transcritos y por lo tanto no podemos cuantificar la MRD [35].

La PCR cuantitativa o en tiempo real (quantitative PCR, qPCR) es una técnica que permite
identificar el incremento de sefial por ciclo de PCR en tiempo real. Se basa en la
deteccidn de la sefial fluorescente producida por la muestra durante esta etapa, ya que
la cantidad de fluorescencia producida durante la amplificacién es proporcional a la
cantidad de producto generado por ciclo. Esta se diferencia de la PCR semicuantitativa
en que mientras que esta nos indica la cantidad de material producido tras la
amplificacién completa de la muestras (a tiempo final), la qPCR es capaz de informar
sobre la cantidad de material producido cada amplificacién, lo que nos permite conocer
la evolucion de la cantidad de DNA replicado tras cada ciclo de la PCR [50].

Como se ha comentado, a la PCR se le puede aplicar un paso extra en el que se convierte
el RNA en cDNA mediante la enzima retrotranscriptasa. En el caso de la qPCR, esto se
conoce como RT-qPCR (quantitative reverse transcription PCR), subtipo que permite el
analisis cuantitativo del mRNA expresado por las células de la AML. Esta es la técnica
molecular mas comunmente usada para la deteccién de la MRD en la AML [51,52].

Entre sus ventajas (Tabla 5) encontramos:
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(1) Alta sensibilidad de hasta 10°. Actualmente, la RT-qPCR es la técnica de eleccion
para el seguimiento de la MRD. Esta monitorizacidn se basa en la bisqueda de
determinadas traslocaciones (p.ej. BCR::ABL1), genes mutados (p.ej. NPM1),
genes expresados aberrantemente (p.ej. WT1) o cualquier otra alteracion
candidata no presente en las células normales del paciente [53].

(2) Cuantificar la cantidad de DNA o RNA presente en la muestra original, que
permite valorar si existen cambios en la cantidad de DNA o en la expresion de
este (aumentos y disminuciones) [35].

(3) Bajo coste, aunque mayor que el de la PCR a tiempo final por la necesidad de
sondas fluorescentes [35].

(4) Menor riesgo de contaminacion al no ser necesario la manipulacion post-PCR
[35].

Sus desventajas (Tabla 5) son:
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(1) Necesidad de muestras de calidad y correctamente cuantificadas, ya que para
realizar el analisis se emplean como control muestras con concentracion
conocida [50].

(2) Mayor coste de las sondas fluorescentes [35] y calibradores (generalmente se
usan 5 calibradores del gen diana y 4 del gen control).

(3) La cuantificacion es dependiente de la eficiencia de la PCR. En circunstancias
ideales se supone que cada ciclo de PCR dobla la cantidad de DNA o RNA, sin
embargo, en la practica habitual existen muchas circunstancias que alteran la
eficiencia de la PCR, de forma que esa regla no siempre se cumple. La eficiencia
de la PCR se puede alterar por diversas razones como: la composicidn de la
regidn diana, los primers o sondas que se usan, las concentraciones de los
reactivos o el tipo de polimerasa utilizada, entre otras. En contraste, la PCR digital
(digital PCR, dPCR) la reaccidn se rige por unas condiciones mas ideales gracias a
gue las hebras de DNA se encuentran de forma individual en pocillos distintos
[54,55].

(4) Requiere curvas de calibracién. Para evitar resultados alterados por defectos en
la reaccion secundarios a, por ejemplo, alteraciones en la eficiencia de la PCR, se
utilizan curvas de calibracion formadas por soluciones con cantidades material
genético conocidas, de forma que podemos hacer una comparacién entre las
curvas y establecer un umbral de replicacién conocido como Ct en el que no se
observa replicacién [54].

(5) La monitorizacién de la MRD se limita solo a un 40-60% de las leucemias con al
menos una alteracion genética diana conocida, entra as que se incluyen: NPM1,
RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, PML::RARA, KMT2A::MLLT3, DEK::NUP214,
BCR::ABL y WT1 [56].



En conclusion, a pesar de la introduccién de la secuenciacion masiva la PCR sigue
manteniendo utilidad en la practica clinica, puesto que se trata de una técnica rdpida,
de mediano-bajo coste y que permite la cuantificacién del DNA o RNA presente en la
muestra original, siendo en multiples ocasiones de eleccidén respecto a técnicas mas
complejas como la NGS. Ademas, es esencial en la monitorizacion de la enfermedad
minima residual (MRD), siendo actualmente la técnica de eleccion. La MRD se refiere a
los pacientes con remisién clinica completa que pueden tener hasta 10'° células
tumorales residuales que son indetectables mediante técnicas citomorfoldgicas
convencionales y pueden llevar a la recaida en ciertos casos [57].

PCR digital

La dPCR es una técnica especial de PCR que fue descrita por primera vez en 1999, pero
cuya introduccién al campo de la hematologia ha sido de reciente [58]. Sus principales
aplicaciones son la evaluacion de la expresién génica, la deteccidén de alelos raros y la
estimacion de variaciones del nimero de copia en lineas germinales o somaticas [52,59].

Esta técnica se basa en la dilucién de la muestra y en su distribucién en miles de distintas
reacciones, con el objetivo de que en cada una de estas exista una o ninguna de las
moléculas de DNA, junto con los primers y reactantes necesarios. Tras la amplificacién,
se mide la fluorescencia en cada gota, lo que permite determinar si es una sefal de un
alelo normal o mutado. Debido a que es practicamente imposible que solo exista una
molécula en cada pocillo, existiendo pocillos con dos, tres o mas moléculas, se utilizan
estadisticas de Poisson para ajustar los resultados. Gracias a esto, es posible encontrar
variaciones poco frecuentes entre la gran cantidad de alelos naturales [52,60].

Imagen 5. Esquema del funcionamiento de la dPCR.

Preparacion Separacion de la Amplificacion de la Deteccion y analisis
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Existen dos formas de dPCR dependiendo de cdémo se lleva a cabo la separacidn de la
muestra y los reactantes, la cdPCR (chip digital PCR, cdPCR) y la ddPCR (droplet digital

de muestra muestra en pocillos muestra de resultados
00060
PCR, ddPCR) [61].

La cdPCR consiste en la particidon de la muestra entre miles de pocillos de nanolitros. En
estos se lleva a cabo la amplificacion y tras esta se detecta la fluorescencia generada,
gue es proporcional al nimero de copias generado, con un sistema de imagen [61].

Por otro lado, en la ddPCR (droplet digital PCR, ddPCR) los compartimentos son miles de
gotas formadas a partir de una reaccion de agua en aceite y tecnologia de microfluidos.
En cada una de estas gotas se divide de forma aleatoria los acidos nucleicos junto con
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toda la maquinaria necesaria para su amplificacidn. Tras la amplificacién, la deteccién
de la muestra se da a través de la fluorescencia que emiten o no, cada gota al pasar por
un capilar [61].

Entre sus ventajas encontramos:

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

Mayor sensibilidad y especificidad que la qPCR. La dPCR genera datos mas
reproducibles y precisos que la gPCR, especialmente cuando existen
contaminantes en la muestra que pueden inhibir parcialmente la polimerasa, la
unién de los primers o cuando la concentracién de acidos nucleicos es baja
[55,58].

Cuantificacidn absoluta, no precisa de curva de calibracion y tampoco depende
tanto de la eficiencia de la PCR, siendo una técnica mas lineal, reproducible y
eficiente [55]. La dPCR tiene una mayor tolerancia a diferentes tipos de
inhibidores que pueden dafiar el DNA o hacerlo menos accesible [58].

Gran utilidad a la hora de detectar pequefias cantidades de material genético
debido a su alta sensibilidad, caracteristica de gran interés en la deteccién de la
MRD [59]. Actualmente la European Leukemia Net (ELN) considera que aquellas
técnicas moleculares que permitan superar el limite de detecciéon de la MRD,
entre las que se encuentra la dPCR, establecido como 103 pueden ser utilizadas
para su monitorizacion (recomendacion B1). Sin embargo, no existe todavia una
normalizacién y un consenso si los puntos de corte deben ser idénticos a los
establecidos para la qPCR [58].

Util en la cuantificacién de ciertas alteraciones especificas de las leucemias, asi
como en el andlisis de expresién génica, la deteccién de alelos raros y la
estimacidn de variaciones en el nimero de copias germinales o somaticas [58].

Permite detectar el quimerismo tras un allo-HSCT, siendo superior en
sensibilidad a la electroforesis capilar y sin la variacién en la eficiencia respecto
ala qPCR, las dos principales técnicas a la hora de determinar el quimerismo [58].

Mas rapida que la NGS y no siendo necesario un extenso analisis bioinformatico
de los resultados [59].

Sin embargo, presenta ciertos inconvenientes como:

(1)

(2)

23

Se trata de una técnica de mayor coste, aunque una vez amortizado el precio del
aparato potencialmente es mucho mas eficiente, al no precisar de curvas de
calibracion y ser mas sensible, permitiendo potencialmente disefiar mas
agilmente sondas para monitorizar anomalias especificas de nueva deteccion, y
detectando mas precozmente casos de riesgo de recaida, anticipandonos a esta
[62].

No existe estandarizacion en su uso en la MRD, aunque se estadn llevando
estudios acabo y la ELN si que permite su utilizacién [56].



(3) Alto riesgo de contaminacion de la muestra [61].

Por sus implicaciones histéricas y como uno de los antecedentes mds importantes de las
técnicas de secuenciacién actuales, vamos a tratar acerca de la secuenciacion por el
método de Sanger. Este fue desarrollado en 1977 por Sanger tratdandose de una de las
formas de secuenciacién del DNA cldsicas y que todavia hoy esta en uso [63].

Esta técnica consiste basicamente en la realizacién de una PCR utilizando la muestra a
estudio, afiadiendo una pequefia cantidad de dideoxioligonucleétidos (ddNTPs), uno por
cada tipo de nucleétido que compone el DNA (ATP, CTP, GTP y TTP. Los ddNTPs se
marcan cuatro colores fluorescentes distintos, lo que mas tarde permite la deteccidn.
Estos impiden la amplificacién del DNA cuando se incorporan a la cadena [64].

Si realizamos la amplificacidn un nimero suficiente de veces, estadisticamente vamos a
encontrar fragmentos de distintos tamafios y que terminan en un ddNTP distinto. Si esto
lo combinamos con electroforesis podemos ver el tamafio de cada fragmento de DNA
secuenciado y con fluorescencia el nucleétido en el que termina, lo que nos permite
ordenarlos y determinar la secuencia del DNA [63,64].

La secuenciacidn de Sanger se trata de una técnica de secuenciacidn precisa (tasa de
error del 0.001%), habiendo sido durante afios la técnica de referencia para la
secuenciacion del DNA. Ademas, es una técnica sencilla a la hora de interpretar los
resultados [63].

Sin embargo, la secuenciacién de Sanger conlleva un gran trabajo por base secuenciada
y es poco adecuada para la secuenciacion de grandes fragmentos de DNA (actualmente
hasta 1 Kb), no solo por cdmo funciona la técnica en si, sino también por su precio.
Ademas, presenta una baja sensibilidad (10-20%) [63,65].

La NGS es un término que abarca una serie de técnicas muy flexibles y que pueden
adaptarse para realizar multiples funciones, como: secuenciar el genoma completo,
exoma o cualquier subconjunto del DNA; dar informacion del nimero de copias del DNA;
secuenciar el transcriptoma completo o cualquier subconjunto de este; identificar
translocaciones y demostrar los niveles de expresidon génica, entre otras aplicaciones.
Sin embargo, se trata de una tecnologia de gran complejidad que requiere gran
capacidad de almacenamiento de datos y analisis bioinformatico de los datos generados
[37,66].

Dentro de las técnicas se secuenciacion, la NGS de segunda generacién se considera
dentro de las técnicas de segunda generacién, basadas en la monitorizacion in vivo de
la PCR sobre miles o millones de fragmentos de DNA de manera simultanea que
previamente han sido amplificados formando agrupaciones o clusteres [35].

Los pasos que sigue la NGS son basicamente: primero, la preparacién de una libreria de
datos; segundo, secuenciacién y tercero, el analisis informatico de los datos generados.
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En la primera etapa, se preparan los fragmentos de DNA o RNA para su secuenciacion,
fragmentandolos y afadiendo secuencias conocidas en sus extremos. En la segunda
etapa, se amplifican todos estos fragmentos en un proceso conocido como generacién
de clusteres, generando millones de copias de DNA o RNA. En esta misma etapa, se
secuencian los fragmentos utilizando nucledtidos modificados y marcados con
fluorescencia. En el ultimo paso, se produce el analisis de los datos, cuya informacion
varia dependiendo de que técnica se use o que informacién se busque [35,51].

Tabla 4. Comparativa entre Sanger y NGS [67].

