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Resumen

Introduccion: La integracion de tecnologias y conocimientos del laboratorio y la clinica es clave para un diagndstico pre-
ciso de las neoplasias hematoldgicas. En la ultima década, la secuenciacion masiva ha permitido caracterizar el perfil mo-
lecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el nimero de copias y genes de fusion recurrentes.
Este avance ha impulsado la actualizacion de las recomendaciones para el diagndstico y el manejo de los pacientes con
neoplasias hematoldgicas. Las clasificaciones recientes de la Organizacién Mundial de la Salud, la International Consensus
Classification y la European LeukemiaNet destacan la relevancia de los datos genéticos, incorporandolos en sus algoritmos
diagndsticos y de estratificacion del riesgo. En este contexto, la implementacion de paneles dirigidos de secuenciacion
masiva se recomienda por su capacidad para analizar multiples alteraciones genéticas. Objetivo: Aunque la secuenciacion
masiva esta disponible en muchos laboratorios, su uso no esta estandarizado y no hay consenso sobre la metodologia ni
los genes que se deben evaluar en cada patologia. Material y método: E/ Grupo de Biologia Molecular en Hematologia, en
colaboracion con un panel de expertos, elabord esta guia consensuada. Resultados: Se recogen los genes de interés
segun su relevancia clinica y evidencia cientifica. Conclusiones: Esta guia busca orientar a los profesionales sobre el uso
de paneles dirigidos de secuenciacion masiva en la leucemia linfobldstica aguda.
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Abstract

Introduction: The integration of laboratory and clinical technologies and knowledge is key to an accurate diagnosis of
hematologic neoplasms. Over the past decade, next-generation sequencing has enabled the molecular characterization of
these diseases, identifying mutations, copy number variations, and recurrent fusion genes. This advancement has driven the
update of recommendations for the diagnosis and management of patients with hematologic neoplasms. Recent classifi-
cations by the World Health Organization, the International Consensus Classification and the European LeukemiaNet highli-
ght the relevance of genetic data, incorporating them into their diagnostic and risk stratification algorithms. In this context,
the implementation of targeted next-generation sequencing panels is recommended for their ability to simultaneously analyze
multiple genetic alterations. Objective: Although next-generation sequencing is available in many laboratories, its use is not
yet standardized, and there is no clear consensus on the methodology or the genes to be evaluated for each pathology.
Material and method: The Molecular Biology Group in Hematology, in collaboration with a panel of experts, developed this
consensus guide. Results: Genes of interest were compiled based on their clinical relevance and the scientific evidence.
Conclusions: This guide aims to assist professionals in the use of targeted next-generation sequencing panels in acute

lymphoblastic leukemia.

Keywords: Acute lymphoblastic leukemia. Next generation sequencing. Consensus guidelines.

Introduccion

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neopla-
sia hematoldgica caracterizada por la proliferacion clonal
de células linfoides inmaduras. Presenta una incidencia
segun la edad con una distribucion bimodal, observan-
dose un pico entre los 3 y 5 afios (representa alrededor
del 30% del céncer pediatrico) y otro a los 50 afos'.

El inicio de la LLA se asocia con lesiones molecula-
res muy diversas, que incluyen alteraciones citogené-
ticas numéricas o aneuploidias, como por ejemplo las
trisomias, y alteraciones estructurales como las trans-
locaciones y las ganancias y pérdidas de material
genético (variaciones del nimero de copias [CNV, copy
number variation]). Ademas, en la LLA se observa un
gran nimero de mutaciones puntuales (variaciones de
nucleétido unico [SNV, single nucleotide variant]) e
inserciones/deleciones (indel). El patrén de anomalias
es diferente entre la LLA de las estirpes By T, y tiene
una influencia considerable en el prondstico y en las
decisiones terapéuticas®. Esta constelacion de altera-
ciones ha obligado a incorporar en el diagndstico mole-
cular «clasico» de la LLA diferentes aproximaciones
metodoldgicas en funcidn del tipo de lesién. Aunque
las técnicas de alto rendimiento, como la secuencia-
cién masiva (NGS, next generation sequencing) de
todo el genoma, permiten abordar este amplio espectro
de alteraciones moleculares, en el ambito asistencial
se ha optado mayoritariamente por el uso de paneles
dirigidos, ya que pueden disefarse para detectar dife-
rentes tipos de lesiones genéticas, tienen un coste
asequible y el analisis de datos no requiere personal
bioinformatico especializado. No obstante, el desarrollo
de estos paneles en la LLA supone un reto, ya que

deben optimizarse para poder detectar todo tipo de
lesiones genéticas®.

En el caso especifico del estudio de la enfermedad
medible residual existen otros tipos de paneles de NGS
basados en el estudio de clonalidad y cuantificacion de
los reordenamientos de las inmunoglobulinas o de los
receptores de células T presentes en los distintos clo-
nes leucémicos, o en la cuantificacion de alteraciones
especificas como la fusion BCR::ABL1. Estas aproxi-
maciones metodoldgicas estan siendo estandarizadas
y han demostrado tener una alta sensibilidad (detec-
cion de 1 célula tumoral entre 1.000.000 sanas, sensi-
bilidad de 10-6)4.

Método
Tipo de muestra

El estudio mediante NGS se realiza preferentemente
en médula dsea, aunque se puede hacer en sangre
periférica si hay suficiente infiltraciéon leucémica. En
cualquier caso, es conveniente conocer el porcentaje
de blastos para llevar a cabo una correcta interpreta-
cion de los resultados.

Debido a la creciente relevancia que esta adqui-
riendo la determinacién de variantes germinales por
NGS en la etiologia del cancer, algunos grupos realizan
el andlisis de muestras pareadas de tumor y control
germinal de los pacientes con LLA (de cualquier edad)
en el momento del diagndstico. Este doble andlisis es,
evidentemente, mas laborioso y costoso, pero puede
ser Util para entender y analizar mejor los resultados
de NGS de la rutina diagndstica, recabar datos para
comprender totalmente la etiologia de la LLA, y mejorar
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su estratificacion, tratamiento (mas personalizado y
menos toxico) y supervivencia en el futuro®. En caso
de encontrar variantes de origen germinal, el paciente
debe ser remitido a unidades especializadas en con-
sejo genético.

