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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 (NGS) ha permitido caracterizar el
perfil molecular 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 manejo de los pa-
cientes con neoplasias hematoldgicas. Las clasificaciones recientes de la World Health Organization (WHQ), la International
Consensus Classification (ICC) y la European LeukemiaNet (ELN) destacan la relevancia de los datos genéticos, incorpo-
réndolos 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: Aunque la NGS
estd disponible en muchos laboratorios, su uso no esta estandarizado y no hay consenso sobre la metodologia ni los genes
que evaluar en cada afeccién. Material y método: E/ Grupo de Biologia Molecular en Hematologia (GBMH), en colaboracién
con un panel de expertos, elabor¢ esta guia consensuada. Resultados: Recoge los genes de interés segun su relevancia
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clinica y evidencia cientifica. Conclusiones: Esta guia busca orientar a los profesionales sobre el uso de paneles dirigidos
de NGS en la leucemia mieloide aguda.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda. Secuenciacion masiva (NGS). Guia de consenso.

Abstract

Introduction: The integration of laboratory and clinical technologies and knowledge is key to an accurate diagnosis of he-
matologic 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 classi-
fications by the World Health Organization (WHQ), the International Consensus Classification (ICC), and the European Leu-
kemiaNet (ELN) highlight the relevance of genetic data, incorporating them into their diagnostic and risk stratification algo-
rithms. In this context, the implementation of targeted NGS panels is recommended for their ability to simultaneously analyze
multiple genetic alterations. Objective: Although NGS 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 (GBMH), in collaboration with a panel of experts, developed this consensus guide.
Results: Genes of interest were compiled based on their clinical relevance and scientific evidence. Conclusions: This gui-

de aims to assist professionals in the use of targeted NGS panels in acute myeloid leukemia.

Keywords: Acute myeloid leukemia. Next-generation sequencing (NGS). Consensus guidelines.

Introduccion

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un proceso
maligno caracterizado por una proliferacién muy rapida
de células hematopoyéticas mieloides inmaduras. La
LMA es el subtipo de leucemia aguda mas comun en
pacientes adultos, con una incidencia de 3 a
4 casos nuevos/aio por cada 100.000 habitantes
(unos 2.300 casos/afio en Espana)'. La mediana de
edad a la presentacion se aproxima a los 70 anos, por
lo que se considera una enfermedad de pacientes
mayores. Pese a décadas de investigacion, la LMA
sigue siendo una de las hemopatias malignas mas
graves y las tasas de supervivencia en los pacientes
mayores no superan el 20-40%, pudiendo alcanzar el
70% en la edad pediatrica.

En la ultima década, con el impulso de las técnicas
de secuenciacion masiva (next-generation sequencing
[NGS]), se han identificado millares de variantes en
varias decenas de genes implicados en la LMA.
Aunque mayoritariamente se trata de alteraciones
adquiridas esporadicamente, en un numero cada vez
mayor de casos la NGS ha permitido identificar varian-
tes de origen germinal, conformando actualmente las
neoplasias mieloides con predisposicion germinal una
nueva entidad de las clasificaciones de diagnéstico®3.
Reconocer esta nueva entidad es importante por su
impacto en el manejo clinico de estos pacientes y en
la adopcidn de estrategias de consejo genético.

De igual manera, la identificacion de las alteraciones
somaticas y su implicacién en los mecanismos de leu-
cemogeénesis ha permitido avanzar hacia clasificacio-
nes y algoritmos clinicos mas precisos en la LMA. Las
recientes revisiones publicadas en 2022 de diferentes
grupos de expertos (World Health Organization [WHOJ?,
International Consensus Classification [ICC]® vy
European LeukemiaNet [ELN]*) enfatizan la importan-
cia del estudio molecular como una herramienta fun-
damental para establecer el diagndstico, estratificar el
riesgo, orientar la terapia y definir marcadores de
seguimiento de enfermedad medible residual (EMR).