SANGER NGS
RESOLUCION Media entre muchas copias de  Media entre muchas copias de
DNA DNA
PRECISION DE Alta Alta
LECTURA
RENDIMIENTO Bajo Alto
COSTE Alto coste por base Bajo coste por base si buen
Bajo coste por ensayo disefio del estudio
Alto coste por ensayo
TIEMPO DE Horas Dias o semanas
RESPUESTA
MUESTRA Moderadamente compleja, sin Compleja, se necesita de
necesidad de amplificacién amplificacién previa con PCR o
previa por PCR captura con sondas
ANALISIS DE LOS Relativamente sencillo Complejo (mucha informacién
DATOS generada)

Cabe destacar las ventajas que suponen estas técnicas respecto al método de Sanger
(Tabla 4):
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(1)

(2)

Gran abaratamiento del coste y del esfuerzo en grandes proyectos de
secuenciacion. La primera secuenciacién del genoma humano tardo en llevarse
a cabo mas de una década y costo 2 700 millones de délares, con el trabajo
conjunto de cientos de trabajadores repartidos en 20 centros alrededor del
mundo, mientras que hoy, usando la NGS se puede secuenciar el genoma
completo en unos dias, por menos de 1 000 ddlares y todo ello llevado a cabo
esencialmente por una sola persona [35,37].

Permite realizar estudios de secuenciacién no dirigidos a regiones concretas.
Esto permite la demostracién de mutaciones que, en principio, no esperamos
encontrar en la muestra. Esto ha permitido la descripcién de multiples
mutaciones, ayudando a la determinacidn de la fisiopatologia del desarrollo de
multiples canceres. Todo esto, ha contribuido a generar una clasificacion
molecular de los distintos canceres en la clinica general y por supuesto en la AML
[35,68]. Sin embargo, estas aproximaciones actualmente no se utilizan en
asistencia sino dentro de ensayos clinicos o estudios de investigacion, por su alto



(3)

coste, ademds de que se obtiene informacién de utilidad de significado incierto
que complica el anadlisis y el asesoramiento terapéutico, enlenteciendo los
tiempos de respuesta.

En el caso de la AML, la NGS ha servido para dilucidar la complejidad genética de
los subtipos que la conforman, detectando nuevas mutaciones, su funcién y
describiendo patrones de exclusidon y de coexistencia. A pesar de que se
describen multiples genes en la patogénesis de la AML, actualmente solo algunos
de estos son de utilidad clinica. Esta utilidad se define por su mejora la
determinacion del prondstico ya establecido de la enfermedad, reconociéndose
actualmente por varias guias que la mejor forma de estratificacion de la AML es
con la combinacion de las grandes alteraciones cromosdmicas y las mutaciones
a pequena escala (FLT3, ASXL1, TP53, DNMT3A, KMT2A...). Ademas, un mayor
conocimiento de estas alteraciones permite la propuesta de nuevas
clasificaciones en las que los genes no son considerados como entidades
independentes, sino que estdn organizados en grupos de acuerdo con las
funciones o rutas en las que estan involucrados. Esta nueva forma de enfrentarse
a la enfermedad es especialmente importante en los casos con cariotipo normal,
porque para este grupo, la estratificacién de riesgo basado en la citogenética no
es suficiente [68,69].

Algunas de estas fueron reconocidas en 2016 por la clasificaciéon de la WHO,
estableciendo como entidades separadas los subtipos con NPM1, CEBPA
bialélica y RUNX1, como ya se comentd previamente [69]. Sin embargo, el
numero de genes con aplicacién va en aumento.

Una de estas mutaciones que intervienen en la fisiopatologia de la enfermedad
es FLT3, teniendo gran importancia en el prondstico de la AML. FLT3 esta
presente en hasta un 40% de los pacientes con AML, de los cuales, la mayoria
presenta un cariotipo normal, es decir, formarian parte del grupo de prondstico
intermedio en las clasificaciones basadas en la citogenética. Sin embargo,
actualmente FLT3 es un gen confiere mal prondstico por lo que estos pacientes
estarian mal clasificados en del grupo de prondstico intermedio, asociandose a
una peor respuesta terapéutica, mayor riesgo de recidiva y menor supervivencia
global [70,71]. El conocimiento sobre su importancia en la AML llevd al desarrollo
de farmacos dirigidos contra la accién de la proteina para la que codifica, los
inhibidores de FLT3, siendo la midostaurina el primero en aprobarse por la Food
and Drugs Administration (FDA). Mas tarde, salieron al mercado nuevos
inhibidores de FLT3, categorizados como inhibidores de FLT3 tipo 2 (por ejemplo,
quizartinib, sorafenib, gilteritinib). Esto demuestra la importancia de la deteccidn
de mutaciones implicadas en la fisiopatologia de la AML, ya que potencialmente
pueden modificar el prondstico con el desarrollo de moléculas dirigidas [72].

Permite el analisis simultaneo de varias anomalias de forma conste-eficiente, lo
cual es util para:

a. La deteccion de subclones con implicacion prondstica (Ver apartado:
“evolucion clonal de la AML”).
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b. Permite sospechar presencia de anomalias germinales [14,73].

c. Permite categorizar pacientes que con técnicas cldsicas no presentan
anomalias. Asi muchos de los pacientes con cariotipo normal presentan
anomalias en FLT3 o DNMT3A asociados a mal prondstico [74].

(4) Gran versatilidad de las técnicas que permiten la secuenciacion completa del
genoma, la identificacidn de todas las mutaciones genéticas presentes en un
organismo frente a un genoma de referencia, la deteccidn de cambios en la
expresion, la identificacion de nuevos genes y transcriptos, la identificacién de
todos los sitios de unién al genoma de una proteina de interés y la realizacién de
analisis epigenéticos [35,75].

(5) Gran sensibilidad para la deteccién de mutaciones presentes en un numero
reducido de moléculas de DNA en muestras complejas. Es debido a esta alta
sensibilidad que la técnica es de gran utilidad en la deteccién de subpoblaciones
clonales dentro de la AML. Gracias a esto, existe gran interés en la aplicacion de
esta técnica en el futuro de la monitorizacién de la MRD [35,76].

Por lo tanto, llegamos a la conclusién de que la determinacién de un gran nimero de
genes es una necesidad en la AML. Esto puede ser muy laborioso, llevar grandes
cantidades de tiempo y resultar costoso utilizando técnicas moleculares convencionales.
Estos problemas podrian solucionarse gracias al uso de NGS, que permite con gran
sensibilidad llevar a cabo el estudio de numerosos genes y pacientes en un mismo
procedimiento, con sensibilidad y especificidad que varian en un rango entre el 85 y el
99% [69].

Sin embargo, presentan ciertas desventajas, algunas de las cuales son la causa inmediata
de alguna de sus ventajas (Tabla 5):

(1) Necesidad de infraestructura técnica e informatica de gran complejidad y coste,
tanto para la realizacién de secuenciacién como para el almacenamiento de la
gran cantidad de datos generados ([35,37].

(2) Alto nivel de especializacién de los profesionales a cargo del desarrollo de la
tecnologia y del andlisis de los datos generados [35].

(3) Tiempo de respuesta largo, que va desde dias a semanas, por la necesidad de
acumulacién de muestras para un analisis coste-efectivo, que contrasta con otras
técnicas que nos permiten conocer los transcritos como la PCR [77,78].

(4) Precio elevado [35], no pudiendo aplicarse de rutina siendo poco eficiente para
la secuenciacién de pocos genes diana.

(5) Generacién de gran cantidad de datos cuya relevancia clinica puede ser dudosa,
al encontrar multiples variantes de significado incierto [79].

(6) No disponible en la mayoria de los centros [35].
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(7) Actualmente no es posible introducir esta técnica en la clinica habitual para la
monitorizacion de la MRD. Aunque por su alta sensibilidad es una técnica ideal
para esta, los costes no son asumibles hoy en dia para la monitorizacién de la
MRD [80].

Secuenciacion de tercera generacion

Son técnicas mds modernas aun en desarrollo capaces de monitorizar in vivo la PCR
sobre miles o millones de fragmentos de DNA de manera simultanea que, a diferencia
de las técnicas de segunda generacidn, se sigue la reaccién sobre una Unica molécula de
DNA no modificado ni amplificado que en teoria permitiria detectar la presencia de
nucledtidos modificados. Son tecnologias que aun no se encuentran ampliamente
distribuidas y de reciente aparicién [35].

En teoria, estas técnicas permitirian el analisis con una uUnica hebra de los distintos
nucledtidos, sin introducir errores aleatorios como podria suceder con la PCR y con un
tiempo de respuesta mas corto. Sin embargo, todavia son técnicas que presentan altas
tasas de errores lo que no permite su introduccién en el diagndstico de neoplasias
hematoldgicas [35,81].

Optical Genome Mapping

El Mapeo Optico Genémico (Optical Genome Mapping, OGM) es una técnica que se
presenta como una posible técnica complementaria a las técnicas citogenéticas
utilizadas en la actualidad (cariotipo y FISH) [82].

Imagen 6. Esquema del funcionamiento de la OGM.
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CARIOTIPO FISH PCR A TIEMPO FINAL QPCR NGS
Tejido Fresco Todos Todos Todos Todos
Cantidad de | Mucha Poca Poca Poca Poca
muestras
Sensibilidad | 102 1073 10%/10° 10%/10° Tedricamente hasta 107
Laboriosidad | Alta Media Baja Baja Baja
Falsos + No No Si (elevada sensibilidad) Si (elevada sensibilidad) Si
Falsos - Si No Si (puntos de rotura Si (puntos de rotura No
variables) variables)
Precio + ++ + ++ +++
Ventajas Andlisis global del material ~ Andlisis en metafase e Permite visualizar los Permite cuantificar la Es una técnica muy flexible
genético interfase tamafios de los cantidad de DNA o RNA Habilita a hacer estudios de
Deteccién de alteraciones  Andlisis de un elevado fragmentos amplificados  presente en la muestra secuenciacién no dirigidos a
primarias y adicionales numero de células Elevada sensibilidad y original regiones concretas
Elevada especificidad reproducibilidad Bajo riesgo de Gran sensibilidad para
contaminacion. No hay detectar mutaciones
manipulacion post-PCR presentes en un nimero
reducido de moléculas de DNA
en muestras complejas
Desventajas Requiere células en No andlisis global del Mide la acumulacién del Necesidad de muestras de  Necesidad de infraestructura

divisién (metafase)
Muy poca resolucién
Poco sensible

genoma

Tabla 5. Comparativa de algunas técnicas descritas [35].
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analisis de los datos generados

Necesidad de analisis de varias

muestras en el mismo ensayo
para aumentar eficiencia



Entre las ventajas del OGM encontramos:

(1) Permite el estudio de la estructura del DNA y los cambios que se producen en
este. Entre estos, permite la identificar sucesos de cromotripsis, implicados
como causa de ciertas anomalias cromosdmicas [83].

(2) Mayor resolucion que las técnicas citogenéticas como el cariotipo (resolucion de
4-5 Mbp) o la FISH (resolucién de 100 kbp), alcanzando resoluciones de hasta
500 bp [83].

(3) Al no precisar de cultivo previo, evita la deteccion de alteraciones artefactuales
inducidos por la expansion in vitro como ocurre en otras técnicas como el
cariotipo [83].

(4) Técnica objetiva, menos operador dependiente que el cariotipo o la FISH [83].
(5) Permite la recreacién de todo el genoma de novo [84].

(6) Se pueden utilizar muestras directamente obtenidas del paciente, no siendo
necesarias células vivas y en divisidn o la realizacion de cultivos celulares como
ocurre en el cariotipo o la FISH ni la amplificacién [83]. Esto permite obtener una
tasa de deteccion de anomalias citogenéticas mayor que con el cariotipo, ya que
en este existe un porcentaje de estudios (5-10%) no valorables por ausencia de
metafases, sobre todo en casos de empaquetamiento o de mielofibrosis
asociada.

(7) Gracias a su resolucidn esta técnica tiene potencial en la monitorizacién de la
MRD, lo que tendria gran utilidad en aquellos casos en los que no se encuentren
marcadores conocidos para la deteccion de la MRD por PCR [83].

(8) Permite el estudio de subclones sin el riesgo de sesgo inducido por proliferacion
selectiva o por la falsa cuantificacién de metafases en relaciéon con la baja
proporcién de células estudiada, como sucede en el cariotipo [83].

(9) Permite obtener resultados similares al cariotipo, FISH y arrays, pero en una sola
técnica, potencialmente reduciendo el coste.

Entre sus desventajas encontramos:

(1) Técnica de reciente incorporaciéon por lo que no existen estudios de validacion
[83].

(2) Coste elevado similar al de otras técnicas basadas en NGS, aunque en pacientes
en los que haya que aplicar cariotipo, FISH y arrays, puede potencialmente
constituir una alternativa mas coste-efectiva. [83,84].

(3) Baja sensibilidad en regiones repetitivas como centrémeros o telémeros [83].
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(4) Baja sensibilidad en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (13, 14,
15,21y 22), debido a que el OGM utiliza marcadores dirigidos contra motivos de
secuencia CTTAA no presentes en estos [83].

(5) Mayor tiempo de respuesta respecto a las técnicas citogenéticas actuales, con
una demora de 1-2 semanas [84].

Las leucemias agudas son trastornos clonales originados a partir de un mismo precursor
comun. Esto se demuestra con el estudio de mujeres heterocigotas para el isoenzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), una mutacién ligada al cromosoma X. En
estas mujeres, las células sanguineas normales expresan una de las dos isoenzimas por
supresion aleatoria de uno de los dos cromosomas X, lo que se traduce en un 50% de
expresion de cada isoenzima. En el caso de las leucemias que se desarrollan sobre estas
mujeres, las células solo expresan una de las dos isoenzimas, lo que demuestra que el
origen es a partir de una misma célula [85].