Momento de estudio

Al diagnostico y ante un fallo del tratamiento (ya sea
por recaida o por refractariedad al tratamiento).

Tipo de alteraciones

La presencia de alteraciones de distinta naturaleza
ha condicionado el uso de diferentes metodologias
para el estudio de la LLA. De forma clasica, se han
utilizado el cariotipo y la hibridacion in situ fluorescente
(FISH) para detectar alteraciones numéricas y estruc-
turales. Estos estudios se han complementado con la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) para detectar fusiones cripticas,
MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion) o array de SNP (single nucleotide polymorphism
array) para la identificacion de CNV, y la secuenciacion
por Sanger para detectar mutaciones puntuales.
Recientemente se ha desarrollado el mapeo genémico
optico, capaz de detectar aneuploidias, CNV vy translo-
caciones, por lo que puede resultar muy atractivo para
el estudio de la LLA®.

Por su parte, la diversidad estructural de la LLA ha
obligado a la mayoria de las soluciones metodoldgicas
basadas en paneles de NGS a llevar a cabo dos estu-
dios en paralelo: uno en ADN para detectar SNV, indel,
ganancias y pérdidas (génicas o cromosdmicas), y otro
en ARN para detectar transcritos de fusion y alteracio-
nes de la expresion génica.

TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS

La deteccidn de estas variantes estructurales puede
ser complicada, principalmente por dos motivos: 1)
algunos de los genes translocados en la LLA son pro-
miscuos y presentan diferentes puntos de corte, como
el gen KMT2A, que puede reordenarse con mas de 130
genes diferentes’; y 2) no todas las translocaciones
generan transcritos de fusion, por lo que no podran ser
detectadas por paneles basados en ARN. Debido a
estas particularidades, la deteccion de translocaciones
se puede abordar utilizando dos tipos de paneles:

- Paneles basados en ADN: se emplean especifica-
mente paneles de captura que, en funcién de su

disefio, permiten identificar a partir de la misma
muestra tanto mutaciones como alteraciones estruc-
turales. Para la deteccion de fusiones se puede di-
sefiar Unicamente la captura de uno de los genes
implicados en la translocacion o bien de regiones de
ambos lados del reordenamiento para aumentar la
probabilidad de deteccion®. En general se incluyen
aquellos genes reordenados con valor prondstico o
con posible terapia dirigida (por ejemplo, KMT2A,
JAK2, ABL1). En este tipo de paneles es necesario
que queden cubiertas todas las regiones que puedan
estar implicadas en posibles reordenamientos, inclui-
das zonas intrénicas. Esto implica un aumento en el
numero de lecturas para estos genes, 1o que conlleva
una disminucion de la profundidad total del resto de
las regiones. Asi pues, si bien resultan utiles para el
diagndstico, no es recomendable su uso para el se-
guimiento de la enfermedad.

— Paneles basados en ARN: los paneles dirigidos de
ARN para la identificacién de fusiones presentan la
ventaja de requerir una menor profundidad de lectura
que los paneles basados en ADN, lo que reduce su
coste. Por otra parte, requieren, en general, conocer
los puntos de corte de los dos genes implicados en
la fusion, lo que limita la capacidad de deteccion de
fusiones a un subgrupo conocido. Sin embargo, exis-
ten alternativas que permiten solventar este proble-
ma: 1) algunas soluciones bioinformdticas permiten
la identificacién de fusiones con partners no inclui-
dos en el disefio del panel a partir del analisis espe-
cifico del alineamiento de lecturas del gen driver,
aunque no permiten identificar el partner implicado;
y b) los paneles basados en anchored multiplex PCR
permiten amplificar y secuenciar cualquier fusion que
implique los genes driver incluidos en el disefo®.
Por otra parte, tal como hemos mencionado, algunas

translocaciones clinicamente relevantes no dan lugar

a la transcripcion de genes quiméricos. Sin embargo,

si los oncogenes implicados se posicionan bajo el

dominio de promotores potentes, se producird una
sobreexpresion de ellos. En estos casos, se pueden
utilizar los paneles de ARN para cuantificar esa expre-
sion, usando el numero de lecturas de la diana res-
pecto del nimero total de lecturas de ARN. Un ejemplo
de este mecanismo serian las translocaciones de

CRLF2. Este gen puede estar sobreexpresado en la

LLA Ph-like mediante tres mecanismos principales:

- Translocacion criptica con el cromosoma 14q32.33,
que produce la fusion IGH::CRLF2 y la activacion
transcripcional de CRLF2 por accion del enhancer
de IGH.
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— Delecién intersticial en la region pseudoautosémica
PAR1 (pseudo autosomal region 1), localizada en el
cromosoma Xp22 o Yp11, que contiene, entre otros, los
genes SHOX, CRLF2, CSF2RA, IL3RA y P2RY8°. Esta
delecion provoca la fusién de P2RY8::CRLF2 y la so-
breexpresion de CRLF2 por via del promotor de P2RYS.

— Mutacion activadora p.F232C en el gen CRLF2'°.
Por otro lado, la expresién de genes mediante pane-

les de NGS puede ser util para clasificar las LLA-T y

las LLA-B denominadas BCR::ABL1-like, u otros subti-

pos genéticos'".

