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Resumen

Introduccion: La integracion de tecnologias y conocimientos del laboratorio y la clinica es clave para un diagndstico preciso
de las neoplasias hematologicas. En la dltima década, la secuenciacion masiva (NGS, next-generation sequencing) ha permi-
tido caracterizar el perfil molecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el numero de copias y
genes de fusién 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 Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la International Consensus Classification (ICC) y la European LeukemiaNet (ELN) 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 NGS se recomienda por su capacidad para analizar multiples alteraciones genéticas. Objetivo: Esta-
blecer recomendaciones consensuadas para la aplicacion estandarizada de estudios de NGS en el diagndstico molecular de
las neoplasias mieloproliferativas, definiendo los genes y alteraciones mds relevantes segun la evidencia cientifica disponible.
Material y método: E/ Grupo de Biologia Molecular en Hematologia (GBMH), en colaboracion con un panel multidisciplinar
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de expertos, reviso la literatura cientifica reciente y las principales clasificaciones internacionales (WHO, ICC, ELN). A partir de
esta revision, se elabordé un consenso estructurado mediante reuniones de discusion y validacion por pares. 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 NGS en las neoplasias mieloproliferativas.

Palabras clave: Leucemia mieloide cronica. Neoplasias mieloproliferativas. Mielofibrosis. Secuenciacion masiva. Guias de
consenso.

Abstract

Introduction: The integration of laboratory and clinical technologies and knowledge is key to an accurate diagnosis of hema-
tologic neoplasms. Over the past decade, next-generation sequencing (NGS) 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 classifications
by the World Health Organization (WHO), the International Consensus Classification (ICC), and the European LeukemiaNet
(ELN) highlight the relevance of genetic data, incorporating them into their diagnostic and risk stratification algorithms. In this
context, the implementation of targeted NGS panels is recommended for their ability to simultaneously analyze multiple gene-
tic alterations. Objective: Establish consensus-based recommendations for the standardized application of NGS studies in
the molecular diagnosis of myeloproliferative neoplasms, defining the most relevant genes and alterations according to the
available scientific evidence. Material and method: The Molecular Biology in Hematology Group (GBMH), in collaboration
with a multidisciplinary panel of experts, reviewed recent scientific literature and the main international classifications (WHO,
ICC, ELN). Based on this review, a structured consensus was developed through discussion meetings and peer validation.
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 NGS panels in myeloproliferative neoplasms.

Keywords: Chronic myeloid leukemia. Myeloproliferative neoplasms. Myelofibrosis. Next generation sequencing. Consensus
guidelines.

el diagndstico diferencial, aunque no se incluyan formal-
mente dentro del grupo de NMP clasicas.

Introduccion

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) crénicas
son un grupo de enfermedades clonales de la célula

madre hematopoyética caracterizadas por la prolifera-
cion de células maduras de una o varias lineas mieloi-
des. Las NMP crénicas mas relevantes en la practica
clinica son la leucemia mieloide crénica (LMC) y las
NMP Filadelfia (Ph) negativas clasicas, que compren-
den la policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial
(TE) y la mielofibrosis primaria (MFP). Otras enferme-
dades menos frecuentes, pero también reconocidas
por la clasificacion de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y la International Consensus Classification
(ICC), son la leucemia neutrofilica crénica (LNC), la
leucemia eosinofilica cronica (LEC) y la NMP sin otra
especificacion (NMP-NOS), segun la OMS, y la NMP
no clasificable, segun la ICC"2.

Cabe destacar que algunas neoplasias mieloides/linfoi-
des con eosinofilia asociadas a reordenamientos de
genes tirosina cinasa (M/LN-eo) pueden presentarse cli-
nicamente como una NMP crénica con eosinofilia persis-
tente, mimetizando enfermedades como la LEC e incluso
la NMP-NOS. Por ello, es fundamental considerarlas en