La aparicidon de subpoblaciones clonales es consecuencia del cardcter evolutivo de la
enfermedad, esto puede ocurrir porque al llevar a cabo el diagndstico de la enfermedad
cometemos un sesgo al clasificarla por el clon mas comun, muchas veces por no disponer
de la sensibilidad suficiente para detectar clones de baja expresividad o porque el tumor
vaya ganando alteraciones adicionales. Cuando apliguemos el tratamiento dirigido
contra este clon, es posible que hagamos una “seleccién natural” de un subclon del
tumor que presente otras mutaciones que le confieran resistencia al tratamiento, por lo
gue ciertas células son capaces de sobrevivir y mas tarde volver a desencadenar la
enfermedad, aunque con otras caracteristicas debido a la presencia de otras mutaciones
no presentes en el primer diagndstico [51,70].

Es decir, aunque se haya mejorado en el diagndstico, clasificacion y tasas de remision,
sigue existiendo un importante niumero de pacientes (en ciertos estudios de hasta el
50%) que recaen debido a la seleccidon por medio del tratamiento instaurado de clones
resistentes [70,71].

Para esto se buscan dentro de los distintos subclones de la AML distintas mutaciones
gue puedan conferir resistencia a los posibles tratamientos. Este es el caso de ciertas
mutaciones de FLT3 que conllevan resistencia a ciertos inhibidores de esta [70].

Actualmente esta técnica produce una gran cantidad de informacion que necesita de
equipos de bioinformatica para su analisis y servidores para el almacenamiento de los
datos. Ademas, parte de la informacién que genera esta técnica escapa de nuestro
conocimiento, ya que no disponemos de informacion necesaria o de calidad sobre las
alteraciones detectadas [51,86]. Esto quiere decir que no sabemos con precisidn si se
tratan de mutaciones que no tienen ningln impacto, tienen un impacto positivo o tienen
un impacto negativo [35,69] (Ver apartado: “variantes genéticas”).
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ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

La MRD es uno de los factores independientes del prondstico mds importantes en la
AML. Uno de los grandes problemas que presenta la AML es su capacidad de recaida
tras un tratamiento. Esto sucede debido a la persistencia de ciertas células tumorales
tras el tratamiento en el paciente, que con la tecnologia actual somos incapaces de
detectar entre un nimero determinado de células normales y que tras un periodo de
tiempo vuelven a replicarse y a causar la enfermedad. Sin embargo, es posible tener una
vigilancia activa del paciente a través de la aplicacién de las técnicas diagndsticas
anteriormente descritas. Para ello, se pueden aplicar cualquier estas técnicas, sin
embargo, existen algunas que presentan ciertas ventajas sobre otras, siendo la principal
la sensibilidad de la técnica, por lo que se suele preferir aquellas que presenten una
mayor sensibilidad [87].

La sensibilidad es la cualidad mas importante en la medida del MRD porque aumenta la
confianza en que no existan células tumorales. Por este mismo motivo, se utilizan
técnicas que permitan encontrar estas células o indicios de su existencia entre el mayor
numero posible de células normales. Actualmente se combinan la citometria de flujo y
los andlisis basados en PCR para la determinacion de la MRD (frecuentemente qPCR)
[85].

Imagen 7. Sensibilidad de las técnicas en la deteccion de la MRD. Adaptada de [88].
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La citometria de flujo multidimensional es una de las técnicas utilizadas para el
diagndstico de MRD. Se basa en que alrededor del 90% de las células de los casos de
AML expresan en su superficie combinaciones de antigenos o anomalias fisicas que
raramente estan presentes en las células normales. Esta técnica puede detectar hasta
un 0,01% de células leucémicas en una BM en remision. Una de sus principales ventajas
es su amplia aplicabilidad, mientras que la PCR puede usarse en una gran proporcion de
pacientes menores de 60 afios, pero no en el grupo mayor de dicha edad, esta puede
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aplicarse a cualquier edad. Otras ventajas son: un tiempo corto para obtener los
resultados, la especificidad y la capacidad de proporcionar datos cuantitativos [85].

Los andlisis basados en PCR son Utiles en pacientes con determinadas mutaciones o
genes de fusion. Estas caracteristicas se dan en alrededor de un 60% de los pacientes
menores de 60 afios [85].

Por su gran sensibilidad, estas técnicas se consideran el patron oro. Sin embargo,
presentan algunos inconvenientes como que solo pueden aplicarse a ciertos subgrupos
de pacientes que en el momento del diagndstico presentan alteraciones genéticas
candidatas a seguimiento con PCR (actualmente alrededor del 40% de todos los
pacientes con AML) [85,87].

Actualmente, la ELN recomienda el uso de qPCR para el estudio de la MRD por su alta
sensibilidad (hasta 10®). Actualmente la ELN considera posible el uso de la dPCR para su
monitorizacién [58] y plantea la dPCR y la NGS como futuras posibles técnicas con este
propdsito, tras una validacidon de ambas [87].

Existen distintos marcadores moleculares para la medicion de la MRD, las mutaciones
de NPM1 vy los genes de fusion RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11 y PML::RARA son
buenos predictores de recaida, existiendo puntos de corte estandarizados, mientras que
existen otras mutaciones que pueden o no ser Utiles dependiendo de la situacion y
caracteristicas de la AML. Por ejemplo, ciertas mutaciones presentes en los clones
fundadores preleucémicos pueden persistir a niveles significativos, incluso una vez
alcanzada la remisidn completa morfolégica, pero no tienen un impacto demostrado en
el prondstico o en los que no hay puntos de corte bien establecidos. Tampoco son de
utilidad aquellas mutaciones asociadas a AML germinal que estan presentes en el
genoma del paciente, de forma que seran detectables siempre a pesar del tratamiento,
como pueden ser RUNX1, GATA2, CEBPA, DDX41 y ANKRD26. Se recomienda, que en
casos en los que se detecten mutaciones que estén relacionadas con las AML
germinales, se excluya o confirme con el anadlisis de estos genes con una muestra de
tejido germinal (biopsia cutdnea, foliculo piloso o con torunda de epitelio bucal) [87].

La deteccidon de la MRD con técnicas basadas en NGS es un fendmeno emergente, que
puede combinarse con las técnicas actuales o incluso llegar a reemplazarlas, gracias a su
alta sensibilidad, aunque todavia hoy en dia no es posible llevar a cabo,
fundamentalmente por los tiempos de respuesta y coste [87,89].

La NGS tiene como ventaja sobre otras técnicas que puede utilizar multiples variantes
del DNA, ademas, tiene una alta sensibilidad (permite detectar mutaciones de un solo
par de bases en frecuencias de entre 10*y 107 o incluso mayores, consiguiendo
tedricamente, con secuenciacidn duplex deteccidn en frecuencias de 10°) si se aplican
métodos de correccién de errores y que ademads, podria aplicarse a una alta proporcién
de casos (en contraposicidén a los métodos de seguimiento con qPCR que solo puede
aplicarse a una proporcién limitada de casos con alteraciones especificas) [89].

Sin embargo, actualmente no es factible usar la NGS como técnica de deteccién de la
MRD en la practica habitual, ya que el coste econdmico es muy superior a las técnicas
actuales y para conseguir mayores sensibilidades solo podemos analizar pocos genes

33



por ensayo, lo que dispararia el coste. También podriamos estudiar a varios pacientes
por ensayo, lo que retrasaria la obtencién de resultados por la necesidad de
acumulacién de muestras y no alcanzaria sensibilidades tan altas, aunque es mas
eficiente que el propuesto anterior. Ademads, no existen métodos estandarizados para
su inclusién en la practica clinica [76,89].

La dPCR por su mayor sensibilidad, linealidad y ausencia de necesidad de calibradores
se presenta como una herramienta mas coste-eficiente para la monitorizacién de la
MRD [58].

VARIANTES GENETICAS

Las técnicas como la NGS presentan una alta sensibilidad a la hora de detectar
mutaciones. Esto que a priori es una ventaja, genera grandes cantidades de informacién,
la cual es dificil de analizar, categorizar y almacenar. Actualmente cantidad de variantes
genéticas que se descubren es tan grande que se ha sobrepasado nuestra capacidad de
determinar su efecto biolégico [14]. Estas se conocen como variantes genéticas de
significado incierto (variant of uncertain significance, VUS) ya que nuestro conocimiento
en el momento de su detecciéon no nos permite determinar si su naturaleza es benigna,
si es una variante normal o si puede afectar a la funcién del gen.

Para su clasificacién, se han propuesto una serie de criterios que van a favor o en contra
de la benignidad/malignidad de las variantes, y es el computo de todos ellos siguiendo
unas escalas lo que determina el significado de la variante (Tabla 6) [90].

Tabla 6. Criterios de clasificacion de las variantes. Extraida de [90].
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Ademas, pueden utilizarse modelos informaticos que predicen como la variante afectara
a lafuncién de la proteina, aunque nunca puede utilizarse esta informacién por si misma
para clasificar la variante ni para la toma de decisiones clinicas [14].

Existen bases de datos sobre estas variantes en las que distintos laboratorios pueden
buscar informacién sobre estas. Aunque estas bases de datos sean dutiles, deben de
utilizarse con cautela, ya que pueden contener errores de clasificacion por
reclamaciones incorrectas, el método utilizado para obtener la informacién acerca de la
variante o la frecuencia con la que se actualiza cada base de datos determinada, entre
otras. Aun asi, estas bases de datos presentan un gran potencial a la hora de aumentar
el conocimiento de la enfermedad y en la practica clinica, por lo que seria de interés la
estandarizacion y validacion de estas con el fin de facilitar el acceso a informacién
actualizada y veraz [90].

La incorporacidon de la NGS tanto en el campo de la investigacién como en el de la
asistencia ha puesto de manifiesto la existencia de mutaciones germinales que
predisponen al desarrollo de la AML. En este sentido, la AML germinal es una entidad
reconocida en la clasificacidon de la WHO de 2016 y las guias NCCN, que establecen la
importancia de detectarlas precozmente para un adecuado enfoque terapéutico,
incluyendo la correcta seleccion de un donante y un adecuado asesoramiento genético.
Basicamente es un subtipo de AML distinto caracterizado por la presencia de ciertas
mutaciones que predisponen al desarrollo de la AML. Lo caracteristico de estas
mutaciones es que se heredan de los progenitores, y se pueden transmitir entre
generaciones, en contraposicion a las mutaciones que ya hemos visto que son
esporadicas o de novo sobre pacientes sanos. Aunque actualmente se desconoce su
incidencia real, se estima que hasta un 10% de las neoplasias hematoldgicas podrian
estar relacionadas con variaciones de riesgo heredadas. Las guias nérdicas estiman que
en adultos esta tasa se encuentra entre el 5 y el 15%, mientras que en nifnos es del 4 al
13% para AMLy MDS [14,91-93].

En este apartado, debemos hacer una distincion en los diferentes tipos de
predisposicion genética ala AML (Tabla 7), que podemos clasificar en dos grupos, la AML
de origen sindrémico y la AML familiar no sindrémica. La AML de origen sindrémico
incluye aberraciones que condicionan diversas anomalias incluyendo un mayor riesgo al
desarrollo de AML, como pueden ser el sindrome de Down, la neurofibromatosis tipo 1,
el sindrome de Noonan y el sindrome cardiofaciocutaneo (RASopatias), asi como otros
sindromes de fallo medular (por ejemplo, anemia de Diamond-Blackfan). Por otro lado,
la AML familiar no sindromica se asocia a mutaciones en determinados loci, estos
pueden estar restringidos a ciertos nucleos familiares (ATG2B, GSK1P, ETV6, SRP72),
mientras que otros son mas frecuentes o exclusivos de las formas hereditarias (DDX41).
Ademads, todas estas alteraciones genéticas ya sean sindrémicas o no, se relacionan no
so6lo con neoplasias mieloides, sino que también con otras alteraciones como pueden
ser aquellas que afectan a las plaquetas (trombocitopenia o alteracién de su funcién),
inmunodeficiencias u otras neoplasias como los linfomas [92].
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Estos genes que se han relacionado con la leucemia germinal presentan fenotipos que
se solapan. Ademas, cada uno contribuye a una pequeia fracciéon de la leucemia
germinal, siendo necesaria la presencia de varios de ellos para que se desarrolle la
enfermedad.

Tabla 7. Clasificacion de las neoplasias mieloides con predisposicion germinal [94].