CNV Y AMPLIFICACION INTRACROMOSOMICA DEL
cromosoma 21

La identificacion de CNV mediante NGS se basa en
la cuantificacién relativa del nimero de lecturas en la
muestra problema respecto al promedio de lecturas
obtenido a partir de un grupo de muestras control (sin
alteraciones). Esta aproximacion permite detectar la pér-
dida de genes recurrentemente delecionados en la LLA,
como BTG1, CDKN2A/B, EBF1, ETV6, IKZF1, PAX5 y
RB1, o la delecion intersticial en la regién PAR1 que
genera el gen de fusion P2RY8::CRLF2. La delecion
concurrente de algunos de estos genes tiene valor pro-
nostico en la LLA, por lo que su identificacion se ha
incluido en distintos protocolos pediatricos'®'3. El anali-
sis de CNV también es Util para identificar a los pacien-
tes con amplificacion intracromosémica del cromosoma
21 (IAMP21). La iAMP21 genera una estructura com-
pleja en el cromosoma 21, con varias regiones afecta-
das por ganancias, amplificaciones, inversiones vy
deleciones. Aunque la estructura de las alteraciones que
engloba la alteracion iAMP21 es variable entre pacien-
tes, se deben detectar, de forma consistente, al menos
tres copias extra del gen RUNXT (= 5 copias por FISH)™.

ANEUPLOIDIAS

La identificacion de aneuploidias requiere el disefio de
amplicones o sondas repartidas a lo largo de todo el cro-
mosoma que Se gana o se pierde. La necesidad de cubrir
multiples genes para poder identificar la ganancia o pér-
dida de cromosomas enteros puede suponer una limita-
cién, ya que incrementa considerablemente el tamafio del
panel.

MUTACIONES PUNTUALES E INDEL

Las dificultades que podemos encontrar en cuanto a
la deteccién de mutaciones puntuales e indel radican

principalmente en el hecho de que se localicen en regio-
nes dificiles de cubrir debido al alto contenido de CyG o
en regiones repetitivas, o con pequefias deleciones.
Todo esto puede provocar una disminucion de la profun-
didad de lectura en la region. Por ejemplo, el exén 2 de
SH2B3 presenta una baja profundidad de lectura en los
paneles de ADN. En el caso de las indel, su deteccion
puede ser imprecisa porque su posicién con respecto a
la referencia es, en muchos casos, ambigua, pudiendo
estar representada en numerosas localizaciones.

Recomendacion de genes para un panel
de NGS en la leucemia linfoblastica
aguda

Tal como se ha comentado anteriormente, la LLA es
una neoplasia muy heterogénea en cuanto a alteracio-
nes genéticas primarias (reordenamientos y aneuploi-
dias) y secundarias (SNV, indel y CNV). Las alteraciones
primarias definen subtipos bioldgicos, aunque algunas
mutaciones puntuales también se pueden considerar
eventos iniciadores de la leucemogénesis (por ejemplo,
PAX5 p.P80R o IKZF1 p.N159Y). A continuacion, se
describen los genes cuyo analisis es relevante en la
LLA, consensuados por el Grupo de Biologia Molecular
en Hematologia (GBMH), clasificadndolos segun si su
estudio es altamente recomendable u opcional, en fun-
cién de los siguientes criterios:

- Se han considerado como altamente recomendables
aquellas alteraciones que identifican subtipos de LLA
reconocidos por la Organizacién Mundial de la Salud
o la International Consensus Classification de las
neoplasias mieloides y las leucemias agudas'', asi
como el estudio de las variantes que, aunque no de-
finen tipos de LLA, son necesarias para la toma de
decisiones clinicas segun los algoritmos de las guias
de tratamiento de la LLA vigentes (PETHEMA LAL19
para LLA del adulto [NCT04179929] y ALLTogether
para LLA pediatricas [NCT03911128]) (Tablas 1 a 4).

- Se ha considerado como opcional el estudio de va-
riantes con un menor impacto clinico, pero que: a)
son recurrentes en la LLA; b) son significativamente
mas frecuentes en un subtipo de LLA determinado,
por lo que ofrecen informacién valiosa para clasifi-
carla; o ¢) son dianas terapéuticas (Tablas 5 a 7).

Genes cuyo estudio es altamente
recomendable en la LLA

En las tablas 1 a 4 se indica si el estudio del gen,
variante o fusién, ademas la utilidad clinica indicada,
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Tabla 1. Variaciones de nucledtido Gnico o inserciones/deleciones que definen enfermedades reconocidas por la
Organizacion Mundial de la Salud o la International Consensus Classification

ID transcrito Subtipo | Diagnéstico | Pronédstico | Tratamiento | Descartar Resistencia
de referencia origen a farmaco
germinal
CRLF2 NM_022148 Gen completo B X X X
IKZF1 NM_006060 N159Y B X X X X X
JAK1 NM_00022277 Exones 9-23 B X X X
JAK2 NM_004972 Exones 8, B X X X X
12-21y 24
JAK3 NM_000215 Exones 2, 4,5 B X X X
y 10-19

PAX5 NM_016734 P8OR B X X X X
ZEB2 NM_014795 H1038R B X X

No se recogen los polimorfismos relacionados con el metabolismo de farmacos por no ser objeto de este documento.

Tabla 2. Variaciones de nucledtido tnico o inserciones/deleciones utilizadas para estratificar el riesgo (PETHEMA LAL19
o ALLTogether)

ID transcrito Region Diagnéstico | Prondstico | Tratamiento Descartar
de referencia origen germinal
X X

FBXW7 NM_018315 Gen completo T
KRAS NM_004985 Gen completo B/T X X
NOTCH1 NM_017617 Exones 6, 7, 11, 12, 17, 25-28, T X X
33y 34
NRAS NM_002524 Gen completo B/T X X
PTEN NM_000314.8 Gen completo T X X
TP53 NM_000546 Exones 2-12 B X X X

Tabla 3. Variaciones del nimero de copias para estratificar el riesgo (PETHEMA LAL19 o ALLTogether)

e T B R
X X

BTG1
CDKN2A X
CDKN2B X
EBF1

ERG

ETV6

IKZF1

Region PAR1*
PAX5

PTEN

RB1

<X X X X X X X X X XxX Xx
<X X X X X X X X

RUNXT

T ™ ™ 4 W T W W W W W W

TP53

pas
>

X

*Aunque se han identificado 24 genes en esta region pseudoautosomica de 2,8 Mb (PAR1), seria suficiente analizar los genes SHOX, CRLF2, CSF2RA, IL3RA y P2RY8.
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Tabla 4. Reordenamientos que definen enfermedades definidas por la Organizacion Mundial de la Salud o la
International Consensus Classification