Diagnostico molecular

La deteccion del gen de fusién BCR::ABL1 (Ph posi-
tiva) es un criterio diagndstico mayor en la LMC.
Mientras, en lo referente a las NMP Ph negativas cla-
sicas, la presencia de mutaciones en los genes driver
JAK2, CALR y MPL es un criterio diagndstico mayor
en la MFP y la TE, igual que la deteccion de JAK2
p.V617F o de mutaciones en el exén 12 de JAK2 en la
PV. Aunque la mutacion JAK2 p.V617F es caracteristica
de las NMP Ph negativas clasicas, es importante tener
en cuenta que no es especifica de estas neoplasias y
también puede detectarse en pacientes con leucemia
mieloide aguda, sindromes mielodisplasicos o leucemia
mielomonocitica cronica, e incluso en individuos sanos
(aunque con frecuencia alélica baja)®*. Adicionalmente
a las mutaciones en JAK2, CALR o MPL, una gran
parte de los pacientes presentan alteraciones en otros
genes que también se hallan implicados en otras neo-
plasias mieloides y que contribuyen a la gran hetero-
geneidad bioldgica y clinica de estas enfermedades.
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Estas mutaciones afectan a genes involucrados en la
regulacién epigenética (DNMT3A, TET2, ASXL1...), el
empalme del ARNm (U2AF1, SRSF2, SF3B1...) o la
reparacion del ADN (TP53).

Aproximadamente entre un 5% y un 15% de las TE
y las MFP no presentan mutaciones en los genes driver
y se conocen como triple negativas. En ausencia de
mutacion en JAK2, CALR y MPL, la busqueda de
alguna mutacion somatica en otros genes (por ejemplo,
ASXL1, EZH2, TET2, SRSF2 o SF3B1) como marcador
de clonalidad se incluye como criterio mayor del diag-
nostico de MFP y como criterio menor para el diagnés-
tico de TE!, asi como en las recomendaciones de la
European LeukemiaNet (ELN)®.

Por otra parte, la presencia de mutaciones activado-
ras en el gen CSF3R (principalmente T618I) es un cri-
terio diagndstico mayor en la LNCE. Otros genes que
pueden estar afectados en la LNC son SETBP1, SRSF2,
U2AF1 y ASXL178,

A diferencia del resto de las NMP, en la LEC no hay
una alteracion molecular o citogenética recurrente. Sin
embargo, el estudio genético puede ayudar para el diag-
nostico diferencial con otras enfermedades que también
pueden cursar con eosinofilia, dado que la deteccién de
reordenamientos genéticos que involucran a los genes
PDGFRA, PDGFRB, FGFR1, JAK2, FLT3 y ETV6 indi-
caria la presencia de una neoplasia mieloide/linfoide
con eosinofilia (M/LN-eo), que puede simular clinica-
mente una NMP cronica, pero constituye una enferme-
dad distinta con implicaciones terapéuticas y pronosticas
especificas. Por ejemplo, una M/LN-eo con la translo-
cacion 1(9;12)(q34.1;p13.2)/ETV6::ABL1 puede compartir
caracteristicas clinicas y de laboratorio con una LMC
que se presenta con eosinofilia®. Las mutaciones acti-
vadoras en KIT (por ejemplo, D816V y M541L) estarian
presentes en algunos pacientes con eosinofilia asociada
a mastocitosis sistémica.

A pesar de que la mastocitosis ya no se considera
como un subgrupo de NMP, sino como una afeccién
independiente’, se tratard en estas recomendaciones de
la guia. La deteccion de una mutacion activadora en el
codon 816 del gen KIT es un criterio diagndstico menor
para la mastocitosis sistémica y cutanea. Recientemente
se han identificado en la mastocitosis mutaciones adicio-
nales en los genes TET2, ASXL1, SRSF2, RUNX1,CBLy
NRAS® 10,

Neoplasia mieloproliferativa hereditaria

Esta descrito que la probabilidad de desarrollo de
una NMP es 5-7 veces mayor al tener un familiar de

primer grado afecto de NMP'', aunque con frecuencia
se desconoce la mutacion causante. Se han identifi-
cado mutaciones germinales de JAK2 y MPL en la
trombocitosis y la trombocitopenia hereditaria, de LNK
en la eritrocitosis familiar y de CSF3R en la neutrofilia
hereditaria, que se pueden diferenciar de una NMP por
ser enfermedades no clonales.