El creciente numero de alteraciones, unido a la nece-
sidad de obtener informacion rapida para identificar el
subgrupo de pacientes que pueden beneficiarse de
tratamientos dirigidos, ha supuesto un importante
desafio en el abordaje de la LMA, convirtiendo el diag-
nostico molecular en un proceso complejo que requiere
la combinacion de diferentes técnicas. Es una demanda
actual la estandarizacion de nuevos métodos molecu-
lares que optimicen el diagndstico y permitan obtener
resultados reproducibles en el contexto clinico. El uso
de la NGS permite una caracterizacion genética mas
amplia y precisa en los pacientes, posibilitando un
diagndstico mas robusto de la enfermedad, una tipifi-
cacion pronostica mas firme y/o una prediccién inequi-
voca de resistencias en la respuesta de los pacientes
a los farmacos, antes o durante su tratamiento, ofre-
ciendo asi posibles alternativas terapéuticas de forma
individualizada.
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Aspectos metodoldgicos relevantes en la
leucemia mieloide aguda

Muestras

El estudio se realiza habitualmente en médula 6sea,
pero también se pueden incluir otro tipo de muestras
que presenten infiltracion tumoral como minimo del 5%
(p. €j., sangre periférica).

Momento del estudio

Se debe realizar en el diagnéstico y ante fallo del
tratamiento (sea por recaida o refractariedad).

Estudios que hay que realizar

La presencia de alteraciones de distinta naturaleza
implica que la mayoria de las aproximaciones metodo-
l6gicas de NGS en LMA van a requerir llevar a cabo
dos estudios en paralelo, uno en ADN para detectar
variantes puntuales (single nucleotide variant [SNV]),
indels y variaciones del numero de copias (copy num-
ber variations [CNV]), y otro en ARN, para detectar
transcritos de fusion y alteraciones de la expresion
génica. Actualmente, existen paneles de ADN disefa-
dos mediante captura con sondas que permiten detec-
tar mutaciones puntuales, indels y reordenamientos.

PanEeLEs Basapos EN ADN

El estudio de variantes puntuales o pequefas indels
por NGS se ha desarrollado ampliamente en los ulti-
mos anos, existiendo distintos paneles de genes que
ofrecen un estudio muy extenso de las alteraciones en
genes relevantes en la LMA. La incorporacion de pro-
gramas especificos de andlisis y un aumento en la
profundidad de lectura de genes complejos han permi-
tido superar las limitaciones asociadas a la deteccion
de variantes en genes considerados «conflictivos»,
como la detecciéon por NGS de las mutaciones FLT3-
ITD o variantes en CEBPA.

Asimismo, evidencias actuales que sugieren una pre-
disposicion germinal en algunos casos de LMA hacen
recomendable incluir en el panel de NGS los genes
recogidos en la categoria de neoplasias mieloides de
predisposicion germinal en las actuales clasificaciones.
Si existe una historia familiar de neoplasias mieloides
0 sospecha de predisposicion, se debe derivar a un
centro especializado para el estudio mediante panel
ampliado de neoplasias germinales y consejo genético.

Ademas, se estan validando paneles para la deteccion
de reordenamientos de ADN, cuya ventaja es su poten-
cial capacidad para capturar zonas cromosdmicas
translocadas en las que una de las dos partes se des-
conoce, lo que permite identificar nuevas variantes de
algunas translocaciones.

El estudio de la cuantificacion relativa del nimero de
lecturas en la muestra problema respecto a una linea
base generada a partir de muestras control permitiria
con el mismo panel de NGS detectar CNV. Esta apli-
cacion es la menos desarrollada hasta la fecha. Sin
embargo, aquellas aproximaciones de NGS que la
incluyen pueden resultar interesantes como técnica
complementaria al cariotipo o hibridacion in situ fluo-
rescente (FISH), asi como para detectar CNV de
pequefo tamafo cuyo estudio por técnicas citogenéti-
cas se ve comprometido®. Para esta aplicacion, es
recomendable incluir algoritmos bioinformaticos para
su andlisis en los paneles de LMA.