Diagnéstico Pronadstico Tratamiento Resistencia a
farmaco
X X X X

ABLT* B

ABL2 B X X X X
BCL11B T (ETP-LLA) X

BHLH, otros™ T X

CEBPE" B X

CRLF2 B X X X X
CSFIR B X X X X
DUX4 B X X

EPOR B X X X X
ETV6 B X X

HLF B X X X
HOXAT T X

IGH B X X

JAK2 B X X X X
KMT2A B X X X

LMO1-2" T X

LYN B X X X

MEF2D B X X X X
mMyc B X X X X
NKX2" T X

NTRK3 B X X X X
NUTM1 B X X

PAX5 B X X X

PDGFRA B X X X X
PDGFRB B X X X X
SPIT* T X

TAL1-2! T X

TLX1-3" T X

TCF3 B X X

UBTF (CDX2) B X X

ZINF384 (362) B X X X X

*La International Consensus Classification recomienda diferenciar los casos con implicacion (inicamente linfoide o multilinea.
"Enfermedad provisional reconocida por la International Consensus Classification.
ETP: early T-cell precursor.
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Tabla 5. Variaciones de nucleétido (nico o inserciones/deleciones en genes de estudio opcional

ID transcrito Region Diagnéstico | Pronostico | Tratamiento Descartar Resistencia
de origen a farmaco
referencia germinal

ABL1 NM_005157 Exones 4-10 B X X X
ATM NM_000051 Exon 3 B/T X X X
ASXL1 NM_015338 Gen completo T X
BCL11B NM_138576 Gen completo T X
BRAF NM_004333 Exones 3, 10, B/T X X
11,15, 17y 18
BTG1 NM_001731 Gen completo B X X
CBL NM_005188 Exones 8, 9 B X X X
cD19 NM_001770 Exones 26 B X X X
CD22 NM_001771 Exones 4, 11-13 B X X X
CDKN2A NM_058197 Gen completo B/T X X X X
CDKN2B NM_004936 Gen completo B/T X X X
CREBBP* NM_004380 Exones 1, 4, 5, B X X X
6,7,10, 14y

16-31
CTCF NM_006565 Exon 6 T X
CXCR4 NM_003467 Gen completo B X X
DNMT3A NM_175629 Exones 13-23 T X X
DNM2 NM_004945 Exones 2-22 T X
EBF1 NM_024007 Gen completo B X
EPOR NM_033663 Exones 2y 3 B X X
ERG NM_004449 Exon 11 B/T X X X
ETV6 NM_001987 Gen completo B X X
EZH2 NM_004456 Gen completo T X
FLT3 NM_004119 Exones 5, 8-10, B/T X X

12-16y

18-22
FPGS” NM_004957 Gen completo B X X X X
GATA3 NM_001002295 Intrén 3 T X
IDHT1 NM_005896 Exones 4,7 B X X X
IDH2 NM_002168 Exon 4 B X X X
IKZF1* NM_006060 Gen completo B X X X X X
IKZF3 NM_012481 Exones 1-8 B X
IL2RB NM_000878 Exén 3 B X X X
IL7R NM_002185 Exones 3, 5, 6 B/T X X
MSH2" NM_000251 Gen completo B/T X X
MSH6" NM_000179 Gen completo B X X

(Contindia)
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Tabla 5. Variaciones de nucledtido Gnico o inserciones/deleciones en genes de estudio opcional (continuacién)

ID transcrito Region Diagnéstico | Prondstico | Tratamiento Descartar Resistencia
de origen a farmaco
referencia germinal

myc NM_002467 Exon 2 T X
NF1 NM_001042492 Exones 4, 9-25, X

28, 30, 31, 34,

36-38, 40, 42,

51,52y 57

NOTCH2 NM_024408 Exones 11y 34 T X X
NOTCH3 NM_000435 Exon 33 T X X
NR3CT* NM_000176 Gen completo B X
NR3C2* NM_000901 Gen completo B X
NT5C2 NM_001351169 Gen completo B X X X X
PAX5" NM_016734 Gen completo B X X X X
PHF6 NM_032458 Gen completo B/T X
PMS2! NM_000535 Gen completo B X X X
PRPST1? NM_002764 Gen completo B X X X X
PRPS2' NM_002765 Gen completo B X X X
PTPNT1 NM_002834 Gen completo B/T X X
RB1 NM_00321 Exones 4, 8, 9, B/T X X

13,16,19,20 y

23
SETD2 NM_014159 Gen completo B X
SH2B3 NM_005475 Gen completo B/T X X
STAT5B NM_012448 Exones 16-18 T X X X
TET2 NM_001127208 Gen completo T X
TYK2 NM_003331 Exones 7, 8, 20 B X X
y 22

U2AF1 NM_006758 Exones 1-8 T X X
WHSC1* NM_001042424 Exones 4-11 B X X
wri1 NM_000378 Exones 5-9 T X
ZEBZ* NM_014795 Exon 10 B X X

*Genes relacionados con resistencia al tratamiento que pueden encontrarse mutados tanto en el momento del diagnéstico como en una recaida.

"Genes que solo se observan mutados en una recaida con la sensibilidad actual.
*Genes incluidos en la tabla 1 (en los cuales las mutaciones puntuales definen categorias definidas por la Organizacion Mundial de la Salud o la International Consensus
Classification) para los cuales la identificacion de mutaciones en otras regiones cumple criterios de opcionalidad.

Utilidad clinica

Diagndstico y estratificacion del riesgo
de recaida

puede ser potencialmente relevante en otros aspectos
clinicos (Tabla Suplementaria 1).