Neoplasias mieloides con predisposicion germinal sin alteracidn o disfuncion organica preexistente.
AML con mutaciones germinales de CEBPA
Neoplasias mieloides con mutaciones germinales de DDX41
Neoplasias mieloides con predisposicion germinal y alteraciones plaquetarias preexistentes.
Neoplasias mieloides con mutaciones germinales RUNX1
Neoplasias mieloides con mutaciones germinales ANKRD26
Neoplasias mieloides con mutaciones germinales ETV6
Neoplasias mieloides con predisposicion germinal y disfuncion organica.
Neoplasias mieloides con mutaciones germinales GATA2
Neoplasias mieloides asociadas con sindromes de fallo medular
Neoplasias mieloides asociadas con alteraciones en la biologia de los telémeros

Leucemia mielomonocitica juvenil asociada con neurofibromatosis, sindrome de Noonan o
sindromes Noonan-like

Neoplasias mieloides asociadas con sindrome de Down

Debido a que la informacién acerca de la leucemia familiar sea todavia muy limitada
existen diversas incégnitas en cuanto al manejo de esta enfermedad. Sin embargo,
detectar la leucemia familiar es de gran importancia en la practica clinica. Aunque las
mutaciones germinales sean un fendmeno poco comun dentro de una enfermedad poco
frecuente como es la AML, su deteccidn tiene gran potencial desde el punto de vista de
consejo genético, asi como de tratamiento, ya que existen casos de allo-HSCT donde el
donante era un familiar asintomatico donde el receptor ha vuelto a desarrollar la
enfermedad. La presencia de este tipo de mutaciones también aumenta el riesgo de
desarrollo de leucemias secundarias a tratamiento quimioterdpico, en estos casos
podria ser interesante plantear un seguimiento de los pacientes que tengan estas
mutaciones y vayan a someterse a este tipo de tratamientos [91,92].

Para su diagndstico es preciso una buena historia clinica, preguntar por antecedentes
de enfermedades hematoldgicas en familiares de primer, segundo y tercer grado es de
gran interés, debido a que estas mutaciones no se relacionan exclusivamente con la
AML, sino que también con citopenias, MDS y leucemias linfoides, entre otras [91].

Las recomendaciones principales para el despistaje de etiologia germinal son tres. (1)
Pacientes con MDS o AML y con antecedentes familiares o personales sugerentes de
este origen, (2) pacientes con MDS o AML y potencialmente con variantes germinales
en células clonales incluso aunque sea en genes no asociados hasta la fecha con las
neoplasias germinales, si la VAF detectada es del 50% y (3) pacientes con neoplasias
mieloides diagnosticadas antes de los 50 afios con aberraciones del cromosoma 7 y sin
historia familiar [91].

El tercero de estos supuestos, la aparicion de leucemia en las primeras etapas de la vida
es un dato sugestivo de etiologia germinal. Sin embargo, existen ciertas mutaciones
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como DDX41 que se caracterizan por el desarrollo de AML (entre otras patologias) en
etapas mas tardias de la vida, por lo que no podemos descartar la posibilidad de que se
trate de una leucemia germinal incluso en aquellas que se diagnostiquen en pacientes
adultos [14].

Por todos estos motivos, en muchas situaciones el analisis basado en NGS se considera
el mas eficiente. Por un lado, las guias nérdicas recomiendan la aplicacién de paneles de
genes relacionados con estas anomalias germinales, mientras que las guias NCCN
recomiendas estudios del exoma o genoma completos [91,93]. Es importante sefalar
gue se recomienda no tomar decisiones medicas basadas en la deteccion de VUS
(Tabla 8), asi como tampoco buscarlas en familiares del paciente [14], aunque si
registrarlas porque el conocimiento de nuevas variantes con efecto conocido
practicamente aumenta de forma diaria [90].

Tabla 8. Clasificacion del manejo de las variantes en la AML germinal [14].

CLASIFICACION IMPLICACIONES EN EL IMPLICACIONES EN LOS FAMILIARES
MANEJO
PATOGENICA Seguir guias de manejo Ofrecer pruebas de deteccion para los
para el sindrome familiares en riesgo y los donantes de
BM
PROBABLEMENTE PATOGENICA | Seguir guias de manejo Ofrecer pruebas de deteccion para los
para el sindrome familiares en riesgo y los donantes de
BM
INCIERTA No considerar en el No hacer pruebas de deteccién a
manejo familiares ni a donantes de BM
PROBABLEMENTE BENIGNA No considerar en el No hacer pruebas de deteccién a
manejo familiares ni a donantes de BM
BENIGNA No considerar en el No hacer pruebas de deteccién a
manejo familiares ni a donantes de BM

En estos pacientes el analisis genético es mas complicado al no poder realizarse con
muestras de sangre o de BM ya que no es posible distinguir entre las mutaciones
germinales y las somaticas, aunque existen excepciones como los pacientes en remision
sobre los que se considera aceptable el uso de muestras sanguineas. Para aquellos sobre
los que no se puedan utilizar muestras de sangre o BM, se pueden emplear muestras de
otros tejidos como de pelo o piel. Idealmente se obtendrd un cultivo de fibroblastos de
la piel del paciente, ya que no presentan los inconvenientes que presentan el resto de
las muestras, principalmente la presencia de linfocitos y blastos, aunque para esto se
requieren centros que dispongan de la posibilidad de hacer dicho tipo de cultivos que,
ademas, presentan tiempos de respuesta mayores [14].

El consejo genético debe ofrecerse a todos los pacientes con neoplasia mieloide
germinal, asi como a los pacientes con historia familiar en los que no se ha demostrado
mutacion patogénica. Este nos permite detectar posibles familiares portadores de la
mutacion y de esta forma, recomendar un control estrecho. El seguimiento se
recomienda a todos los pacientes con mutacion germinal que predisponga al desarrollo
de MDS o AML. Aunque los tipos de estudio a realizar todavia no estan estandarizados
y posiblemente varian en funcién del tipo de gen y variante, aun se precisan guias de
consenso y registros validados de estas variantes con asesoramiento especifico. En este,
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se llevan a cabo examenes del paciente en intervalos regulares e intervenciones
educativas, donde se ensefia a los pacientes los posibles sintomas o signos de alarma
del MDS o la AML [91].

Otra circunstancia importante que se debe tener en cuentas es que algunos pacientes
con AML pueden necesitar en el curso de su enfermedad de un allo-HSCT. Encontrar
mutaciones germinales puede alterar el planteamiento de este tratamiento. Los
tratamientos de acondicionamiento en ocasiones precisan ser ajustados

La presencia de una variante germinal no implica necesariamente la necesidad de llevar
a cabo un trasplante de progenitores hematopoyéticos. Este es el caso de pacientes con
mutaciones germinales de CEBPA donde no se recomienda el trasplante en la primera
remisidon, porque pueden experimentar largos tiempos de remisidon a pesar de que el
riesgo de recaida es alto, por lo que el trasplante puede plantearse mads tarde en estos
pacientes. En cambio, en pacientes con sindromes con alto riesgo de desarrollo de
neoplasias mieloides como aquellos asociados a variantes en RUNX1 podria
considerarse un trasplante alogénico precoz para evitar la transformacion y disminuir la
mortalidad por otras manifestaciones, sobre todo en familias con varios miembros
afectos de neoplasias. Ademas, es importante abstenerse de utilizar como donantes a
familiares afectados o portadores asintomaticos para evitar fracasos del injerto y/o el
desarrollo de leucemia derivada del donante. Por esto, se recomienda encarecidamente
el consejo genético previo a los estudios de viabilidad y la determinacion de este tipo de
mutaciones en todos los donantes, sean o no familiares. En familias con historia
sugestiva de enfermedad germinal, pero sin alteracion demostrable también se prefiere
el uso de donantes no relacionados que familiares asintomaticos. En estos pacientes se
recomienda un seguimiento mads cercano postrasplante ya que presentan un riesgo aun
mayor de disfuncidn organica y de desarrollo de tumores secundarios [91].

APLICACION DE LAS TECNICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE AML: A
PROPOSITO DE UN CASO PRACTICO

Actualmente, las distintas técnicas diagndsticas proporcionan diferentes puntos de
vista, siendo la combinacién de todas ellas es la Unica forma de tener una vision global
de la enfermedad, elemento que tiene gran importancia desde el punto de vista clinico
por su impacto en el diagndstico, prondstico e implicaciones terapéuticas. Para ver la
aportacién de cada una de las técnicas en el laboratorio actual, se presentara a
continuacion un caso clinico.

CASO.

Mujer de 27 afios, con antecedente de sindrome de ovario poliquistico en tratamiento
con ACO sin otros antecedentes personales o familiares de interés. A raiz de astenia
intensa acude al hospital donde se le realiza un hemograma, objetivandose
hiperleucocitosis. En la revision del frotis sanguineo se detecta presencia de numerosos
blastos en sangre periférica. Por este motivo, se indica un estudio de BM. En el aspirado
de BM se detectd un aumento células blasticas de caracteristicas monoblasticas, con
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abundantes mitosis, cromatina laxa, sin granulacién y sin bastones de Auer. con
disminucion de precursores hematopoyéticos (Tabla 7.1).

Se trato a la paciente con quimioterapia de induccidon con esquema 3+7 (esquema de
induccién basico con citarabina durante 7 dias y daunorrubicina/idarrubicina durante
los 3 primeros dias) junto con midostaurina (inhibidor de FLT3). En primera remisién
completa, pero con presencia de MRD en BM (0.7%) se realiza en marzo/2019 allo-HSCT
de familiar haploidéntico (padre). Cinco meses mds tarde se detecta recaida precoz con
persistencia del reordenamiento de KMT2A, pero sin deteccién de FLT3-ITD, que es
tratada con decitabina y venetoclax (inhibidor de Bcl-2) sin respuesta (Tabla 7.2).

En octubre/2019 se realiza un segundo allo-HSCT de donante no emparentado,
obteniéndose remisiéon completa, pero con persistencia de MRD en los controles de
biopsia de BM realizados postrasplante. Por alto riesgo de recaida de enfermedad se
decide realizar infusién de linfocitos del donante con el propdsito de controla la
enfermedad mediante efecto injerto contra huésped. Un afio mdas tarde, en
octubre/2020 en un control se detecta recaida incipiente de la enfermedad, por lo que
se realiza tratamiento con gentuzumab (anticuerpo monoclonal dirigido contra CD33).
En diciembre/2020 se observa remision completa morfolégica, pero con MRD
persistente (0.12%).

Como parte de la introduccién del caso también cabe sefialar que los sintomas y signos
de presentacion de una AML son muy inespecificos, siendo los hallazgos clinicos mas
frecuentes: fatiga, debilidad, palidez cutanea, equimosis o petequias y gingivorragias,
entre otros. Los hallazgos analiticos son también inespecificos, encontrandose:
pancitopenia (anemia, plaquetopenia y leucopenia), acidosis lactica, hiponatremia, etc.
Pero comunes en cualquier tipo de neoplasia, siendo utiles a la hora de sospechar
malignidad, pero sin utilidad en el manejo diagndstico o prondstico, siendo por ello
necesaria la aplicacion de las diversas técnicas previamente descritas, dado que cada
una nos aporta distinta informacién de suma relevancia.

El estudio morfoldgico de BM reveld la presencia de una marcada hipercelularidad a
expensas de poblacidn blastica que representaba un 94% de la celularidad de la BM.
Siendo la mayor parte blastos con caracteristicas monoblasticas. La citoquimica (a-naftil
estera y peroxidasa) confirmé la diferenciacién y fenotipo monocitico.

También permitié al diagndstico hacer una primera orientacién del caso, ya que nos
permite diferenciar entre las dos estirpes principales, linfoide o mieloide, y descartar la
presencia de displasia acompanante, lo que dirige el posterior estudio genético,
aproximacion que resulta altamente coste-eficiente.