PanELEs BasaDos EN ARN

El estudio de reordenamientos mediante NGS no ha
experimentado tanto recorrido como el estudio de
variantes puntuales o indels. Sin embargo, cada vez
son mas las estrategias de NGS que abordan su estu-
dio. Los paneles basados en amplicones incluyen el
estudio de un gran numero de transcritos de fusion,
contemplando distintos puntos de corte. Sin embargo,
esta estrategia requiere conocer los genes implicados
en la fusién y sus puntos de corte, lo que limita la
capacidad de deteccidn de otras fusiones no contem-
pladas en el disefio del panel. Sin embargo, existen
alternativas metodoldgicas que permiten superar esta
limitacién: a) algunos paneles permiten detectar de
forma indirecta genes de fusion mediante un desequi-
librio en el nimero de lecturas de los extremos 5’y 3’
del gen driver, en estos casos no es posible caracteri-
zar el reordenamiento, ya que se desconoce el gen
implicado en la fusién, y b) paneles basados en cap-
tura. En cualquier caso, se deben seguir los criterios y
puntos de corte del panel comercial o establecer unos
propios en los paneles personalizados, asi como vali-
dar su deteccion por métodos alternativos siempre que
sea posible.

Por otra parte, algunas translocaciones clinicamente
relevantes no dan lugar a la transcripcion de genes
quiméricos. Sin embargo, generalmente los oncogenes
implicados se posicionan bajo el dominio de promoto-
res potentes, produciendo su sobreexpresion. Un ejem-
plo de este mecanismo serian las alteraciones de
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MECOM. En estos casos, se pueden utilizar los pane-
les de ARN para cuantificar la expresion de los genes
desregulados, usando el numero de lecturas de la
diana respecto del numero total de lecturas de ARN.

Estudios para realizar mediante el empleo
de paneles de NGS en leucemia mieloide
aguda

Tras la seleccion de los genes y la revision bibliogra-
fica, las alteraciones gendmicas de interés consensua-
das por el Grupo de Biologia Molecular en Hematologia
(GBMH) para realizar en todo paciente con LMA en el
diagndstico o en situacion de recaida/refractariedad se
muestran en las tablas 1y 2.

Los genes obligatorios han sido seleccionados por con-
senso del GBMH debido a su recomendacion por grupos
de expertos internacionales en el diagndstico, la estratifi-
caciéon del riesgo y el tratamiento: mutaciones en
ANKRD26, ASXL1, BCOR, CEBPA, DDX41, ETV6, EZH2,
FLT3-ITD, FLT3-TKD, GATA2, IDH1, IDH2, NPM1, RUNX1,
SAMD9, SAMDIL, SF3B1, SRSF2, STAG2, TP53, U2AF1
y ZRSR2; fusiones BCR:ABL1, CBFA2T3:GLIS2,
CBFB::MYH11, DEK:NUP214, MECOM:X, ETV6:X,
FUS::ERG, KAT6A:CREBBP, KMT2A:X, NUP98:X,
RBM15::MRTFA,  RUNX1:RUNX1T1, NPM1::MLF1,
PICALM::MLLT10, RUNX1::CBFA2T3, PRDM16::RPN1,
PML::RARA y otras fusiones X::RARA.

Los genes recomendados han sido seleccionados
por consenso del GBMH basandose en una revision
bibliogréfica por su implicacion en la LMA, pero con un
papel mas controvertido en su utilidad clinica: mutacio-
nes en ATG2B, GSKIP, BRAF, CALR, CBL, CSF3R,
CUX1, DNMT3A, GATA1, JAK2, KIT, KRAS, KMT2A-
PTD, MBD4, MPL, NF1, NRAS, PHF6, PPMID,
PTPN11, RAD21, SETBP1, SH2B3, SMC1A, SMCS3,
TERC, TERT, TET2 y WT1 (Tabla Suplementaria 1); en
cuanto a las fusiones, se recomienda el estudio de
reordenamientos mediante aproximaciones de NGS
que permitan detectar el mayor nimero de reordena-
mientos que actualmente son reconocidos como enti-
dades especificas en la LMA (Tabla Suplementaria 2).