Genes cuyo estudio es opcional en la LLA o L ) ,
El diagndstico y la estratificacion segun el riesgo de

recaida de la LLA requiere un abordaje multidisciplina-
rio mediante diferentes técnicas de laboratorio, como

Los genes cuyo estudio se considera opcional en la
LLA se detallan en las tablas 5 a 7.
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Tabla 6. Variaciones del nimero de copias en genes de estudio opcional

Diagnéstico Prondstico Tratamiento Predisposicion Resistencia a farmaco
hereditaria

CcD19 B X
CD22 B X
CREBBP B/T X
NR3C1 B/T X
NR3C2 B X
SH2B3 B/T X
VPREBT B X

Tabla 7. Fusiones en genes de estudio opcional

< X X X X X X
<X X X X X

N T e e BT
X X X

BCL2 B
BCL6
BLNK
HOX11L2
TCR

o 4 4 W w

X
X
X
X
X

TYK2

el estudio de la morfologia celular (> 20% blastos en
la médula 6sea para distinguir del linfoma linfoblastico),
el inmunofenotipo (estadio de maduracion de los blas-
tos y establecer el linaje B [descartar leucemia de tipo
Burkitt] o T), la citogenética (estudio de bandas G,
FISH, SNP array) y la biologia molecular (técnicas
basadas en PCR y NGS)".

El tratamiento convencional de la LLA consiste en la
administracion de quimioterapia seguida o no de tras-
plante de progenitores hematopoyéticos. Los diferentes
factores prondsticos basales, como la edad y el estado
general del paciente (ECOG, Eastern Cooperative
Oncology Group), el recuento de leucocitos y la cito-
genética de la LLA condicionan la intensidad del trata-
miento (modificacién de dosis, trasplante de
progenitores hematopoyéticos o mantenimiento con
quimioterapia) que recibe cada paciente'”'8. En este
sentido, la edad (intimamente relacionada con la tole-
rancia a altas dosis de quimioterapia) es un factor
pronostico de primer orden, ya que la tasa de curacion
de la LLA pediatrica (> 90%) es muy superior a la de
la poblacion adulta (40-50%). El recuento de leucocitos

X
X
X
X
X

en el momento del diagndstico también ofrece informa-
cién prondstica, pues los pacientes que presentan
hiperleucocitosis (> 30 x 10%I en la LLA-B y > 100 x
10%1 en la LLA-T) tienen mayor probabilidad de recaida
que aquellos con recuentos inferiores a dichos valores.
Finalmente, la genética determina en gran medida las
probabilidades de supervivencia de los pacientes por-
que, por ejemplo, la LLA con alta hiperdiploidia (51-65
cromosomas) tiene un prondstico excelente, mientras
que la probabilidad de curacién de una LLA con baja
hipodiploidia (30-39 cromosomas/60-78 cromosomas,
baja hipodiploidia con endorreduplicacion) se sitda en
torno al 50%, independientemente de la edad del
paciente.

Cabe destacar que la distribucién de subtipos genéti-
cos es muy diferente en funcién de la edad, hecho que
también contribuye a esta disparidad en el prondstico
entre nifios, adultos y ancianos. De este modo, la mitad
de los nifios con LLA de precursores B tienen una gené-
tica favorable (por ejemplo, ETV6::RUNX1 o alta hiperdi-
ploidia) y tan solo un 10% presentan una genética de alto
riesgo, mientras que la mitad de los adultos presentan
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Tabla 8. Principales alteraciones primarias de la leucemia linfoblastica aguda de precursores B

Subtipos
bioldgicos

Reordenamiento
BCR:ABL1
(cromosoma Ph)

Ph/BCR::ABL1-like

Reordenamiento
KMT2A

Reordenamiento
ETV6::RUNXT

ETV6::RUNXI-like

Reordenamiento
TCF3:PBX1

Reordenamiento
HLF

Reordenamiento
DUX4

Reordenamiento
MEF2D

Reordenamiento
ZNF384
(y ZNF362)

Colesiones

Delecion IKZF1,
CDKNZ2A/B,

PAX5, BTG1
Mutacién ABLT en
recaida o respuesta
suboptima

Delecién/mutacion
IKZF1

Delecion CDKN2A/B,
PAX5, EBF1
Mutacion JAK2,
CRLF2, IL7R, K/
RAS, PTPN11, FLT3

Dependiente de gen
de fusion

Delecion CDKN2A/B
y PAX5

Mutacion K/NRAS,
FLT3, TP53

Delecion ETVS,
IKZF1, CDKN2A/B,
PAX5

Mutacion K/NRAS,
WHSC1

Reordenamiento
ETV6

Delecion ETVE,
IKZF1, TCF3,
ARPP21

19+, delecién
CDKNZ2A/B, RBI,
PAX5

Mutacion PHF6,
PBX1

Delecion
CDKN2A/B, PAX5,
BTG1, VPREB1
Mutacién K/NRAS,
PTPN11, FLT3

Delecion ERG, IKZF1
Mutacién NRAS,
TP53

Delecion CDKN2A/B
Mutacion NOTCH1,
PHF6, K/NRAS

Mutacion K/NRAS,
PTPNT1, FLT3,
EZH2, ETV6

3% nifios
25% adultos

10-15% nifos
20% adultos

4% nifos
10-15%
adultos

25% nifios
1% adultos

3% nifios
< 1% adultos

5% nifios y
adultos

< 1% nifos y
adultos

5% nifios y

adultos

2% nifos
3% adultos

2% nifios
4% adultos

Pronostico

Desfavorable
sin ITK

Desfavorable
(subtipo
ABLclass
mejor
pronostico con
ITK)

Desfavorable

Excelente

Favorable-
intermedio

Favorable-
intermedio

Desfavorable

Excelente

Intermedio-
desfavorable

Favorable
(TCF3::ZNF384
intermedio)