Método

En las NMP, en la practica clinica se recomienda el
andlisis mediante secuenciacion masiva (NGS, next
generation sequencing) en los pacientes con alta sos-
pecha de una NMP y que hayan resultado negativos
en el cribado inicial de mutaciones driver. Tras la selec-
cion de los genes y la revision de la literatura, las alte-
raciones gendmicas de interés consensuadas por los
expertos de NMP del Grupo de Biologia Molecular en
Hematologia (GBMH) para evaluar en estos casos se
resumen en la tabla 1, que recoge las recomendacio-
nes de deteccion de mutaciones referenciadas en fun-
cion de su nivel de evidencia. Los genes obligatorios
han sido seleccionados por su valor diagnéstico, pro-
ndstico o terapéutico en los sistemas de clasificacion
y estratificacion internacionales, y por consenso una-
nime del GBMH.

Se recomienda que en el disefio del panel de NGS
se incluyan las regiones codificantes completas de los
genes driver JAK2 y MPL para la detecciéon de muta-
ciones no canonicas. También puede ser de utilidad el
andlisis del gen SH2B3/LNK en caso de ser JAK2
negativo con sospecha de PV, y de los exones 4 y 10
del gen MPL si se sospecha una TE. El estudio de
NGS también puede proporcionar informacion de utili-
dad en aquellos casos de TE y PV que muestren pro-
gresion a MFP y sean candidatos a trasplante, y en los
que desarrollen una leucemia aguda. En relacién con
los pacientes con MFP candidatos a trasplante, se
recomienda realizar un estudio de NGS en el momento
del diagndstico, asi como la repeticion del estudio ante
la sospecha de progresion de la enfermedad. Respecto
al estudio de NGS de genes non-driver, se recomienda
incluir en el panel los genes indicados en la tabla 1
(genes con valor prondstico o potenciales dianas de
tratamiento).

Para otras enfermedades menos frecuentes, como la
LNC y la LEC, siempre que haya una sospecha clinica
clara de NMP, se recomienda realizar el estudio de
NGS en el momento del diagndstico para poder filiar
correctamente la patologia. En cuanto a la mastocito-
sis, a pesar de que la NGS no es la técnica de eleccién



M.T. Gomez-Casares et al. Recomendaciones para estudio NGS de las NMP

Tabla 1. Lista de genes recomendados para la deteccion de mutaciones por secuenciacion masiva (NGS,
next-generation sequencing); las variantes en estos genes pueden tener valor diagnéstico, pronéstico o
terapéutico, orientar la seleccion de tratamientos dirigidos o predecir la respuesta o la resistencia a

farmacos

referencia
B

Genes obligatorios

ASXL1 NM_015338.6 Exén 13 X X

CALR NM_004343.4 Exén 9 X X

CBL NM_005188.4 Exones 8, 9 X X

CSF3R NM_000760.4 Exones 14-17 X X

DNMT3A NM_022552.5 Region codificante completa X X

EZH2 NM_004456.5 Region codificante completa X X X

FLT3 NM_004119.3 Exones 14-17, 19-23 X
IDH1 NM_005896.4 Exon 4 X X X

IDH2 NM_002168.4 Exon 4 X X X

JAK2 NM_004972.4 Region codificante completa X X X X
KIT NM_000222.3 Exones 2, 8-11, 13, 17 X X X

MPL NM_005373.3 Region codificante completa X X X
PPM1D NM_003620.4 Region codificante completa X

RUNX1 NM_001754.5 Region codificante completa X X X
SETBP1 NM_015559.3 Exon 4 X X

SF3B1 NM_012433.4 Exones 13-16 X X

SH2B3/LNK ~ NM_005475.3 Region codificante completa X X X
SRSF2 NM_001195427.2 Exén 1 X X

TET2 NM_001127208.3 Region codificante completa X

TP53 NM_000546.6 Region codificante completa X X X
U2AF1 NM_006758.3 Exones 2, 6, 7 X X