Utilidad clinica de los estudios de
paneles de NGS en la leucemia
mieloide aguda

Diagndstico

Recientemente, se ha publicado la actualizacion de
la clasificacion diagndstica de la WHO de 20222,

De manera adicional, ha surgido otra nueva clasifica-
cion diagnostica, ICC, llevada a cabo por un grupo
internacional de expertos®. Es importante remarcar que
ambas clasificaciones han concedido un mayor peso a
las alteraciones genéticas y se ha reducido el nivel de
blastos necesarios para el diagndstico de la LMA en
algunas entidades. En concreto, la ICC establece la
categoria de LMA con alteraciones genéticas recurren-
tes cuando se detecta la alteracion y presentan > 10%
de blastos (excepto LMA BCR::ABL1). Para el resto de
los subtipos se sigue considerando el dintel de > 20%
blastos, pero se introduce una nueva categoria sin-
drome mielodisplasico (SMD)/LMA directamente aso-
ciada con las alteraciones genéticas relacionadas con
la mielodisplasia y un 10-19% de blastos. La WHO ha
ido mas alld y no establece un dintel de blastos reque-
rido para el diagndstico de LMA con alteraciones gené-
ticas recurrentes (excepto LMA BCR::ABL1 y LMA con
CEBPA mutado). En la tabla 3 se resumen ambas
clasificaciones diagndsticas destacando sus coinciden-
cias y divergencias.

Asimismo, en ambas clasificaciones se han incluido
las neoplasias mieloides con predisposicién germinal.
Estas neoplasias germinales ocurren en asociacion
con mutaciones germinales heredadas y caracteristi-
cas clinicas especificas. Las formas mas establecidas
(p. €j., anemia de Fanconi o disqueratosis congénita)
ocurren como sindromes heredados que muestran
hallazgos no hematoldgicos principalmente en nifos.
Sin embargo, hoy en dia conocemos la existencia de
enfermedades autosémicas dominantes con predispo-
sicion a neoplasias hematoldgicas. Algunos de estos
pacientes inician como una neoplasia hematoldgica,
mientras que otros tienen una enfermedad preexistente
o0 alguna disfuncidn organica. Ambas clasificaciones se
resumen en la tabla 4.

La clasificacion de la WHO de 2022 mantiene la
subclasificacion de esta entidad en tres subgrupos y
se clasifican ahora usando la combinacion del fenotipo
de la enfermedad (LMA, SMD...) con el genotipo (muta-
cién); por ejemplo, LMA con variante patogénica ger-
minal en RUNX1.

Ademds de esta novedad terminoldgica, se han
incorporado las mutaciones de TP53 (sindrome de
Li-Fraumeni), asi como las mutaciones de SAMD9/
SAMDIL y BLM presentes en el sindrome de MIRAGE
y Bloom, respectivamente. Por otro lado, la ICC, a dife-
rencia de la clasificacion de la WHO, subclasifica la
entidad en cuatro subgrupos, ya que incorpora las
leucemias linfoblasticas agudas con predisposicion
germinal con mutaciones en los genes PAX5 e IKZF1.
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Tabla 1. Estudio de variantes puntuales (single nucleotide variant [SNV])/indels mediante técnicas de secuenciacion
masiva (next generation sequencing [NGS]). Genes, regiones de interés y utilidad clinica en la leucemia mieloide

aguda (LMA)

Genes obligatorios

Secuencia de Regiones de estudio Diagnéstico Pronodstico | Tratamiento Predisposicion
referencia (hotspots) hereditaria

ANKRD26
ASXLT

BCOR
CEBPA
DDX41
ETV6
EZH2
FLT3-ITD
FLT3-TKD
GATA2

IDH1
IDH2
NPM1
RUNXT
SAMD9
SAMDIL
SF3B1
SRSF2
STAG2
TP53
U2AF1
ZRSR2

NM_014915.2

NM_015338.6

NM_001123385.2

NM_004364.5
NM_016222.4
NM_001987.5
NM_004456.5
NM_004119.3
NM_004119.3
NM_032638.5

NM_005896.4
NM_002168.2
NM_002520.6
NM_001754.5
NM_017654.4
NM_152703.5
NM_012433.4
NM_001195427.2
NM_001042749.2
NM_000546.6
NM_006758
NM_005089.4