Terapia dirigida

TK, inhibidores JAK/STATi,
BCR/BTK, PD-1/PD-L1,
CDKS8, aurora cinasas A/B/C

ITK para ABL-class (ABLI,
ABL2, CSFIR, PDGFRA,
PDGRFB, LYN)
Inhibidores JAK/STAT,
mTOR/PI3K, BCL2 para
JAK-class (CRLF2, JAK2,
EPOR, BLNK, TSLP. IL2RB)

Inhibidores DOT1L, MENT,
CDK4/6, HDAC, BCL2/BCLXL

Inhibidores CDK4/6, mTOR/
PI3K, cinasas familia SRC

ITK, inhibidores CDK4/6,
BCL2/BCL-XL
Inhibidores HDAC para

fusion MEF2D-BCLY

Inhibidores HDAC y FLT3

Terapia
dirigida
aprobada
oen
ensayo
Si 26, 27
Si 26-28
Si 26, 27
26, 27
26, 27
Si 26-30
Si 26,217, 29,
31
26, 217,32
Si 26, 27,33
Si 26,27,34
(Contintia)
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Tabla 8. Principales alteraciones primarias de la leucemia linfoblastica aguda de precursores B (continuacién)

Subtipos Colesiones Prondstico

biologicos

Terapia dirigida Terapia

dirigida

aprobada
oen
ensayo

PAXb5alt

Reordenamientos
MYC, BCL2
(+ BCL6)

Reordenamiento
NUTM1

Reordenamiento
UBTF::ATXN7L3
(CDX2high)

PAX5 P8OR

IKZF1 N159Y

ZEB2 H1038R/
Reordenamiento
CEBP::IGH

IDHT R132C/
IDH2 R140Q

CXCR4alt'

Mutacion/delecion/
amplificacion PAX5
Delecion CDKN2A/B,
IKZF1, ETVS,
VPREB1, TOX
Mutacion K/NRAS,
FLT3, JAK1

Mutacion TP53,
K/NRAS

Mutacion NRAS

1q+, delecion
13912.2 inmediacion
FLT3/PAN3
(sobreexpresion
CDX2)

Delecion PAX5,
ETV6, CREBBP
Mutacion CREBBP.
K/NRAS, CXCR4*

Mutacion PAX5
P80R

Delecion PAXS,
CDKN2A/B, IKZF1
Mutacién K/NRAS,
PTPNT11, IL7R,
SETD2

Mutacion IKZF1
N159Y
Trisomia 21

Mutacién ZEB2
H1038R y
reordenamiento IGH
con genes familia
CEBP

Delecion CDKN2A/B
Mutacion K/NRAS,
FLT3, TP53,
KMT2A/D

Mutacion /IDH1
R132C o /IDH2
R140Q

Delecion IKZF1
Mutacion NRAS

Mutacion CXCR4
R332X o
sobreexpresion
FLNA

5-10% nifios
7% adultos

< 1% nifos
1-2%
adultos

<1%
adultos
1% nifios
(20% LLA
infantil
KMT2A WT)

< 1% nifos
1-3%
adultos

< 1-2% nifios
4% adultos

< 1% nifios
<1%
adultos

< 1% nifos
<1%
adultos

? nifios
2% adultos

2% nifios y
adultos

Intermedio

Desfavorable

Excelente

Desfavorable

Favorable

Desfavorable

Desfavorable

Desfavorable

Desconocido

ITK

Inhibidores CDK7, BCL2

Inhibidores bromodominio

Inhibidores JAK-STAT, ITK

Inhibidores FAK, retinoides

Inhibidores IDH1/2

Si

Si

Si

Si

Si

26,27

26, 27

26,217, 35

36-38

26,27, 39

26,27, 40

26,27,29,
4

36

26,42

(Continua)
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Tabla 8. Principales alteraciones primarias de la leucemia linfoblastica aguda de precursores B (continuacién)

Subtipos Colesiones Pronéstico Terapia dirigida Terapia
biologicos dirigida
aprobada
oen
ensayo

Alta hiperdiploidia ~ Mutacién K/NRAS, 25-30% Excelente - 26, 27
(51-65 FLT3, PTPNTI, nifios
cromosomas) CREBBP, KMT2D 10% adultos
Baja hipodiploidia  Delecion focal IKZF2, 1-2% nifios Desfavorable Reactivadores TP53, Si 26, 27,43
(30-39/60-78 RB1, CDKN2A/B 5-10% inhibidores MDM2, BCL2,
cromosomas) Mutacion TP53y RB1 adultos PI3K
Casi haploidia Delecion focal IKZF3, 2% nifos Desfavorable Inhibidores BCL2, PI3K Si 26, 27,43
(24-29/48-58 PAG1, CDKN2A/B, < 1% adultos
cromosomas) cluster histonas 6p22,

RB1, PAX5

Mutacion NF1,

K/NRAS, PTPN11,

CREBBR, EP300, EZH2
Amplificacion Cromotripsis 4% nifios Intermedio con - 26, 27,44

cromosoma 21 1% adultos
Delecion IKZF1,

SH2B3, RBI,

CDKN2A/B, PAX5

Mutacion K/NRAS,

FLT3, PTPN11

intracromosdmica
del cromosoma 21

*Diferentes mutaciones de CXCR4 del subtipo CXCR4alt.
Tan solo descrito en un poster del Congreso ASH 2021.

terapia de LLA
de alto riesgo

ITK: inhibidor de la tirosina cinasa; LLA: leucemia linfoblastica aguda; WT: wild type, no alterado.

genética de alto riesgo (por ejemplo, BCR::ABL1, reorde-
namientos de KMT2A o baja hipodiploidia) y solo el 10%
presentan una genética de bajo riesgo’®.