En algunos otros subtipos como la APL de patrén morfolégico y citoquimico
caracteristico, aun se puede acotar mas el estudio genético, estableciendo los paneles
de FISH y NGS a utilizar. Sin embargo, la clasificacion morfoldgica en este caso concreto
no permite en si misma dentro de las neoplasias mieloides establecer la estratificacion
prondstica ni establecer el esquema terapéutico a medio, largo e incluso corto plazo,
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POST  TRAS PRIMERA PENDIENTE LMA CONTROL
g DIAGNOSTICO INDUCCION CONSOLIDACIO J:::gfgﬂ'g%’?\l aﬁg:?g‘ Pgs'.\:iio SEGUNDO 429 :’I'_zs 102 MES TRAS 2 DOSIS
s 12 3+7 N ALO GEMTUZUMAB
zZ |5
g (3
_ 10/2018 11/2018 12/2018  01/2019 02/2019 04/2019 06/2019 08/2019 09/2019 10/2019 12/2020
Marcada hipercelularidad a expensas de poblacidn blastica que Médula Remision Médula Médula normocelular infiltrada por Médula Aspirado
representa un 94% de la celularidad. Blastos de habito monoblastico normocelul completa normocelul poblacidn blastica que representa el 69% 6sea medular en
en su mayoria, un 12.6% promonocitos: tamafio medio o grande, ar. morfolégica  aren de la celularidad global, la mayoria de  hipocelula recaida
cromatina laxa con nucleolos en ocasiones multiples, pero poco Hipoplasia (2% blastos)  remisién habito monoblastico (escasos r. Marcada morfoldgica
prominentes, citoplasma amplio con basofilia variable, frecuentes  marcada de con completa promonocitos): talla grande, nicleo infiltracion (blastos
microvacuolas, la mayoria sin granulacion; no bastones de Auer; la serie recuperacion  (blastos + redondeado con cromatina laxa, algunos por células 11,2%).
reborde celular a veces irregular con fenémeno de clasmatosis. eritroide. hematoldgica promonocit con nucleolos, citoplasma amplio, blasticas
Abundantes mitosis. Precursores hemopoyéticos muy escasos: se ~ Remision incompleta.  0s 1.5%). basofilia moderada, en general sin (>45%).
observan aislados megacariocitos, eritroblastos y serie completa Monocitosis granulacién y ausencia de bastones de
neutrdfila/eosindfila; aunque son escasos para una correcta morfoldgica . Aumento Auer, frecuentes mamelones
valoracién morfoldgica solo los eritroblastos presentan en ocasiones (blastos + de citoplasmaticos y ocasionales
rasgos diseritropoyéticos (ntcleos multilobulados). Hemograma: promonocit hematogoni pseuddpodos; una minoria de tamafio
leucocitos 223.600/ul, Hb 8.5 g/dl, plaquetas 20.000/ul. Blastos 95%, os 1,5%). as. pequefio y citoplasma escaso.
& Segmentados 0.5%, Linfocitos 4%, Eosindfilos 0.5%. Hiperleucocitosis Megacariocitos disminuidos. Frecuentes
2 aexpensas de blastos de habito monocitico (mayor porcentaje de osteoclastos. Serie eritroide escasa (10%)
‘;9 promonocitos que en médula dsea). Anisocitosis, poiquilocitos con con diseritropoyesis discreta. Serie
« | dacriocitos, punteado basdfilo y ocasionales eritroblastos granulocitica también desplazada (11%
g ; circulantes. Trombopenia severa. Algunas de las microparticulas aproximadamente) en todos los estadios
§ % parecen fragmentos citoplasmaticos de los blastos. madurativos. Linfocitos y plasmaticas
3 % escasos, morfologia normal. Leve
S |= aumento de macréfagos
- Positividad difusa en aproximadamente el 50% de los blastos NA Peroxidasa: negativa (positividad muy
= débil en menos del 1% de blastos) (Foto).
<
§ « Negativa en blastos. NA ANAE: negativa en blastos (aisladas
= g células positivas, la mayoria
g B histiocitos/macréfagos).
S g
- 95,4% poblacion CD34 atipica con diferenciacion monocitica, que EMR 0,08%. EMR 0,29% EMR 0,55%. EMR EMR Recaida de Leucemia Mieloblastica 49,2% de -Recaida EMR0,12%
incluye: * 19,9% subpoblacién més inmadura, con CD45/SSC de Disminucién0,035%. compatible <0,01%. <0,01% Aguda (73% blastos), con células leucemia (estudio muy
blasto (y mayor) y con el siguiente inmunofenotipo: - Expresion alta de la con EMR. Aumento inmunofenotipo similar al diagnéstico. CD34 aguda similar al
de CD33, media de CD38 y CD64, débil-media de CD4 y HLA-DR,y  eritropoyesi de leucémicas mieloide previo).
débil de CD71y CD117. - Expresion parcial débil de CD11b (53%),  s. precursores en (9.63%
CD13 (63%), CD15 (32%), CD25 (41%), CD65 (49%) y CD105 (68%). - B. aspirado blastos).
Ausencia de expresion de cMPO, nTdT, cCD3, cCD79A, clgM, CD2, medular
CD7, CD10, CD14, CD16, CD35, CD36, CD41, CD56, CD61, CD123, hipocelula
o CD203c, 7.1 e IREM2. * 75,5% subpoblacién mas madura, hacia r.
g region de monocitos y en cuyo inmunofenotipo, en relacién con la
2 subpoblacién inmadura, destaca: - Expresion mas baja de CD34,
g CD117 y HLA-DR. - Expresion mds alta de CD4, CD11b y CD15. -
= Expresion alta de CD36. - Patrén de maduracidn atipico con
; CD14/IREM2:31,5% CD14-/IREM2-, 1,2% CD14+/IREM2-, 12,6%
- CD14+/IREM2+Yy 29,7% CD14-/IREM2+.

Tabla 7.1. Informacion obtenida en el caso a través de cada tipo de técnica. Cedida por el laboratorio de hematologia del Hospital Universitario Marqués de

Valdecilla.



AML CONTROL

TRAS PRIMERA TRAS SEGUNDA 1 MES POST 3 MES PENDIENTE 42 MES TRAS 2 DOSIS
DIAGNOSTICO POST INDUCCION 3+7 CONSOLIDACION CONSOLIDACION ALLO-HSCT POST ALO SEGUNDO ALO 2ALO 10°MES GEMTUZUMAB
10/2018 11/2018 12/2018 01/2019 02/2019 04/2019 06/2019 08/2019 09/2019 10/2019 12/2020
CARIOTIPO 46,XX,del(11)(q23)[20] 46,XX[4) NO VALORABLE NO VALORABLE 46,XX[20] 46,XX,1(6;11)(q 46,XX,t(6; 46,XX[16]
27;423)[9]/46,X 11)(q27;q
Y[4] 23)[11]/46
XY[3]
FISH nuc ish(KMT2Ax2) (5'’KMT2A  NO REORDENADO nuc ish(KMT2Ax2)  NO VALORABLE nuc ish(KMT2Ax2) NO NO nuc
o« sep 3' KMT2Ax1)[99/100]-- (5'KMT2A sep 3' (5'KMT2A sep 3' REORDENADO REORDEN ish(KMT2A
S >REORDENADO KMT2Ax1)[1/200]-- KMT2Ax1)[2/250]-- ADO x2)
= w >REORDENADO >REORDENADO (5'KMT2A
T3 sep 3'
g & KMT2Ax1)[
5 E 11/200]--
g % >REORDEN
ADO
RT- PCR SEMICUANTITATIVA POSITIVA NEGATIVO (**TECNICANEGATIVO NEGATIVO NEGATIVONEGATIVA NEGATIVA
DE BAJA (**TECNICA DE BAJA (**TECNICA DE (**TECNIC
E SENSIBILIDAD) SENSIBILIDAD) BAJA A DE BAJA
o SENSIBILIDAD) SENSIBILI
o DAD)
QRT-PCR 0.16645 (<1; SUBCLONAL) NEG NEG
o 9
=3
25
33
NGS panel a partir del adn extraido de la muestra de KMT2A::AFDN KMT2A::AFDN
médula dsea se ha realizado el analisis de secuenciacion | <
masiva (ngs) empleado tecnologia ion torrent oncomine | %
con una cobertura media de 1000x y una uniformidad FLT3 ITD; c.1804_1805insGCTCCTCAGATA- NO MUTACION NO
>95% utilizado el panel de genes oncomine myeloid assay ATGAGTACTTCTACGTTGATTTCAGAGAATA- MUTACION
gx gene targets se han analizado los hotspot de los genes, TGAATATGATC-TCA;p.Leu601_Lys602insSer-
ABL1, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, FLT3, GATA2, HRAS, SerSerAspAsnGIUTyrPhETyrValAspPheArgGlu-
IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, MYD88, NPM1, SETBP1, TyrGluTyrAspLeu; (VAF 65%)
SF3B1, RSF2, U2AF1, WT1, NRAS, PTPN11, LOS GENES AL
COMPLETO ASXL1, BCOR, CALR, CEBPA, ETV6, EZH2, IKZF1,
NF1, PHF6, PRPF8, RB1, RUNX1, SH2B3, STAG2, TET2,
TP53, ZRSR y reordenamientos de los genes: ABL1, ALK,
BCL2, BRAF, CCND1, CREBBP, EGFR, ETV6, FGFR1, FGFR2,
FUS, HMGA2, JAK2, KMT2A (MLL), MECOM, MET, MLLT10,
MLLT3, MYBL1, MYH11, NTRK3 ,NUP214, PDGFRA,
PDGFRB, RARA ,RBM15 ,RUNX1, TCF3, TFE3,
sobreexpresion de los genes BAALC, MECOM, MYC,
SMC1A, WT1. Para el andlisis de variantes se ha utilizado
el software ion reporter. Se han aplicado filtros para
eliminar variantes intrdnicas, (aunque si se han evaluado
regiones de splicing flanqueantes al exdn), variantes
sindnimas, y variantes con elevada frecuencia en la <
poblacién (maf>1%) ya que se consideran variante E

polimdrficas sin significado clinico

Tabla 7.2. Informacion obtenida en el caso a través de cada tipo de técnica.

Valdecilla.

Cedida por el laboratorio de hematologia del Hospital Universitario Marqués de



debido a que, en los distintos tratamientos, incluyéndose el de induccién, ademas de la

quimioterapia pueden afiadirse farmacos contra dianas moleculares conocidas como
sucede en el caso.

En las dos lmagenes anteriores podemos ver dos imdgenes del mlelograma del caso. En ambas imdgenes vemos blastos con
cromatina dispersa, presencia de algunos nucleolos y con citoplasma amplio con basofilia variable, también se observa una
mitosis en cada imagen. Cedida por el laboratorio de hematologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

En este caso, las alteraciones morfolégicas pueden ayudarnos a distinguir entre la
estirpe celular afectada (mieloide o linfoide), pero las alteraciones morfoldgicas no nos
permiten sospechar la alteracién genética subyacente, t(6;11)(q27;923) .

En el seguimiento de la paciente, los hemogramas y controles medulares conjuntamente
con la citomorfologia, permiten sospechar y detectar recaidas ante la deteccién de
células en el frotis. Sin embargo, en ningun caso permiten hacer una monitorizacion de
la MRD lo suficientemente precisa, para lo cual es necesario que los estudios
morfolégicos se acompafien de estudios fenotipicos y citogenético-moleculares.

Inmunofenotipado

La citometria de flujo aplicando fluorocromos, haciendo combinaciones de 10
fluorocromos permitioé confirmar la presencia de células blasticas inmaduras de patrén
monocitoide, pero de maduracién atipica.

MONOCLONALES UTILIZADOS:

FICT PE ECD PC5.5 PC7 APC AF700 AFT750 P.BLUE KROME DESCRIP
Tubo1 —— — CD1g CDa3 s e CDa4 cD71T e CD45 (MAGICO)
Tubo 2 _nTDT CMPO CD19 cCD7%a cCD3 cD7 CD¥4 CD71 clGM CD45 (INTRAS)
Tubo 3 _CD11b CD13 CD56 — CD10 CD117 CD34 CD16 CD15 CD45 (LAM TUBO 1)
Tubo 4 __CD3s IREM2 CDe4 CDa3 —— conr CD34 CD14 HLADR CD45 (LAMUBO 2)
Tubo 5 __CD3s CD105 CD41 m————— CD61 CD117 CD34 CcD71 CD38 CD45 (LAM TUBO 3)
Tubo 6 __Cbh2 T.1(N2) — CD4 — CD117 CD34 CD25 HLADR CD45 (LAM TUBO 4)
Tubo 7 __CDes CD203¢ co7? ———— CcD12a CD117 CD34 — HLADR CD45 (LAM TUBO 5)

En imagen anterior podemos ver los distintos fluorocromos examinados en cada tipo de tubo en el citometro de flujo.
Imagen cedida por el laboratorio de hematologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

Por tanto, adicién de la citometria de flujo nos permite caracterizar y cuantificar las
distintas subpoblaciones segln su expresiéon antigénica, conocer el grado de
diferenciacion celular y la deteccidn de fenotipos aberrantes. Ademas, de forma similar
al estudio morfoldgico, nos permite diferenciar las distintas poblaciones y cuantificarlas,
orientando el estudio hacia estirpe mieloide.

Esta caracterizacion es de especial utilidad cuando el fenotipo es aberrante en
comparacion con las células normales, como sucede en el caso, ya que permite la
monitorizacion de la MRD con un alto nivel de sensibilidad, permitiendo detectar las
recaidas en estadios precoces. Para ello se aplican estudios de monitorizacién
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periddicos. En nuestra paciente, la citometria permitid revelar altas tasas de MRD
post-tratamiento y basado en estos estos hallazgos la paciente fue sometida a distintas
acciones terapéuticas.

En ocasiones, la expresién de ciertos marcadores puede orientar a la presencia de
determinadas anomalias moleculares o incluso orientar a la respuesta a ciertos
tratamientos. Por ejemplo, esta paciente presentaba baja expresiéon de CD34 que se
relaciona con un aumento significativo de la expresiéon de genes relacionados con la
proliferacion y apoptosis celular, lo que se asocia a una mayor sensibilidad a inhibidores
de BCL2 como venetoclax [95]. También presentaba, una alta expresién de CD33 en una
determinada subpoblacion por lo que se aplicd como tratamiento gentuzumab.

Ademas, actualmente es una de las técnicas mas utilizadas en el seguimiento de la MRD.
En este caso en octubre/2019 se detectan blastos en BM cuando la paciente parecia
estar en remision completa, cuando la paciente parece estar en remisién completa, pero
se detectan blastos en BM postrasplante. Gracias a esto se decidié aplicar tratamientos
con intencién de disminuir el riesgo de recaida, en el caso, la infusion de linfocitos de
donante.