5 UTR + exones 1-2

Region codificante completa
(exon 13)

Region codificante completa
Region codificante completa
Region codificante completa
Region codificante completa
Region codificante completa
Exones 11-20 (exones 14-15)
Exones 14-23 (ex6n 20)

Region codificante
completa + intrén 4

Exon 4

Exén 4

Exones 10, 11

Region codificante completa
Region codificante completa
Region codificante completa
Exones 11-16

Region codificante completa
Region codificante completa
Region codificante completa
Exones 2, 6-8

Region codificante completa

X

< X X X X

< X X X X X

Genes recomendados

ATG2B
BRAF
CALR
CBL
CSF3R
CUX1
DNMT3A

NM_018036.7
NM_004333.6
NM_004343.3
NM_005188.4
NM_156039.3
NM_001202543.2
NM_175629.2

Exones 28-33

Region codificante completa
Exon 9

Exones 8-9

Exones 6-10 y 14-18

Region codificante completa

Region codificante completa
(exon 23)

X
X
X
X
X
X

X
X

(Contindia)
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Tabla 1. Estudio de variantes puntuales (single nucleotide variant [SNV])/indels mediante técnicas de secuenciacion
masiva (next generation sequencing [NGS]). Genes, regiones de interés y utilidad clinica en la leucemia mieloide

aguda (LMA) (continuacion)

Genes recomendados

Secuencia de Regiones de estudio Diagnéstico Pronodstico | Tratamiento Predisposicion
referencia (hotspots) hereditaria

GATA1 NM_002049.4 Region codificante completa
(exon 2)

GSKIP NM_016472.5 Region codificante completa

JAK2 NM_004972.3 Region codificante completa
(exones 12, 14)

KIT NM_000222.2 Exones 2-18

KRAS NM_033360.4 Exones 2-4

KMT2A-PTD* NM_001197104.2  Exones 2-11

MBD4 NM_003925.3 Region codificante completa

MPL NM_005373.2 Exones 3-6, 10, 12

NF1 NM_001042492.3  Region codificante completa

NRAS NM_002524.4 Exones 2-4

PHF6 NM_032458.3 Region codificante completa

PPM1D NM_003620.4 Region codificante completa

PTPNT1 NM_002834.5 Region codificante completa

RAD21 NM_006265.3 Region codificante completa

SETBP1 NM_015559.3 Exén 4

SH2B3 NM_005475.3 Region codificante completa

SMC1A NM_006306.4 Region codificante completa

SMC3 NM_005445.4 Region codificante completa

TERC NR_001566.1 Region codificante completa

TERT NM_198253.3 Region codificante completa

TET2 NM_001127208.3  Region codificante completa

Wr1 NM_024426.6 Exones 7, 9

X
X X
X
X
X
X
X X
X
X X X
X
X
X
X X X
X
X X
X X
X
X
X X
X X
X
X

Estas duplicaciones no pueden ser detectadas por citogenética y/o hibridacion in situ fluorescente (FISH) convencional. Las técnicas de NGS pueden explorar estas

duplicaciones en ADN o ARN.

*KMT2A-PTD: duplicaciones parciales en tandem de tamafio variable que implican entre 2 y 3 exones del gen KMT2A.

La recomendacion es incluir en los paneles de muta-
ciones somaticas los genes recogidos en las clasifica-
ciones de la WHO de 2022 y la ICC relacionados con
predisposicién a neoplasia hematoldgica germinal. Sin
embargo, debido a las necesidades especificas de
estos estudios (paneles de genes ampliados, muestra
especifica y consejo genético), si existe una historia
familiar de neoplasias mieloides o sospecha de predis-
posicion, se debe derivar a un centro especializado. Se
ha establecido en el seno de la Sociedad Espafola de

Hematologia y Hemoterapia (SEHH) un grupo de tra-
bajo especifico de este tipo de neoplasias que llevara
a cabo una guia de trabajo dirigido al diagndstico y el
seguimiento de estos pacientes.