Existe un factor prondstico todavia mas informativo
que todos los anteriores (es el Unico considerado en el
andlisis multivariante en la mayoria de los estudios): la
respuesta al tratamiento en funcién de la enfermedad
medible residual. En consecuencia, el valor de la enfer-
medad medible residual al final del tratamiento de
induccién (dia +35) es un factor muy importante para
determinar un cambio terapéutico en los protocolos de
tratamiento de la LLA actuales®®?!. Sin embargo, un
tercio de los adultos con LLA con buen aclaramiento
de enfermedad medible residual recae de su enferme-
dad, hecho que pone de manifiesto que otros factores,
aparte de la enfermedad medible residual, determinan
el prondstico de los pacientes con LLA?2. En este sen-
tido, ademas de los valores de enfermedad medible
residual, la mayoria de los grupos cooperativos de LLA
utilizan marcadores genéticos (principalmente reorde-
namientos de en cursiva KMT2A e hipodiploidia, y en
menor grado cariotipo complejo, para la LLA-B) durante

el tratamiento para intensificarlo si es preciso en un
paciente?3-2%,

Tratamientos diana en la LLA

Las técnicas genomicas, como la NGS, han propi-
ciado la identificacion de nuevos subtipos bioldgicos de
LLA, asi como de lesiones genéticas que constituyen
dianas moleculares de tratamientos dirigidos
(Tablas 8 a 10)26-7. Si bien es cierto que actualmente
hay numerosos ensayos clinicos de terapia dirigida a
escala internacional que incluyen pacientes con LLA,
todavia existen muy pocas terapias dirigidas aprobadas
por la Agencia Europea de Medicamentos para esta
enfermedad, siendo los inhibidores de la tirosina cinasa
los Unicos farmacos de terapia dirigida en uso para el
grupo genético cromosoma Philadelphia positivo.

Inmunoterapia en la LLA

Mas alla del tratamiento convencional con poliqui-
mioterapia, con o sin trasplante de progenitores
hematopoyéticos, la inmunoterapia esta adquiriendo
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Tabla 9. Principales alteraciones secundarias de la leucemia linfoblastica aguda de precursores B

Prondstico

Alteraciones genéticas

secundarias (SNV, indel
y CNV)

ABL1 > 80% LLA Ph + en
recaida/respuesta

suboptima

Desfavorable

Via ciclo celular (BTGT, Desfavorable

CDKN2A/B, TP53)

20-30% ninos
40-50% adultos

Via JAK-STAT (CRLF2,
IL7R, JAK1/2/3, IL2RB,
SH2B3, TYK2)

5% nifos Desfavorable

10% adultos

40-50% nifios
30% adultos

Vias de proliferacion Intermedio
celular
PI3K/Akt/mTORyRAS/
MEK/MAPK (CXCR4*,
FLT3, K/NRAS, NFI,

PTPN11)

30-40% nifios
50% adultos

Intermedio-
desfavorable

Diferenciacion linfocitos
B (EBFI, IKZF1, PAX5,
VPREB1)

15% nifios en Desfavorable
recaida

Modificacion histonas
(CREBBP)

40-50% nifios en
recaida

Resistencia a farmacos Desfavorable
(méas presentes o solo
presentes en

recaida: FPGS, MSH2,
MSH6, NR3C1, NR3C2,
NT5C2, PMS2, PRPS1,

PRPS2, WHSC1)

*Diferentes mutaciones de CXCR4 del subtipo CXCR4alt.

Terapia dirigida

Terapia dirigida subtipo/todas
LLA

ITK Ensayos varios ITK en Ph+ 45

Inhibidores CDK  Ensayos CDKi, reactivadores 26,
(palbociclib, TP53 e inhibidores MDM2 en 27,
ribociclib y todas LLA 46

otros)

Reactivadores

TP53, MDM2i
Inhibidores Ensayos en LLA Ph-/ike 47
JAKSTAT

(ruxolitinib y

otros), TYK2,
PI3K/mTOR
Inhibidores Ensayos trametinib, selumetinib, 48,
MEK, FLT3, sorafenib y otros inhibidores 49
PI3K/mTOR MEK en todas LLA

Midostaurina, quizartinib,
crenolanib y otros FLT3i;
idelalisib, rapamicina, sirolimus
y otros PI3K/mTORi en LLA

ZNF384r
ITK, inhibidores  ATRA, bexaroteno y otros 44,
FAK inhibidores del receptor 50
retinoide X en todas LLA
Inhibidores - 51
HDAC
- 52

CNV: variaciones del nimero de copias; indel insercion/delecion; ITK: inhibidor de la tirosina cinasa; LLA: leucemia linfoblastica aguda; SNV: variaciones de nucledtido

Unico.

un papel cada vez mas relevante en el manejo clinico
de la LLA. El uso de anticuerpos biespecificos (bli-
natumomab, CD19-CD3), inmunoconjugados (ino-
tuzumab, CD22) o células T del propio paciente
modificadas genéticamente para que expresen un
receptor antigénico determinado (CART, chimeric
antigen receptor T-cells: CART19, CART22, biespe-
cificos CD19-CD22, CART7, CART1a, etc.) ha sido
aprobado para pacientes con LLA en recaida o
refractaria®9®® y actualmente se estan realizando
ensayos clinicos para obtener su aprobacién en pri-
mera linea®. Dichos estudios estan demostrando una

superioridad muy evidente del tratamiento con inmu-
noterapia combinado con la poliquimioterapia frente
a la poliquimioterapia sin adicién de anticuerpos o
células CART.

Como en toda terapia, hay pacientes que muestran
resistencia al tratamiento y progresion de la enfermedad.
Algunos de los principales mecanismos de resistencia
descritos hasta el momento son: 1) falta de expresion del
antigeno en superficie (CD19 o CD22 principalmente); 2)
defectos en la maduracién proteica del antigeno; y 3)
mutaciones puntuales o deleciones genéticas que impi-
den la union del anticuerpo® (Tablas 5 v 6).