ZRSR2 NM_005089.4 Region codificante completa X X

BCOR NM_001123385.2 Region codificante completa X X

CUX1 NM_181552.4 Region codificante completa X X

GNAS NM_000516.7 Region codificante completa X X

KRAS NM_004985.5 Region codificante completa X X X

NFE2 NM_001136023.3 Region codificante completa X

NRAS NM_002524.5 Exones 2-6 X X X

PHF6 NM_001015877.2 Region codificante completa X X

STAG2 NM_001042750.2 Region codificante completa X X
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para realizar el cribado inicial de la mutacién de KIT,
debido a la menor sensibilidad de los paneles frente a
la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, en
las formas agresivas si se recomienda hacer un estu-
dio mutacional mediante NGS por el valor prondstico
de otros genes, asegurando una poblacién patoldgica
minima para permitir la deteccién de mutaciones adi-
cionales™. La muestra de partida para la preparacion
de librerias de NGS en las NMP sera ADN tumoral
extraido de sangre periférica total 0 de granulocitos
purificados. Para detectar reordenamientos o genes de
fusion, asi como para cuantificar los niveles de expre-
sion de determinadas dianas, la muestra de partida
sera por lo general ADNc, aunque ya existen en el
mercado paneles que estudian los reordenamientos a
partir de ADN gendmico.

Uno de los principales desafios que ha habido que
superar en el estudio de las NMP mediante NGS ha
sido la deteccion de las mutaciones de tipo-1/tipo-1 like
de CALR (delecion de 52 pares de bases), ya que son
deleciones muy largas que pueden dificultar su anali-
sis, al ser la NGS una técnica que requiere la secuen-
ciacion generalmente de fragmentos cortos. En la
actualidad, los paneles comerciales ya disponen de
herramientas bioinformaticas de andlisis validadas
para la deteccion de estas alteraciones. Sin embargo,
en caso de utilizar paneles custom se recomienda opti-
mizar y validar la longitud de secuenciacion necesaria
para la deteccion de las variantes, y analizar «en
bruto» estas variantes en un software como Integrative
Genomics Viewer (IGV, Broad Institute, Cambridge,
MA, USA) para su confirmacion, asi como su validacion
posterior mediante otras tecnologias (secuenciacion
Sanger, analisis de fragmentos, etc.).

A diferencia de la interpretacién de variantes germi-
nales, que se centra en la patogenicidad y la relacion
causal con enfermedades hereditarias, la evaluacion
de variantes somaticas debe orientarse hacia su
impacto clinico, considerando su relevancia diagnos-
tica, prondstica o terapéutica. Se recomienda seguir
las guias conjuntas de la Association for Molecular
Pathology (AMP), la American Society of Clinical
Oncology (ASCO)y el College of American Pathologists
(CAP) de 2017, que proponen una clasificaciéon en
cuatro niveles (I-IV) basada en la evidencia clinica y
experimental'®. En general, solo deben considerarse
clinicamente las variantes patogénicas o probable-
mente patogénicas (I-l), evitando decisiones clinicas
basadas en variantes de significado incierto, aunque
hay que tener en cuenta que estas pueden ser

reclasificadas con el tiempo y a medida que se acu-
mulan mas datos.

Esta evaluacién debe apoyarse en multiples fuentes,
como herramientas bioinformaticas (Franklin, Varsome,
Clinvar, COSMIC, etc.), guias o recomendaciones
especificas para NMP, bases de datos poblacionales
(como gnomAD) o bases de datos especificas por gen.

En las NMP pueden anotarse algunos polimorfismos
presentes principalmente en los genes JAK2 y MPL,
ya que existen diversos trabajos que muestran su
potencial asociacion con los parametros clinicos de los
pacientes. Sin embargo, la evidencia todavia es muy
limitada y solo deberian anotarse con un fin puramente
informativo' 5.

Estudio de mutaciones en el dominio
cinasa de BCR::ABL1 mediante NGS

El estudio de mutaciones de BCR::ABL1 mediante
NGS esta indicado en pacientes con LMC y leucemia
linfoblastica aguda Ph positiva que no presentan res-
puesta 6ptima al tratamiento con inhibidores de la tirosina
cinasa ABL1'8. La NGS se debe realizar exclusivamente
sobre el fragmento de ABLT unido a BCR, por lo que tras
sintetizar ADNc se deber realizar una primera reaccién
en cadena de la polimerasa con un cebador directo
sobre BCR y un cebador reverso sobre ABL1. Esta
primera parte es fundamental para que puedan ser
detectadas las mutaciones de ABL7 en muestras con
un nivel bajo de BCR::ABL1. Tras este paso, el resto
de la metodologia sera similar a la descrita para otros
genes o paneles de genes. En el caso de ABLI, se
crearan amplicones que incluyan los exones donde se
encuentran las mutaciones con relevancia clinica (exo-
nes 4 a 9 de ABL1)".