Pronéstico

Ademas del andlisis citogenético, la identificacion de
mutaciones con impacto prondstico y terapéutico
puede ayudar a refinar los grupos de prondstico en
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Tabla 2. Estudio de reordenamientos mediante técnicas de secuenciacion masiva (next-generation sequencing [NGS]).
Genes de fusion y utilidad clinica en la leucemia mieloide aguda (LMA)

Reordenamientos obligatorios

BCR:ABL1

CBFA2T3::GLIS2*

CBFB:MYH11

DEK::NUP214

MECOM::X*$ (MYC, ETV6, RUNXT, RPN1)
ETV6:X (MNX1)

FUS::ERG

KAT6A::CREBBP

KMT2A:X (AFF1* AFDN, MLLT1*, MLLT3, MLLT4, MLLT6, MLLT10, MLLT11, ELL, TET1)
KMT2A-PTD?

NUP98::X (NSD1* KMD5A*)®
RBM15:MRTFA (MKL1)
RUNX1::RUNXTT1

PML::RARA

NPM1::MLF1

PICALM::MLLT10

RUNX1::CBFA2T3

PRDM16::RPN1 X

X X X X X X X X X X X X X X X X X XxX Xx

X::RARA (IRF2BP2, NPM1, ZBTB16, STAT5B, STAT3, TBL1XR1, FIP1L1, BCOR)® X

Reordenamientos recomendados

Las actuales clasificaciones de diagndstico y prondstico de la LMA contemplan un elevado nimero de reordenamientos. Se recomienda
su estudio mediante aproximaciones de NGS que permitan detectar y caracterizar el mayor nimero de reordenamientos posibles, entre
los que se incluyan aquellos con alta incidencia en la LMA, asi como otros menos frecuentes pero recurrentes en la LMA.

*Reordenamientos descritos mayoritariamente en la LMA pediétrica.

TKMT2A-PTD: duplicaciones parciales en tandem de tamafio variable que implican entre 2 y 3 exones del gen KMTZA. Estas duplicaciones no pueden ser detectadas por
citogenética y/o hibridacion in situ fluorescente (FISH) convencional. Las técnicas de NGS pueden explorar estas duplicaciones en ADN o ARN.

*Los reordenamientos MECOM::X generalmente implican la region 3q26 y tienen como consecuencia la hiperexpresion del gen MECOM. inv (3)(q21q26)/t (3;3)(q21;426) son
las alteraciones cromosémicas mas frecuentes en los pacientes con alteraciones en 3q26. Estas alteraciones no dan lugar a la transcripcion de un gen quimérico; sin
embargo, se produce hiperexpresion del gen MECOM.

SEs recomendable estudiar el mayor nimero de genes partner posible.

LMA, especialmente en los pacientes con un cariotipo — La ratio alélica FLT3-ITD ya no se tiene en cuenta
normal, pudiendo influir en las decisiones de trata- en la estratificacion del riesgo; todas las LMA con
miento posteriores. FLT3-ITD se clasifican como riesgo intermedio, inde-
En 2017, la ELN publicd unas recomendaciones pendientemente de la ratio o la presencia simultanea
sobre el manejo de la LMA tratada con quimioterapia de la mutacién NPM17.
intensiva en las que se establece una estratificacion — Ademas de los genes ASXL1 y/o RUNXT considera-
del riesgo en funcion de alteraciones genéticas y mole- dos en la anterior clasificacion, se amplia la catego-
culares®. Estas recomendaciones, actualizadas en ria «LMA con mutaciones relacionadas con mielodis-
2022, mantienen esta estratificacion en tres grupos de plasia» incluyendo los genes ASXL1, BCOR, EZH2,
riesgo: favorable, intermedio y adverso, introduciendo RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 0 ZRSR2 y
los siguientes cambios: se clasifican en el grupo de riesgo adverso, incluso
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Tabla 3. Clasificaciones de la World Health Organization (WHO) y la International Consensus Classification (ICC) de
2022 para el diagndstico de la leucemia mieloide aguda (LMA)

LMA con alteraciones genéticas recurrentes (no umbral LMA con alteraciones genéticas recurrentes (requiere un 10% de blastos

de blastos minimo requerido excepto para las entidades | para ser diagnosticada)

indicadas)

LPA con reordenamiento PML::RARA LPA con t (15;17)(q24.1;q21.2)/ PML::RARA!