Cariotipo y FISH

La citogenética en esta paciente permitié detectar la presencia de una alteracion en el
cromosoma 11.
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En imagen anterior podemos ver el cariotipo que se obtuvo en este caso. El cariotipo revelo una anomalia del cromosoma
11. Cedida por el laboratorio de hematologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

La mala morfologia cromosémica de la muestra de diagndstico no permitié en primera

estancia detectar el partner involucrado. Sin embargo, la mejor morfologia obtenida en

estudios posteriores, asi como el estudio de las reorganizaciones de KMT2A con un

amplio panel de reorganizaciones mediante NGS permitié caracterizar el partner.

El hallazgo de esta anomalia permite hacer una primera clasificacidon del prondstico de
la enfermedad, incluyendo a la paciente en el grupo de mal prondstico. Esto es debido
a que estudios de pacientes con AML y esta traslocacion, independientemente del
fenotipo o morfologia, asociaban este reordenamiento a un mal prondstico con los
tratamientos quimioterapicos convencionales, siendo imperativa la busqueda de
nuevos tratamientos.
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En la AML con reordenamientos de KMT2A, es importante conocer el partner porque
dependiendo de con que gen se haya traslocado KMT2A el pronéstico cambia, aunque
generalmente el prondstico es malo o intermedio [96]. En este caso, se encuentra
t(6;11)(927;923), que da lugar a la fusién entre KMT2A y AFDN (previamente conocido
como MLLT4 y AF6) [97]. KMT2A::AFDN es una anomalia recogida en las distintas
clasificaciones puesto que se relaciona con mal prondstico relacionado con una baja tasa
de respuesta a tratamiento citotéxico, por lo que el allo-HSCT es una terapia que
considerar en estos pacientes [98,99].

En imagen anterior podemos ver dos fotos de técnica FISH con sondas de ruptura. Las sondas roja y verde se colocan en
ambos extremos de KMT2A. En la primera imagen (izquierda), podemos ver como las sondas contactan entre si en ambos
alelos, mientras que en la segunda imagen (derecha) podemos ver un alelo en el que las sondas estdn unidas y otro en el
que se separan, implicando la existencia de una traslocacion de KMT2A. Cedida por el laboratorio de hematologia del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

La FISH se considera técnica gold standard para la deteccién de reordenamientos de
KMT2A. Comunmente se usan sondas de ruptura break apart, permitiendo detectar los
reordenamientos de KMT2A con una alta sensibilidad (hasta el 90%) [45].

KMT2A es un gen localizado en el cromosoma 11923, siendo sus reordenamientos una
de las aberraciones cromosdémicas mas frecuentes en la AML, pudiendo encontrarse en
hasta un 10% de todas las leucemias. KMT2A puede translocarse y fusionarse con mas
de 100 genes partner (Anexo 1V), aunque la mayor parte de las leucemias con KMT2A
son el resultado de la fusidn con los seis partners mas frecuentes. Las translocaciones
de KMT2A pueden encontrarse en aproximadamente un 10% de todas las leucemias.
También se relacionan con tratamientos previos, sobre todo con los inhibidores de la
topoisomerasa Il (por ejemplo, daunorubicina) [45,100].

A pesar de todo esto, la FISH no es una técnica costo-eficiente para determinar el partner
de la traslocacidon ya que necesitariamos utilizar paneles con un nimero de sondas
complementarias muy elevado, debido a que KMT2A presenta multiples genes partner.
Para solucionar esto, se pueden aplicar técnicas como la NGS o el OGM.

PCR

En esta paciente, se aplicd un panel dirigido de PCR a la busqueda de las anomalias
moleculares mas frecuente y con mayor impacto en la estratificaciéon prondstica de una
forma rapida y sencilla.
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La RT-gPRC revelo la presencia de una mutacién NPM1, pero en un porcentaje subclonal.
Este tipo de hallazgos son frecuentes, y no parecen tener un valor prondstico
significativo.

Asi mismo, la PCR detecté en este caso, una mutacién en FLT3-ITD. FLT3 es un gen que
codifica para una tirosina quinasa transmembrana normalmente expresada por los
precursores hematopoyéticos cuya activacion estimula la proliferacién celular. Existen
dos tipos principales de mutaciones en este gen, la duplicacién interna en tdndem
(FLT3-ITD), y las mutaciones puntuales del dominio quinasa (FLT3-TKD). La consecuencia
de ambas es la misma, la activacidn constitutiva del receptor en ausencia de ligando,
induciendo la proliferacién celular y la inhibicién de la apoptosis por activacién de una
cascada de sefalizacién. Estas mutaciones son relativamente frecuentes,
encontrandose en 10% de la poblacion pediatrica y en un 30% de adultos con AML. En
especial, la mutacién ITD se asocia a un prondstico muy desfavorable por su alta tasa de
recaidas con los tratamientos estdndar, y es en si misma criterio para asociar inhibidores
especificos contra dicha molécula tanto al tratamiento estandar como posteriormente
durante a consolidacién de respuesta con allo-HSCT. Las mutaciones ITD se relacionan
caracteristicamente con hiperleucocitosis y en la mayoria de los casos estan asociadas a
un cariotipo normal. La asociacién descrita en este caso no es frecuente, pero
probablemente explique el caracter hiperproliferativo y agresivo de la paciente.

Enla Tabla 7.2 podemos ver la evolucion enfermedad con la desaparicion de la mutacién
en FLT3 postratamiento especifico, pasando de una frecuencia de variante alélica de
65% a ser indetectable, presumiblemente en respuesta al inhibidor de anti-FLT3,
midostaurin.

Ademas, debido a su papel clave en la fisiopatologia de la AML, presenta gran impacto
prondstico (generalmente mal prondstico). La deteccién de estas mutaciones nos
permite el uso de moléculas dirigidas contra estas, lo que teéricamente mejoraria la
supervivencia. Se esperaba que la introduccién de estas moléculas supusiera grandes
cambios en la evolucion de la enfermedad con menores tasas de toxicidad, sin embargo,
debido a que la AML se trata de una enfermedad compuesta por multiples subclones en
constante evolucion con distintos patrones de mutaciones genéticas, la aplicacién de las
moléculas dirigidas da lugar a una seleccion de los clones sin estas mutaciones. Es por
tanto que a la hora de usar moléculas dirigidas deberiamos usar aquellas que tengan
como diana las mutaciones driver de la enfermedad, lo que tedricamente permitiria
acabar con todos (o la mayor parte) de los clones leucémicos, sin la posterior seleccién
de otros subclones como sucede generalmente en la APL, donde la mutacién driver es
el objetivo del tratamiento (PML::RARA), consiguiéndose altas tasas de curacion. En
cambio, en nuestro caso vemos como se aplican a lo largo de la evolucién de la
enfermedad distintas moléculas dirigidas que, si son efectivas contra la subpoblacion
gue presenta esa anomalia, pero que sin embargo no son utiles contra otros subclones
por lo que existe una seleccion natural y estos proliferan, no teniendo las moléculas
dirigidas un impacto muy significativo en la enfermedad.

También nos permite observar la respuesta a los distintos tratamientos utilizados,
haciendo una cuantificacidon de los transcritos de interés. Por ejemplo, tras el allo-HSCT
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podemos ver que existe respuesta parcial de algunos subclones con la desaparicion de
algunas mutaciones.

La PCR puede ser utilizada para monitorizar la respuesta. Aunque la monitorizacion del
FLT3-ITD no se recomienda de forma aislada, por:

e Menor sensibilidad de la PCR utilizada para la deteccién de esta anomalia: PCR
seguida de electroforesis capilar no siendo posible una monitorizacién por gPCR y
no siendo viable por NGS por el elevadisimo coste que supondria.

e Por su cardcter subclonal que puede despistar a la hora de detectar recaidas
incipientes. Es este caso, por ejemplo, si nos hubiésemos guiado solo por FLT3, no
conoceriamos la evolucion verdadera de la enfermedad, ya que con la aplicacion de
moléculas dirigidas este clon desaparece, pero la enfermedad persiste.

La gPCR si constituye en este caso una técnica validada para monitorizar la MRD del
reordenamiento de KMT2A;;,AFDN. No obstante, a diferencia de lo que ocurre con otras
aberraciones como NPM1 o PML::RARA no existe en este caso unos puntos de corte bien
establecidos para la monitorizaciéon de la MRD. El disefio de primers o sondas
aleloespecificas frente a las variantes patogénicas, que permitan monitorizar las
anomalias driver o esenciales para el tumor mediante dPCR o qPCR se plantean como
un alternativa interesante para la monitorizacidon de estos pacientes. Sin embargo, esta
estrategia requiere conocer las variantes driver y disponer de la posibilidad de
monitorizarlas por las técnicas mencionadas. En nuestro caso, la monitorizacién mas
eficiente habria sido la medicion de los niveles del transcrito KMT2A::AFDN. No
obstante, no estan claros los puntos de corte para el mismo. Ademas, esta estrategia
tiene la desventaja de no ofrecer una visién global que permita detectar otras variantes
de nueva aparicién, que pueden ser importantes para el fenotipo y accionables.

La aproximacion basada en multipaneles estd siendo de gran ayuda para detectar
multiples aberraciones y reorganizaciones en un unico estudio. La mayor sensibilidad
con respecto al Sanger permite ademas detectar subclones de anomalias que pueden
ser seleccionados con ciertos tratamientos. Esta aproximacion multipanel no es sélo util
en el diagndstico, sino que también resulta de utilidad en el seguimiento de las recaidas,
permitiendo ver y entender la biologia de la enfermedad. Los datos en esta paciente
sugieren un primer evento temprano que es la adquisicién del KMT2A::AFDN vy la
adquisicion posterior de FLT3-ITD. Es interesante ver como los tratamientos aplicados
en esta paciente muestran una eficacia elevada a la hora de erradicar los subclones
portadores de ambas anomalias, pero resultan completamente ineficientes para de
forma permanente erradicar el clon KMT2A principal, lo que sugiere que son necesarias
nuevas estrategias dirigidas contra esa aberracidn para este tipo de pacientes, lo que va
acorde a la literatura [101]. En nuestro caso, interpretando la NGS con respecto al resto
de técnicas y evaluando la evolucidn global la evolucién global es posible intuir que la
alteracion principal es el KMT2A::AFDN vy la alteracién FLT3-ITD pero no el clon iniciador
FLT3 negativo que reaparece en las recaidas (Tabla 7.2). La NGS es por ello también util
en el estudio de recaidas para conocer la seleccion clonal y la eficacia a los tratamientos.
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Sin embargo, la monitorizacidon de la MRD por NGS no es viable actualmente al no ser
coste eficiente. Aun asi, es posible que con una mejora de las técnicas y con una
reduccion progresiva de los costes se convierta en un estandar, sobre todo para ciertas
aberracioenes [80].

En esencia, la MRD no deja de ser un umbral limite que se establece en relacidén con la
sensibilidad de las pruebas que disponemos pero que no refleja la realidad bioldgica de
la AML, ya que la no deteccién no implica la inexistencia [76].

Basandonos en la edad de la paciente y la frecuencia de las variables alélicas de algunas
anomalias, podriamos sospechar un origen germinal. Dentro del estudio NGS que se ha
llevado a cabo se incluyen algunos de los genes asociados a riesgo germinal, como es
RUNX1. La ausencia de estos no excluye el que presente una variante en otro gen de los
gue actualmente se asocian a germinalidad. En casos como este, en los que la
probabilidad de un origen germinal, debido a la edad y la ausencia de antecedentes
justificativos para el desarrollo de la leucemia, estaria indicado y seria importante
descartar la presencia de mutaciones germinales ya que si resultan positivas se
condiciona nuestra actitud terapéutica y diagnéstica. Para esto, necesitariamos hacer
un panel de mutaciones germinales sobre una muestra de tejido somatico de la paciente
(pelo, piel, poblaciéon en remisién o linfocitos T purificados), y si esto se confirma el
estudio de familiares buscando las mutaciones detectadas.

Ante un allo-HSCT seria necesario realizar un estudio de las posibles mutaciones que
presente el donante, estando especialmente indicado si el donante es familiar y en
algunas guias se recomienda incluso en donantes no emparentados. La presencia de
mutaciones germinales en familiares es adicionalmente de gran interés de cara al
consejo genético.

En la historia de la AML hemos pasado de un diagnéstico basado Unicamente en
caracteristicas morfolégicas de la enfermedad a un diagndstico que integra multiples
disciplinas, basandose en la morfologia, citoquimica, inmunofenotipado, citogenéticay,
por ultimo, en la genética molecular. Solo con la integracion de los diferentes “puntos
de vista” que ofrece cada técnica podemos hacer la correcta caracterizacién de cada
caso, lo que actualmente tiene un gran impacto en la clinica, alterando el diagnéstico,
prondstico y tratamiento de la enfermedad [102].

La morfologia es el primer escalén diagndstico, permite un analisis rapido de la
enfermedad que ofrece la primera descripcion de la enfermedad, permitiendo
establecer cuales son las pruebas diagndsticas necesarias y el objetivo de estas,
favoreciendo asi una aproximacidn costoefectiva de la enfermedad. Ademas, el analisis
histolégico permite diferenciar entre MDS y AML, y junto con el inmunofenotipado, la
clasificacién en el subgrupo de AML no especificada de otra manera [31,102].