Utilidad clinica

El estudio mediante NGS aporta informacién de
mutaciones incorporadas en los Ultimos modelos pro-
nosticos de pacientes con NMP y es muy util para
establecer la clonalidad en el caso de los pacientes con
una NMP triple negativa. En este sentido, un tercio de
los pacientes con NMP presenta al menos una muta-
cion somatica adicional en otros genes (subiendo al
50-60% de los pacientes con mielofibrosis) que puede
modular el fenotipo de la enfermedad y, por tanto, tener
un cierto impacto prondstico, en términos de progresion
de la enfermedad a MF o leucemia, o incluso en cuanto
a complicaciones adversas como son los eventos trom-
béticos'82? (Tabla 2 y Tabla Suplementaria 1).
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Tabla 2. Impacto clinico de las mutaciones en los genes que se recomienda estudiar por secuenciacién masiva
(NGS, next-generation sequencing)

JAK2

CALR

MPL

SH2B3

CBL

KRAS/

NRAS

PTPN11

GNAS

TET2

IDH1/
IDH2

DNMT3A

ASXL1

EZH2

Tipo de

mutacion

V617F
Activante

Exon 12
Activantes

Exén 9
Indels
Activantes

S505N
W515L/K
Activantes

CDS
Inactivantes

Exones 8, 9

Activantes

Activantes

Exones 8, 9
R201, Q227

CDS
Inactivantes

IDH1-R132
IDH2-
R140-R172

CDS
Inactivantes

Exén 13
Inactivantes

CDS
Inactivantes

I I T2 R R

95-97 50-60

1-3 0

Infrecuente 15-30

Infrecuente 3-5

Infrecuente

Infrecuente

Infrecuente

Infrecuente

10-20

10-15

Infrecuente

2-5 25

50-60

23-35

5-10

5-10

5-10

10-20

5-15

13-25

5-10

Riesgo de
trombosis,
transformacion a
MF/LMA y menor
SG

Mayor riesgo

de trombosis,
transformacion a
MF/LMA y menor
SG

Menor riesgo
de trombosis
que los
pacientes
JAK2 (-)

Menor SG

Transformacion fibrética, leucémica y
menor SG

Transformacion fibrética, leucémica y
menor SG

No concluyente

Menor SG IDH2
transformacion

IDH2: menor SG

leucémica

Valor pronéstico por ~ Valor

determinar pronéstico por
determinar

Menor SG

Transformacion a MF
Menor SG
Transformacion
leucémica

Pronoéstico intermedio;
mayor riesgo de
trombosis que los
pacientes CALR (+)

Menor riesgo de
trombosis y mejor
supervivencia que los
pacientes JAK2 (+) o
triple negativos.
Mejor SG que los
pacientes CALR de
tipo 2/tipo 2-like (+)

y JAK2

Pronéstico intermedio y
mayor riesgo de
trombosis que los
pacientes con mutacion
en CALR

Menor SG tras TPH
alogénico

Menor SG

Menor SLP a leucemia
Menor SLP tras TPH

Valor pronéstico por
determinar

Menor SG tras TPH
alogénico

Menor SG, menor SLP
a leucemia y menor
SLP tras TPH

Menor SG

(Contintia)
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Tabla 2. Impacto clinico de las mutaciones en los genes que se recomienda estudiar por secuenciacién masiva
(NGS, next-generation sequencing) (continuacién)

Tipo de

mutacion

L |

SF3B166 Exones Infrecuente 3 4-7 Menor SG
13-16 Transformacion
Inactivantes a MF

SRSF2 Exon 1 (P95) Infrecuente  Infrecuente ~ 9-17 Menor SG Menor SG Menor SG y menor SLP
Inactivantes a leucemia

U2AF1 Q157 Infrecuente  Infrecuente 15 Menor SG Menor SG que los
Inactivantes Transformacion  pacientes con

a MF U2AF1-S34/WT
Menor SG tras TPH
alogénico

ZRSR2 CDS Infrecuente 3 5-10  Transformacion fibrotica y leucémica, y menor SG
Inactivantes