13
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Tabla 10. Principales alteraciones citogenéticas y moleculares de la leucemia linfoblastica aguda de precursores T

Subtipos Colesiones Prondstico

biolégicos

Reordenamiento - 8% -

ABL1

Reordenamiento PTEN, 6q del, 30-40% Desfavorable

STIL::TALT USP7, PIKR1

TLXT/HOX11L2 BCL11B, RB1, 5-10% nifios Excelente

(TLX1-r) CDKN1B < 30% adultos

TLX3/HOX11L2 PHF6, CTCF, 20-25% nifios Controvertido

(TLX3-r), WTI1, DNM2, < 5% adultos

mayoritariamente RPL5, KDM6A

t (5;14)(q35;932)

Reordenamiento 2-10% Favorable

LMO1

LMO2Z/LYLT RUNXT, FLT3, < 10% Desfavorable
TCF7, NRAS

HOXA (HOXA9-r, ETV6, CNOTS3, < 25% Intermedio-

HOXA10-r, MYB-r, EZH2, JAKS, desfavorable

PICALM::MLLT10, STAT5B

SET::NUP214)

NKX2-1 (NKX2-1-r, LEF1, RPL10 5% nifios -

NKX2-5-r)

Reordenamiento 5% nifios Desfavorable

KMT2A

Reordenamiento - 6% Desfavorable

(+ mutaciones

MYC)

Reordenamiento NRAS, KRAS < 4% nifios Muy desfavorable

SPI1

Alteraciones genéticas secundarias Pronostico

(SNV, indel y CNV)

BCL11B (excepto BCL11B::TLX3) < 5% LLA-T, Favorable
LMA 'y T/M
MPAL (30% ETP
y T/M MPAL)
Via NOTCH (NOTCH1, FBXW?7) NOTCH1 Controvertido,
50-65% mayoritariamente
FBXW?7 15% favorable

Via IL-7R/JAK/STAT (IL7R, JAK1, JAK2,
JAK3, STAT5B)

6-10% nifios
7-13% adultos

Desfavorable

(algunos
autores hasta
el 20%)
Via PI3K/Akt/mTOR (PI3K, AKT, PTEN) 2-15% Desfavorable
(resistencia a
glucocorticoides)
Via RAS/MAPK/MEK (NRAS, KRAS, 2-15% Desfavorable
FLT3) (quimiorresistencia)

Terapia dirigida

ITK

Terapia dirigida

ITK, inhibidores
JAK/STAT

LY3039478

Ruxolitinib
(JAK1/2)
Tofacitinib
(JAK3)
Pimozida
(STAT5)

Everolimus,
temsirolimus,
sirolimus

Selumetinib,
trametinib,
sorafenib

Terapia dirigida
aprobada o en
ensayo

Si

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Terapia dirigida

aprobada o en
ensayo

Si

Si

Si

Si

Si

53:55

53-55

53-55

53-56

50-55

50-55

50-55

50-55

57

57

53-55

47,49,
50, 57

47,49,
50, 57

47,49,
50, 57

47,49,
50, 54

47,49,
50

Continda
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Tabla 10. Principales alteraciones citogenéticas y moleculares de la leucemia linfoblastica aguda de precursores T

(continuacion)

Alteraciones genéticas secundarias
(SNV, indel y CNV)

CDK4/6 cinasas

BCL2*

Via ciclo celular (CDKNZ2A, CDKN2B,
CDKN1B, RB1, TP53)

55% nifios
61% adultos

Alteraciones epigenéticas (DNMT3A,
EED, PHF6, KDM6A/UTX, EZH2, SUZ12)

5-15% (excepto

para PHF6: 15%

ninos, 35-40%
adultos)

*Sobreexpresion del gen.

Pronostico Terapia dirigida Terapia dirigida
aprobada o en
ensayo

- Palbociclib, Si 47,49,
ribociclib 50, 54
- Venetoclax, Si 47,49,
navitoclax 50, 54
- Idasanutlin Si 47,49,
50, 54
Desfavorable Chidamida Si 47,49,
50, 54

CNV: variaciones del nimero de copias; indel: insercidn/delecion; ITK: inhibidor de la tirosina cinasa; SNV: variaciones de nucleétido tnico.

Predisposicion germinal

Diferentes estudios en la LLA infantil han demos-
trado que el primer evento oncogénico en el desarrollo
de la LLA sucede in utero (clon preleucémico), mien-
tras que el segundo evento necesario para generar una
LLA sucede a los pocos meses o afos del naci-
miento®'.62, Si tenemos en cuenta que el cancer es, en
general, una enfermedad que afecta a la poblacion
adulta o de edad avanzada, y que la LLA es el cancer
infantil mas frecuente, podemos hipotetizar que existen
variantes genéticas en la linea germinal, heredables,
que podrian desempefar un papel importante en la
etiologia de la LLA infantil.

En pacientes pediatricos con diversos sindromes que
predisponen al cancer (por ejemplo, Down, Li-Fraumeni,
ataxia-telangiectasia, neurofibromatosis de tipo I, etc.)
se han identificado variantes germinales en genes
supresores de tumores o de reparacion del ADN, aso-
ciadas a una mayor probabilidad de desarrollar diferen-
tes neoplasias, entre ellas LLA®3, Ademads, se han
identificado nuevas variantes germinales en genes
importantes en la patogenia de la LLA (por ejemplo,
IKZF1, CDKN2A, PAX5, ETV6, SH2B3, TP53, RUNX1,
IL2RB, TYK2, PTPN11, ERG, GATA3, JAK2, NT5C2 y
PRPS1) que se han relacionado con un mayor riesgo
de padecer la enfermedad®*.

La predisposicion germinal es un campo relativa-
mente desconocido, ya que tan solo un 4-8% de las
LLA pediatricas son atribuibles a ella. El estudio siste-
matico de dichas variantes podria incrementar
este porcentaje en los proximos afos®®, con sus

consiguientes repercusiones en el manejo de los
pacientes y el consejo genético®®.

En la poblacién adulta se han realizado significativa-
mente menos estudios de asociacion del genoma com-
pleto que en la LLA infantil. Sin embargo, al igual que
sucede con la leucemia aguda mieloblastica y los sin-
dromes mielodisplasicos, los estudios recientes sugie-
ren que también existen variantes germinales en los
adultos con LLAS™70,
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