Por otra parte, el inmunofenotipado permite una caracterizacion mas detallada
mediante la deteccidn, caracterizacidn y cuantificacion de marcadores especificos y en
ocasiones aberrantes de poblaciones permitiendo diferenciar a la poblacién tumoral de
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las células normales. De esta forma, podemos conocer el linaje celular al que
pertenecen, el momento de diferenciacidn y cuantificar la expresion de antigenos de
superficie. Esta técnica sera ademas esencial en la monitorizacion de la MRD, de gran
valor para la deteccion de recaidas precoces y para el enfoque terapéutico [102].

La citogenética comprende al cariotipo y la FISH. Estas técnicas permiten la deteccién
de alteraciones en el niumero y estructura de los cromosomas, tanto en metafase
(cariotipo y FISH) como en interfase (FISH). Aun asi, entre estas dos técnicas existen
diferencias fundamentales. Mientras que el cariotipo permite un andlisis de todo el
genoma, al observar los cromosomas completos, la FISH es una técnica dirigida y rapida.
La gran utilidad de estas técnicas son la visién rapida y global que presenta el cariotipo
en la estratificacion en riesgos de la enfermedad y en la deteccidon de clones, la
evaluacidon de la respuesta y de la evolucién clonal, y la capacidad de la FISH de
informarnos sobre las traslocaciones y de los partners de estas [35,102].

El diagndstico molecular, que comprende tanto a la PCR como a la NGS, es una disciplina
que ha crecido rdpidamente y se ha convertido en uno de los pilares bdsicos en el
diagndstico y prondstico de la enfermedad, al contribuir junto con la edad del paciente
y sus comorbilidades, y resto de las técnicas, a hacer una mejor estratificaciéon de
prondstico de la AML, pero sobre todo al aportar informacion relevante sobre la
accionabilidad y el conocimiento de la biologia de la enfermedad. Ya con la aparicién de
la clasificacion de la WHO las caracteristicas moleculares cobraron gran importancia, lo
gue sigue siendo una tendencia con la aparicion de terapias dirigidas contra mutaciones
concretas. Por esto, estas técnicas también han ganado peso a la hora de establecer el
tratamiento éptimo de la enfermedad, asi como de su prondstico. Por un lado, la PCR
permite ampliar de forma especifica uno o varios genes diana de forma relativamente
sencilla y rapida, mientras que la secuenciacién masiva permite la secuenciacién de
cientos de muestras o loci distintos de forma simultanea. Esto permite en un solo ensayo
el estudio de todos los genes conocidos asociados a la AML con relevancia diagnostica
y/o clinica, de uno o varios pacientes en la misma prueba, asi como, permite la
investigacidon de otros genes y la acumulacidén de conocimiento sobre estos, lo que
puede tener implicacién en el futuro manejo de la enfermedad [35,102].

Sin embargo, no es oro todo lo que reluce y las moléculas dirigidas no tienen un impacto
tan importante en la evolucién de la enfermedad como se esperaba. Esto tiene que ver
con que muchas dianas terapéuticas actuales son mutaciones fruto de la inestabilidad
genética propia del clon inicial, es decir, no se dirigen contra las mutaciones driver
subyacentes que son el ultimo responsable de la enfermedad, asi como a la existencia
de aberraciones que no conocemos en los genes no estudiados, fendmenos epigenéticos
no explorados ni conocidos, mecanismos adicionales relacionados con el microambiente
tumoral e incluso a diferente metabolizacién de los farmacos, posiblemente en relacion
con la farmacogendmica.

En el caso expuesto, podiamos ver como se utilizaban moléculas dirigidas contra
FLT3-ITD como puede ser midostaurina, asociados a poliquimioterapia, con la
consiguiente erradicacidon de los clones que presentaban esta mutacion. Aun asi, esta
eliminacion no evito la reapariciéon del clon originario principal portador del
reordenamiento KMT2A::AFDN FLT3 negativo, refractario a este y otros tratamientos.
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La constante persistencia de la traslocacién t(6;11)(q27;923) a lo largo de la enfermedad
de la paciente orienta a que esta alteracion es la responsable de la etiopatogenia del
cuadro y de la formacidon de nuevos clones. Esto nos lleva a la conclusidn de que si
gueremos alcanzar con otros subtipos de leucemias lo que se consiguio con la APL Yy los
tratamientos dirigidos contra PML::RARA, son necesarios nuevas moléculas dirigidas
contra estas mutaciones driver o contra vias de sefalizacidon que se encuentren por
debajo en la cascada de senales de estas mutaciones.

Progresivamente con la integracién de estas técnicas citogenético-moleculares va
siendo posible aplicar una medicina personalizada, identificando aberraciones
accionables cuya eliminacidon permite la erradicacion del clon leucémico. Sin embargo,
todavia existe gran desconocimiento del papel de muchas de las variantes encontradas.
No es todavia posible establecer la actitud ante la coexistencia de varias variantes
patogénicas accionables. Los ensayos clinicos siguen enfocados en su mayoria a estudios
multipaciente y no a un enfoque mas personalizado. Es un reto el analisis conjunto de la
informacién obtenida de las diferentes técnicas y la introduccién de la inteligencia
artificial y del Big Data para la obtencidn de nuevos conocimientos y como herramienta
para la asistencia en la consulta y clasificacidon de la informacién que se plantea como
esencial. Aunque por falta de tiempo estos temas no se han podido incluir en el trabajo
es de destacar que son temas en boga. La inteligencia artificial es de gran interés en el
diagnodstico de distintas enfermedades hematoldgicas entre las que se encuentra la
AML. Aportaria la capacidad de automatizar ciertos pasos del diagnéstico facilitando la
interpretacion de los datos y reduciendo los tiempos de respuesta de técnicas como la
NGS. Sin embargo, es una tecnologia todavia emergente y que necesita de un potente
software y hardware para su realizacién.

Las nuevas técnicas como la dPCR y NGS, han mejorado no solo lo comentado
anteriormente, sino que también la monitorizacion de la MRD, ya que estas pruebas
permiten el estudio de muestras con una alta sensibilidad y especificidad. Actualmente,
las dos técnicas mas utilizadas con este fin son la citometria de flujo y la qPCR, aunque
es posible que en el futuro la dPCR e incluso, en algunos casos, la NGS sustituyan la
funcién de esta ultima, debido a que pueden alcanzar sensibilidades incluso mas altas.

Resumiendo, la introduccion de la clasificacion de la WHO en 2001 produjo un cambio
radical en el paradigma de la AML. Mientras que la FAB tenia una vision de la
enfermedad que giraba en torno al fenotipo, la WHO ha conseguido unificar todas las
disciplinas diagndsticas. Esta vision multidisciplinar permite un diagndstico rapido de la
enfermedad con técnicas como la citomorfologia, la citoquimica y el inmunofenotipado
(2-6 horas para el diagndstico), que junto con las técnicas mas potentes para determinar
el prondstico y clasificacion (citogenética y técnicas moleculares), permiten la
caracterizacion integra de la AML, dando lugar a un mayor conocimiento de esta [102].

A lo largo de este trabajo se han explicado las distintas funciones y utilidades de cada
técnica, asi como sus principales desventajas. En este apartado, se enumeran las
conclusiones que se extraen de este trabajo.
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. La AML constituye un grupo de enfermedades heterogéneas. Los distintos subtipos
se diferencian en la existencia de una o varias aberraciones, fenotipicas o
citogendmicas.

. Para la correcta orientacion diagnostica y pronostica de la AML es necesaria la
aplicacion de multiples técnicas fenotipicas y citogendmicas, que nos informan de las
alteraciones fenotipicas y citogendmicas. Esto permite un diagndstico mas preciso de
la enfermedad, con la clasificacion en, cada vez mas, subtipos de AML que presentan
caracteristicas mas homogéneas en cuanto a prondstico, respuesta al tratamiento y
evolucidn de la enfermedad.

. El uso secuencial e integrado de todas las técnicas no sélo permite un mejor
diagndstico, también favorece un uso eficiente de los recursos, dirigiendo y
orientando el estudio a partir de las técnicas mas basicas y rapidas.

. La NGS es una tecnologia que estd aportando informacién muy relevante respecto a
la complejidad genética de los diferentes subtipos de la AML, identificando nuevos
grupos distintos caracterizado por mutaciones concretas, asi como, la identificacion
de las neoplasias de origen germinal.

. Las leucemias germinales representan un porcentaje importante de los pacientes con
AML. Ademads, son un grupo de AML con caracteristicas especiales en su manejo,
alterando el prondstico y tratamiento de los pacientes.

. Aunque vamos incorporando estrategias de medicina personalizada, todavia precisa
de un largo recorrido. El paradigma de esta en la hematologia es la APL, lo cual
requiere el reconocer las anomalias responsables de mantener el fenotipo de la
enfermedad y disponer de tratamientos eficaces contra ellas.

. Porlo anterior, es necesario la investigacion y desarrollo de farmacos dirigidos contra
las mutaciones driver de las AML, buscando dianas que se encuentren al menos por
debajo de su cascada de sefializacién [101].

. La introduccién de la clasificacién de la WHO no sdlo integraba todas las técnicas en
el diagnéstico, sino que supuso un cambio en el prisma con el que nos dirigiamos a la
enfermedad, pasando de un enfoque exclusivamente fenotipico a uno basado en la
integracién de todas las técnicas, reconociendo la importancia de las alteraciones
genética subyacentes en la AML.

. Actualmente existen ciertas dificultades en la introduccién de las técnicas mas
modernas en la rutina del diagndstico de la AML, siendo la mas importante su elevado
coste, aunque también destacando otros como los mayores tiempos de respuesta o
una interpretacién de resultados mas compleja y el disponer de informacion validada
de muchas de las variantes que se detectan.
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ANEXO |

Clasificacion de la WHO 2001 — Primera edicion [29]

AML con alteraciones genéticas recurrentes

AML con (8;21)(q22;G22), (AML1::ETO)

AML con eosindéfilos andmalos en BM e inv(16)(p13;922) o t(16;16)p13;922),
(CBFB::MYH11)

APL con t(15;17)(922;q12),(PML::RARA) y sus variantes

AML con anomalias del 11923 (KMT2A, antes MLL)

AML con displasia multilineal

Después de un MDS o MDS/enfermedad mieloproliferativa (MPD)

Sin antecedentes de MDS o MDS/MPD, pero con displasia en al menos un 50% de
las células o en 2 o mas linajes mieloides

AML y MDS relacionados con la terapia

Tipo relacionado con agentes alquilantes o radiacion

Tipo relacionado con inhibidores de la topoisomerasa Il (algunos pueden ser
linfoides)

Otros

AML no especificada de otra manera

AML minimamente diferenciada

AML sin maduracidn

AML con maduracién

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monoblastica/monocitica aguda

Leucemia eritroide aguda (eritroide/mieloide o eritroleucemia pura)

Leucemia megacariobldstica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis con mielofibrosis aguda

Sarcoma mieloide
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ANEXO Il

Clasificacion de la WHO 2008 — Segunda edicion [30]

AML y neoplasias relacionadas

AML con alteraciones genéticas recurrentes

AML con t(8;21)(g22;q22); RUNX1::RUNX1T1

AML con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB::MYH11

AML con t(15;17)(g22;q12); PML::RARA

AML con t(9;11)(p22;G23); MLLT3::KMT2A

AML con t(6;9)(p23;q34); DEK::NUP214

AML con inv(3)(g21926.2) o t(3;3)(921;926.2); RPN1::EVI1

AML (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15::MKL1

Entidad provisional: AML con NPM1 mutado

Entidad provisional: AML con CEBPA mutado

AML con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con terapia

AML no especificada de otra manera

AML con maduracién minima

AML sin maduracion

AML con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monocitica/monoblastica aguda

Leucemia eritroide aguda

Leucemia eritroide pura

Eritroleucemia, eritroide/mieloide

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down

Mielopoiesis anormal transitoria

Leucemia mieloide asociada al sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas blasticas plasmocitoides
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Clasificacion de la WHO 2016 — Tercera edicion [31].

AML y neoplasias de precursores relacionadas

AML con alteraciones genéticas recurrentes

AML con t(8;21)(g22;922.1);RUNX1::RUNX1T1

AML con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22);CBFB::MYH11

AML con PML::RARA

AML con t(9;11)(p21.3;g23.3);MLLT3::KMT2A

AML con t(6;9)(p23;q34.1); DEK::NUP214

AML con inv(3)(g21.3926.2) o t(3;3)(g21.3;q26.2); GATA2, MECOM

AML (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;913.3);RBM15::MKL1

Entidad provisional: AML con BCR::ABL1

AML con NPM1 mutado

AML con mutaciones bialélicas de CEBPA

Entidad provisional: AML con RUNX1 mutado

AML con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con terapia

AML no especificada de otra manera

AML con maduracién minima

AML sin maduracion

AML con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monocitica/monoblastica aguda

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia baséfila aguda

Panmielosis aguda con fibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down

Mielopoiesis anormal transitoria

Leucemia mieloide asociada al sindrome de Down




ANEXO IV

Tabla que recoge el recombinoma de KMT2A [103].