RUNX1 CDS 3-5 3-5 5 Menor SG
Inactivantes Transformacion leucémica

NFE2 CDS 2 Infrecuente 2-3 Asociado a JAK2 homocigético, PV y fibrosis
Inactivantes

PHF6 CDS Infrecuente Transformacion fibrotica y leucémica, y menor SG
Inactivantes

cuxi CDS Infrecuente Transformacion fibrotica y leucémica, y menor SG
Inactivantes

BCOR CDS Infrecuente Transformacion fibrotica y leucémica, y menor SG
Inactivantes

TP53 Exones 2-11 1 1 <h Menores SLPy  Transformacion
Inactivantes SG leucémica

PPM1D Exén 6 2 Resistencia a quimioterapia

STAG2 Inactivantes Infrecuente Transformacion fibrotica y leucémica, y menor SG

CDS: coding sequence; LMA: leucemia mieloide aguda; MF: mielofibrosis; PV: policitemia vera; SG: supervivencia global; SLP: supervivencia libre de progresion;
TE: trombocitemia esencial; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.

Recientemente se ha propuesto una clasificacion
molecular de las NMP con capacidad para predecir la
evolucién clinica y el riesgo de transformacion a leu-
cemia, estableciendo ocho grupos gendmicos:

1) NMP con pérdida de funcién en TP53/aneuploidia
(mutacién TP53, del17p o pérdida del cromosoma 5,
-5/50-), que se asocia con peor pronostico, alto
riesgo de transformacion a leucemia aguda y muerte
precoz.

2) NMP con mutacién en cromatina/splicing (con una
0 mas mutaciones en EZH2, IDH1, IDH2, ASXL1,
PHF6, CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, KRAS,
NRAS, GNAS, CBL, RUNX1, STAG2 y BCOR), que
presenta mayor riesgo de transformacion a mielofi-
brosis y supervivencia sin eventos mas corta.

3) NMP con mutaciones en CALR/20q, que no presenta
diferencias significativas en cuanto al prondstico.

4) NMP con mutaciones en MPL, que tiene mayor ries-
go de transformacion a leucemia.

5) NMP con JAK2 p.V617F en homocigosis, con con-
currencia de mutaciones en NFE2, que presenta
mayor riesgo de transformacion a mielofibrosis tras
PV.

6) NMP con la mutacion de JAK2 p.V617F en hetero-
cigosis; fue el grupo de referencia.

7) Pacientes triple negativos, principalmente con TE de
buen prondstico, en los que la progresion a leuce-
mia o mielofibrosis es rara.

8) NMP con otra mutacion conductora, sin ninguna de
las alteraciones previamente descritas; si pueden
presentar mutaciones en TET2, DNMT3A y KIT?.
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Mielofibrosis

La presencia de mutaciones en CALR se asocia a
mejor supervivencia global, en comparacion con las
mutaciones de JAK2 p.V617F o MPL?. Los pacientes
con CALR (+)/ASXL1 (-) tienen mayor supervivencia
(10,4 afios) que los pacientes con CALR (-)/ASXLT (+)
(2,3 afios) o con CALR (+)/ASXL1 (+) y CALR (-)/ASXL1
(=) con una supervivencia intermedia (5,8 anos).
La ausencia de mutaciones en los genes drivers se
asocia a menor supervivencia libre de progresion a
leucemia y peor prondstico en los pacientes con mie-
lofibrosis'®24. Las mutaciones en ASXL1, EZH2, SRSF2
0 TP53, entre otras, se han identificado como marca-
dores de alto riesgo?-2°. Ademas, las mutaciones en
U2AF1 y RAS también se han asociado a un peor
pronostico general?®30-33, En el caso de los genes de
la via RAS, su estudio es recomendable porque puede
aportar informacion relevante para el diagndstico dife-
rencial con neoplasias mielodisplasicas/mieloprolifera-
tivas (como la leucemia mielomonocitica crénica o la
LMC atipica) de la MFP triple negativa.