LMA con reordenamiento RUNX1::RUNX1T]1 LMA con t (8;21)(q22;922.1)/RUNX1::RUNXTT1

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

LMA con reordenamiento DEK::NUP214 LMA con t (6;9)(p22.3;q34.1)/ DEK::NUP214

LMA con reordenamientos de KMT2A LMA con t (9;11)(p21.3;923.3)/ MLLT3::KMT2A*

LMA con reordenamientos de MECOM LMA con inv (3)(q21.3926.2) o t (3;3)(q21.3;q26.2)/ GATA2, MECOM (EVI1)}

LMA con reordenamientos de BCR::ABL1 (> 20% blastos)!  LMA con t (9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL17 (> 20% de blastos)"

LMA con mutacion de NPM1 LMA con NPM1 mutado

LMA con mutacién de CEBPA (> 20% blastos)**
LMA con mutacion in-frame de bZIP en CEBPA LMA con reordenamientos de NUP98
LMA con reordenamiento RBM15::MRTFA LMA con otras translocaciones recurrentes raras

LMA con otras alteraciones genéticas definidas™
LMA relacionada con mielodisplasia (> 20% blastos)* LMA con mutaciones génicas asociadas con mielodisplasia®
LMA con alteraciones citogenéticas asociadas con mielodisplasia™

LMA con TP53 mutado

LMA definida por la diferenciacion (> 20% blastos)*** Categoria sin alteraciones genéticas recurrentes LMA

LMA no caracterizada de otro modo (NOS) (> 20% blastos) o SMD/LMA
(blastos 10-19%)

*Las categorias diagndsticas indicadas en la parte superior anteceden a aquellas situadas mas abajo en la clasificacion.

"Deben reportarse otras translocaciones recurrentes que afecten a RARA, incluyendo: IRF2BP2:RARA, NPM1::RARA, ZBTB16::RARA, STAT5B::RARA, STAT3::RARA; otros
genes raramente reordenados son RARA: TBL1XR1, FIP1L1, BCOR.

*Deben reportarse otras translocaciones recurrentes que afecten a KMT2A, incluyendo AFF1:KMT2AS, AFDN::KMT2A, MLLT10:KMT2A, TET1:KMT2A, KMT2A:ELL,
KMT2A::MLLTT (Socurren predominantemente en nifios).

Deben reportarse otras translocaciones recurrentes que afecten a MECOM, incluyendo MECOM::?, MECOM::MYC, ETV6::MECOM, MECOM::RUNX].

“Ambas clasificaciones requieren de un 20% de blastos para diferenciarlo adecuadamente de la leucemia mieloide cronica.

Mncluye tanto la mutacion in-frame de bZIP en CEBPA como mutaciones bialélicas y requiere de un 20% de blastos para el diagnéstico.

HIncluye fusiones génicas raras pero recurrentes en la LMA.

$Se puede definir por mutaciones génicas o alteraciones citogenéticas. Las mutaciones génicas son: ASXL1, BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 o ZRSR2. Las
alteraciones citogenéticas son: cariotipo complejo (> 3 alteraciones), delecion 5q o pérdida de 5q debido a translocaciones no balanceadas, monosomia 7, delecion 7q o
pérdida de 7q debido a translocaciones no balanceadas, delecion 11q, delecion 12p o pérdida de 12p debido a translocaciones no balanceadas, monosomia 13, delecion
13q, delecion 17p o pérdida de 17p debido a translocaciones no balanceadas, isocromosoma 17q, isodicéntrico idic (X)(q13).

MSe define por la presencia de mutaciones en los genes ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 o ZRSR2. Es de remarcar que son las mismas
mutaciones recogidas por la WHO afadiendo la mutacion de RUNXT.