Leukemia

Cytogenetic abnormality Breakpoint ETR T References type
A. MLL fusion in-frame

Bernard etal. ALL, BAL, AML,

1 t(1;11)(p32;923) 1p32 EPS15/AF1P (1994) CML
Tse et al. AML, t-AML,
2 t(1;11)(g21;923) 1921 MLLT11/AF1Q (1995) ALL, t-ALL, BAL
Haferlach et
3 t(2;11)(p23.3;923) 2g23.3 ASXL2 al. (2016) t-AML
von Bergh et
4 ins(2;11)(g11.2;923) 2q11.2 AFF3/LAF4 al. (2003) ALL
Coenen et al.
5 t(2;11)(q33;923) 2g33 ABI2 (2012) AML
Cerveiraetal. t-AML, AML, t-
6 t(2;11)(q37;923) 2q37 SEPT2 (2006) MDS
Not published
7 t(2;11)(q37.1;923) 2g37.1 GIGYF2 yet ALL
Sano et al.
8 t(3;11)(p21;923) 3p21 NCKIPSD/AF3P21  (2000) t-AML
Meyer et al.
9 t(3;11)(p21.1;923) 3p21.1 DCP1A (2008) ALL, AML
Coenen et al.
10 t(3;11)(q13.13;923) 3g13.13 KIAS1524 (2011) AML
Pegram et al.
11 t(3;11)(q24;923) 3q24 GMPS (2000) t-AML, t-MDS
Daheron et al.
12 t(3;11)(q28;923) 3928 LPP (2001) t-AML
Meyer et al.
13 t(4;11)(p14;923) 4pl4 PDS5A (2011) t-AML, AML
Hayette et al.  t-ALL, t-AML,
14 t(4;11)(p11;923) 4pl11 FRYL (2006) t-MDS
Kojima et al. T-ALL, CML, t-
15 t(4;11)(q21.1;23) 4q21.1 SEPT11/FLJ10849  (2004) ALL, t-AML
Gu et al. ALL, t-ALL,
16 t(4;11)(g21;923) 4921 AF4/AFF1 (1992) BAL, AML
Pession et al.
17 t(4;11)(q35.1;23) 4935.1 SORBS2/ARGBP2  (2006) AML
Not published
18 t(5;11)(q12.1;923) 5q912.1 KIF2A yet ALL
Taki et al.
19 complex abnormalities 5q12.3 CENPK/FKSG14 (1996) AML
Douet-
Guilbert et al.
20 t(5;11)(q23.2;923) 5qg23.2 PRRC1 (2014) t-ALL
Taki et al.
21 ins(5;11)(g31;q13g23) 5931 AFF4/AF5Q31 (1999) ALL
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22
23

24

25

26

27

28
29

30

31

32

33

34

35
36

37

38

39

40
41

42
43

44
45

46

47

48

t(5;11)(q31;423)
t(6;11)(q13;923)

t(6;11)(g15;923)
t(6;11)(q21;923)
t(6;11)(q27;923)

t(7;11)(p22.1;923)

t(7;11)(q11.23;923)
t(7;11)(q21.12;923)

t(7;11)(q32.1;923)

t(9;11)(p13;023)

t(9;11)(p22;023)

t(9;11)(933.2;923)

t(9;11)(q34.11;923)

ins(11;9)(g23;934)inv(11)(q13)(g23)
t(9;11)(gq34.12;q923)

ins(10;11)(p12;q923)

ins(10;11)(p12;923qg13)

t(10;11)(p11.2;923)

t(10;11)(g21;923)
inv(11)(p15.3923)

inv(11)(gq12.1923)
inv(11)(q12.2g23)

t(11;11)(q13.4;923)

inv(11)(q13.4923)
inv(11)(q14q23)
inv(11)(g21q23)

del(11)(q23923.3)

5¢31
6q13

6415
6021
6027
7p22.1

7q11.23
7g21.12

7932.1

9p13

9p22
9933.2
9934.11

9934
9q34.12

10p12

10p12
10p11.2

10921
11p15.3

11q12.1
11q12.2

11q13.4
11q13.4

11q14
11921

11g23.3

ARHGAP26/GRAF
SMAP1

CASP8AP2
FOX03/AF6Q21
MLLT4/AF6
TNRC18/KIAS1856

CLIP2
RUNDC3B

FLNC

CLTA

MLLT3/AF9
DAB2IP/AF9Q34
RABGAP1

FNBP1/FBP17
LAMC3

NEBL

MLLT10/AF10
ABI1

TET1/LCX
NRIP3

BTBD18
PRPF19

ARHGEF17
C2CD3

PICALM/CALM
MAML2

CBL

Borkhardt et
al. (2000)

Park et al.
(2009)

Hillion et al.
(1997)

Prasad et al.
(21993)

Meyer et al.
(2008)

Not published
yet

Haferlach et
al. (2016)

Not published
yet

Nakamura et
al. (1993)

von Bergh et
al. (2004)

Not published
yet

Fuchs et al.
(2001)

Coser et al.
(2010)

Chaplin et al.
(1995)
Taki et al.
(1998)
Ono et al.
(2002)

Alonso et al.
(2012)

Teuffel et al.
(2005)

Wechsler et al.
(2003)

Fu et al.
(2003)

JMML
AML

AML

t-AML, t-ALL
T-ALL, AML, t-
AML, ALL

T-ALL, ALL

B-ALL
T-ALL

t-AML

ALL

AML, t-AML,
ALL, T-ALL,
BAL

AML

ALL

AML
t-AML

AML

AML, t-AML,
ALL, T-ALL,
BAL

AML

AML, ALL
AML

ALL
ALL

AML
AML

AML, ALL
T-ALLt-T-ALL,
t-AML, t-MDS
AML, t-AML,
ALL
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49
50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63
64

65

66

67

68

69

70

71
72

73

74

75

del(11)(g23g23.3)
del(11))(q23924.2)

t(11;12)(q23;p11.23)
t(11;12)(923;q13.2)
t(11;14)(q23;q23.3)
t(11;14)(q23;q32.33)
t(11;15)(q23;q14)
t(11;15)(923;q15.1)
t(11;15)(923;q21)
t(11;15)(923;925.3)
t(11;16)(q23;p13.3)
t(11;16)(q23;p13.11)
t(11;17)(q23;p13.1)
t(11;17)(q23;p11.2)

t(11;17)(923;912)
ins(11;17)(923;921)

t(11;17)(q23;921)
t(11;17)(923;923.1)
t(11;17)(g23;925)
t(11;18)(g23;921)
t(11;19)(g23;p13.3)
t(11;19)(g23;p13.3)

t(11;19)(g23;p13.3)
ins(11;19)(g23;p13.3)

t(11;19)(g23;p13.2)
t(11;19)(g23;p13.1)

t(11;19)(g23;913)
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11g23.3
11g24.2

12p11.23
12q13.2
1423.3
14¢32.33
15q14
15g15.1
1521
1525.3
16p13.3
16p13.11
17p13.1
17p11.2

17q12
17g21

17q21
17923.1
17925
18921
19p13.3
19p13.3

19p13.3
19p13.3

19p13.2
19p13.1

19913

ARHGEF12/LARG
DCPS

ITPR2
SARNP/CIP29
GPHN
CEP170B/KIAA0284
KNL1/CASC5
ZFYVE19/MPFYVE
TCF12

AKAP13
CREBBP/CBP
MYH11

GAS7

TOP3A

LASP1
ACACA

MLLT6/AF17
CLTC
SEPT9/AF17Q25
ME2
MLLT1/ENL
ACER1/ASAH3

SH3GL1/EEN
VAV1

MYO1F
ELL

ACTN4

Kourlas et al.
(2000)

Haferlach et
al. (2016)
Hashii et al.
(2004)
Kuwada et al.
(2001)
Burmeister et
al. (2008)
Hayette et al.
(2000)
Chinwalla et
al. (2003)

Not published
yet

Taki et al.
(1997)

Megonigal et
al. (2000)
Herbaux et al.
(2012)

Strehl et al.
(2003)

Prasad et al.
(1994)

Not published
yet

Osaka et al.
(1999)
Szotkowski et
al. (2015)
Tkachuk et al.
(1992)

Lo Nigro et al.
(2002)

So et al.
(1997)

Lo Nigro et al.
(2002)
Thirman et al.
(1994)
Burmeister et
al. (2009)

AML, t-AML
AML

t-MDS

AML

AML, t-AML
t-AML

AML, t-MDS,
ALL,

AML

t-AML

t-AML
t-MDS, t-AML,
AML, t-ALL, t-
CML

AML

t-AML

AML

AML
AML

AML, ALL
AML

t-AML, AML,
MDS, ALL
t-AML

ALL, T-ALL,
AML, BAL, t-AL
ALL

AML
AML

AML
ALL, BAL, AML,
t-AML

t-ALL, t-AML



76

77

78

79

80

81

82

83

84

t(11;20)(923;911.21)
t(11;20)(g23;913.2)
t(11;22)(923;911.21)
t(11;22)(q23;913)
t(11;22)(g23;913.2)
t(X;11)(913.1;923)
ins(X;11)(g24;923)
ins(X;11)(g26.3;923)

ins(11;X)(g23928q13.1)

B. MLL fusion not in-frame

1
2

W

O 00 N O U»n

10

1

00N OO U A WNE DO UVLPE WN

t(3;11)(p21.3;923)
t(3;11)(q21.3;923)

t(6;11)(p22.3;923)
inv(11)(p15.5923)

complex
t(11;15)(g23.3;921)
inv(11)(g23.3923)
del(11)(9239g23.3)
del(11)(923923.3)

t(2;11;19)(p23.3;923;p13.3)
C. No partner gene fused to 5'-MLL gene

t(1;11)(p13.1;923)

t
t

6;11)(q27;923)
9;11)(p13.3;923)
t(11;11)(g23;923.3)
t(11;11)(g23;924.3)
t(11;21)(g23;922)

—_ e~~~

t(1;11)(p36;923)
t(1;11)(g31;G23)
t(1;11)(q32;G23)
t(2;11)(p21;G23)
t(2;11)(937;923)
t(3;11)(p13;923)
t(4;11)(p11;923)
t(6;11)(g13;923)

20q11.21
20q13.2
22q11.21
22q13
22q13.2
Xq13.1
Xq24
Xq26.3
Xq28

3p21.3
3g21.3

6p22.3
11p15.5

11q14
11923.3
11923.3
11923.3
11g23.3
19p13.3

1p13.1

6927
9p13.3
11923.3
11924.3
21g22

MAPRE1
PFDN4
SEPT5/CDCREL
MKL1
EP300/P300
FOXO4/AFX
SEPT6

CT4552

FLNA

SACM1L
EEFSEC/SELB

NUP153
AP2S2

NOX4
LOC100131626
BUD13
CEP164

BCLOL
LOC100128568

. Not characterized at the molecular level (published by others)

Fu et al.
(2005)

Not published
yet
Megonigal et
al. (1998)

Not published
yet

Ida et al.
(1997)

Parry et al.
(1994)
Borkhardt et
al. (2001)
Cerveira et al.
(2010)

De Braekeleer
et al. (2009)

Not published
yet

Not published
yet

Not published
yet

ALL

T-ALL

AML, T-ALL
ALL

t-AML

T-ALL, ALL, t-
ALL,CLL, AML
AML

BAL

AML

N/A
ALL

ALL
AML

ALL
MDS
AML
t-ALL
ALL
AML

PMF

AML
t-ALL
ALL, AML
AML
t-ALL
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

t(7;11)(p15;G23)

t(7;11)(922;q23)

t(7;11)(q32;923)

t(8;11)(q11;q23)

t(8;11)(921;q23)

t(8;11)(924;023)

t(9;11)(p11;923)

t(9;11)(933;923)

t(10;11)(g25;023)

t(11;11)(q11;23)

t(11;11)(q13;023)

t(11;11)(g21;q23)

t(11;12)(q23;p13)

t(11;12)(q23;q13)

t(11;12)(q23;024)

t(4;13;11)(q21;934;923)

t(11;14)(q23;q11)

t(11;14)(q23;932)

t(11;15)q23;q15)

t(11;17)(g23;q11)

t(11;17)(923;923)

t(11;18)(g23;q12)

t(11;18)(g23;q23)

t(11;20)(g23;q13)

t(11;21)(q23;q11)

t(Y;11)(p11;923)

t(X;11)(922;923)
En esta tabla podemos ver las distintas traslocaciones de KMT2A descritas. Las distintas
traslocaciones se relacionan distintos tipos de neoplasias, y dentro de la AML, implican
un distinto impacto en el prondstico de la enfermedad. Por ejemplo, 1at(9;11)(p22;923),
tiene un mejor prondstico que el resto de las AML con translocaciones en KMT2A, por
lo que fue separada en la clasificaciéon de la WHO de 2008 en otro grupo, con una
supervivencia global a los 10 afios de aproximadamente un 39%. Esta se asocia con
caracteristicas monociticas y constituye un tercio de todas las reordenaciones de KMT2A
en la AML [104,105].

Otra translocacion interesante de este gen es lat(1;11)(g21;923) que expresa la proteina
de fusion MLL-AF1Q::MLLT1. Como el caso anterior, esta anomalia confiere buen
pronostico, con una supervivencia de alrededor del 90%, lo que sugiere una baja
capacidad oncogénica [106].

67