En cuanto a las escalas prondsticas para mielofibro-
sis, se dispone de las siguientes:

— DIPSS (Dynamic International Prognostic Scoring
System), que no incluye datos citogenéticos (https:/
gxmd.com/calculate/calculator_187/dipssprognosis
-in-myelofibrosis).

- DIPSS-plus, que incorpora el cariotipo, pero no
datos moleculares (https:/qxmd.com/calculate/
calculator_315/dipss-plus-score-for-prognosis-in-
myelofibrosis).

— MIPPS (Mutation-Enhanced International Prognostic
Score System)-70, para pacientes con MFP < 70 afios
de edad, que incluye la presencia de variantes en los
genes ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1 e IDH2 como de
alto riesgo molecular.

- MIPPS-70+ version 2.0, que afade la variante en
U2AF1 p.Q157 (http://www.mipss70score.it/).

Se estima que mas de 40% de los pacientes con mie-
lofibrosis presentan por lo menos una variante de alto
riesgo molecular?®28, Ademas, la presencia de dos o
mas variantes de alto riesgo molecular es un factor de
riesgo adverso, debido a su asociacion con una super-
vivencia global y una supervivencia libre de leucemia
mas cortas. Recientemente se ha desarrollado el modelo
AIPSS-MF (Artificial Intelligence Prognostic Scoring
System for Myelofibrosis), basado en datos del registro
espanol de mielofibrosis, que integra variables clinicas
junto con informacién molecular obtenida por NGS y la
frecuencia alélica (VAF). En una version mejorada

(AIPSS-MF molecular: https://molecular-aipss-mf.prod.
gemfin-env.gemfin.click/) se ha demostrado una mayor
capacidad discriminativa para predecir la transformacion
leucémica y una superioridad frente a MIPSS®*. Para la
estratificacion de acuerdo con el riesgo en las mielofi-
brosis secundarias, el modelo MYSEC-PM (Myelofibrosis
Secondary to Polycythemia Vera and Essential
Thrombocythemia Prognostic Model) tiene en cuenta la
ausencia de la variante tipo 1 en CALR.

Cabe senalar que el impacto adverso en la mielofibro-
sis de las mutaciones en ASXL7 ha sido cuestionado
recientemente, en especial a baja VAF®>, Hasta la
fecha, no se contemplan mutaciones en TP53 en nin-
guno de los modelos pronésticos para mielofibrosis. Sin
embargo, hay evidencia fuerte sobre su asociacion con
una supervivencia global mas corta y un menor tiempo
libre de leucemia. Ademas, las mutaciones TP53 multi-
hit, es decir, la presencia de multiples alteraciones en el
gen TP53 (que pueden incluir multiples mutaciones del
gen, combinacién de una mutacién con delecion o pér-
dida de heterocigosidad en la regién 17p, o una muta-
cién con una VAF > 50%), es de peor prondstico®.

Policitemia vera

Las mutaciones en JAK2, tanto la V617F como las
mutaciones en el exdn 12, estan asociadas a tasas
similares de trombosis, transformacion a mielofibrosis
y transformacion a leucemia®®-2°,

Un estudio del Grupo Espafiol de NMP demostr6 que
los pacientes con resistencia o intolerancia a la
hidroxiurea con frecuencia presentan mutaciones en
TP53 o en genes cromatina/splicing*®. Con respecto a
los modelos prondsticos para PV, el MIPSS-PV tiene
en cuenta la presencia de variantes en el gen SRSF2.

El grupo de estudio francés ha desarrollado dos nue-
vos sistemas prondsticos especificos para eventos
trombdticos en pacientes con NMP. La escala VETS
(Venous Thrombosis Score) identifica como Unicos fac-
tores de riesgo la carga mutacional de JAK2 p.V617F
> 50% y la historia de trombosis venosa. Por otro lado,
la escala ARTS (Arterial Thrombosis Score) incorpora,
ademas de los factores de riesgo cardiovascular clasi-
cos (edad, historia de trombosis arterial, etc.), el estado
mutacional de TET2 y DNMT3A como predictores inde-
pendientes de trombosis arterial*!.

Trombocitemia esencial

La presencia de mutaciones en CALR se asocia con
menor riesgo de trombosis que la de variantes en
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JAK2; sin embargo, no tiene ningun impacto en la
supervivencia global ni en la transformacion a mielofi-
brosis 0 a leucemia®®-44. La presencia de mutaciones
en MPL podria asociarse a mayor riesgo de transfor-
macidn a mielofibrosis*®43. Ademas, las mutaciones en
SH2B3, IDH2, U2AF1, SF3B1, EZH2 y TP53 se aso-
ciaron con menores supervivencia global y superviven-
cia libre de mielofibrosis, y un estudio reciente ha
demostrado una alta frecuencia de mutaciones en
TP53 en los pacientes con TE resistente a la hidroxiu-
rea*s. Para el prondstico de la TE, el sistema MIPSS-ET
tiene en cuenta la presencia de variantes en los genes
SRSF2, SF3B1, U2AF1y TP53.

Leucemia neutrofilica cronica

La LNC es una NMP poco frecuente reconocida por
la OMS y la ICC. La presencia de mutaciones impul-
soras en CSF3R constituye la firma genética diagnds-
tica de la LNC, siendo la mutacién T618l la mas
caracteristica, aunque pueden encontrarse otras muta-
ciones activadoras. Sin embargo, la ausencia de una
mutacion en CSF3R no excluye la posibilidad de LNC.
En la mayoria de los casos también se observan muta-
ciones adicionales, como en SETBP1, ASXL1, SRSF2,
asi como en genes relacionados con la sefalizacion
celular?. Se ha publicado recientemente la actualiza-
cion de las recomendaciones para el diagndstico y el
prondstico de esta enfermedad“®.

Leucemia mieloide cronica

Para establecer el riesgo del paciente con LMC en el
momento del diagndstico se dispone de las recomenda-
ciones del grupo de la ELN de 2020, siguiendo la nueva
escala EUTOS'®. La NGS no es necesaria para estable-
cer el diagnéstico de LMC, y actualmente la ELN no
recomienda su uso en la practica clinica, dado que sus
resultados no modifican el manejo terapéutico.

Sin embargo, en torno al 30% de los pacientes en fase
crénica presentan variantes adicionales. El gen mas fre-
cuentemente mutado es ASXL1, pero también son comu-
nes las mutaciones en RUNX1, BCOR, TET2, DNMT3A,
TP53 e IKZF1 (las deleciones en este Ultimo se asocian
con un fenotipo linfoide), y la incidencia de mutaciones
aumenta en las fases avanzadas de la enfermedad.

Mastocitosis

La deteccion de una mutacion activadora en el codén
816 del gen KIT es un criterio diagndstico menor para

las mastocitosis sistémica y cutanea®. La carga alélica
de esta mutacion es generalmente mas alta en las
formas mas agresivas de mastocitosis sistémica, ya
que ademas de en los mastocitos también se detecta
en otras células hematopoyéticas*®.

Terapias dirigidas

En el caso de la LMC, se han aprobado seis inhibi-
dores de la tirosina cinasa ABL1 dirigidos'®. Sin
embargo, existen pocos tratamientos con diana dirigida
para las NMP. El ruxolitinib es un inhibidor selectivo de
JAK1/2 que ha demostrado eficacia en la mielofibrosis
y la PV. La carga alélica de JAK2 p.V617F disminuye
con el tratamiento con ruxolitinib, aunque no se asocia
a mejor respuesta clinica*®%. Por otro lado, el interfe-
ron pegilado ha mostrado capacidad de reducir la
carga de la mutacion driver en pacientes con PV y TE.

Estan en marcha diversos ensayos clinicos con tera-
pias dirigidas y combinaciones, en especial en pacien-
tes con mielofibrosis. Alun esta por determinar cuales
son los factores moleculares que predicen la respuesta
a los inhibidores de JAK y a otros tratamientos dirigi-
dos. Sin embargo, ya se han asociado algunas varian-
tes con resistencia al ruxolitinib, como mutaciones en
la via RAS y en CBL5', mientras que las mutaciones
en DNMT3A se han relacionado con una menor res-
puesta al interferén pegilado®?.

Los estudios futuros deberan establecer la eficacia
del tratamiento en funcién del perfil mutacional, lo que
permitira una estratificacion molecular mas precisa y
una seleccidn terapéutica mas personalizada.
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