"Las alteraciones citogenéticas definitorias de esta entidad son el cariotipo complejo (> 3 alteraciones sin la presencia de otras alteraciones genéticas recurrentes
recogidas en la clasificacion y excluye cariotipos hiperdiploides con tres o mas trisomias o polisomias sin alteraciones estructurales) y diferentes alteraciones no
balanceadas: del (5g)/t (5q)/add (5q); -7/del (7q); +8; del (12p)/t (12p)/(add (12p); i (17q), -17/add (17p) o del (17p); del (20q); y/o idic (X)(q13).

"Incluye los casos de LMA sin alteraciones genéticas especificas.

LPA: leucemia promielocitica aguda.

en ausencia de anomalias citogenéticas relaciona- independientemente de su aparicién como mutacio-
das con la mielodisplasia®®. nes bialélicas o monoalélicas'.

- La presencia de anomalias citogenéticas de riesgo — Otras anomalias citogenéticas recurrentes que defi-
adverso en la LMA con mutaciones en NPM1 se nen la enfermedad se incluyen en el grupo de riesgo
define ahora con riesgo adverso'°. adverso, como la t(3926.2;v) que afecta al gen ME-

- Solo se consideran de riesgo favorable las mutacio- COM?™ o la t(8;16)(p11;p13) asociada a la fusion del
nes in-frame en la region bZIP del gen CEBPA, gen KAT6A: CREBBP™.

101



102

SANGRE. 2026;45(2)

Tabla 4. Clasificaciones de la World Health Organization (WHO) y la International Consensus Classification (ICC) de
2022 de las neoplasias hematoldgicas con predisposicion germinal

Neoplasias mieloides con predisposicion germinal sin
alteraciones plaquetarias preexistentes ni disfuncion organica

Variantes germinales P/PP de CEBPA (LMA familiar asociada
a CEBPA)

Variantes germinales P/PP de DDX41
Variantes germinales P/PP de TP53 (sindrome de Li-Fraumeni)

Neoplasias mieloides con predisposicion germinal y

alteraciones plaquetarias preexistentes

Variantes germinales P/PP de RUNXT (trastorno plaguetario
familiar con neoplasia mieloide asociada, FPD-MM)

Variantes germinales P/PP de ANKRD26 (trombocitopenia 2)
Variantes germinales P/PP de ETV6 (trombocitopenia 5)

Neoplasias mieloides con predisposicion germinal y

potencial disfuncion organica

Variantes germinales P/PP de GATAZ (deficiencia de GATA2)

Sindromes de fallo medular
Neutropenia congénita grave
Sindrome de Shwachman-Diamond
Anemia de Fanconi

Telomeropatias

Rasopatias (neurofibromatosis de tipo 1, sindrome de CBL,
sindrome de Noonan o enfermedades sindrome de Noonan-/ike)

Sindrome de Down
Variantes germinales P/PP de SAMDY (sindrome de MIRAGE)

Variantes germinales P/PP de SAMDYL (sindrome de
ataxia-pancitopenia con mutaciones de SAMDIL)

Variantes bialélicas germinales P/PP de BLM (sindrome de
Bloom)

Neoplasias hematoldgicas con predisposicion germinal sin
enfermedad constitucional que afecte a miltiples sistemas organicos

Neoplasias mieloides con mutacion germinal de CEBPA

Neoplasias mieloides o linfoides con mutacion germinal de DDX41
Neoplasias mieloides o linfoides con mutacion germinal de TP53

Neoplasias hematoldgicas con predisposicion germinal asociada a
alteraciones plaquetarias constitucionales

Neoplasias mieloides o linfoides con mutacion germinal de RUNXT

Neoplasias mieloides con mutacion germinal de ANKRD26
Neoplasias mieloides o linfoides con mutacion germinal de ETV6

Neoplasias hematolagicas con predisposicion germinal con
enfermedad constitucional que afecte a miltiples sistemas organicos

Neoplasias mieloides con mutacion germinal de GATA2
Neoplasias mieloides con mutacion germinal de SAMDI

Neoplasias mieloides con mutacion germinal de SAMDIL
Neoplasias mieloides asociadas a sindromes de fallo medular
Anemia de Fanconi
Sindrome de Shwachman-Diamond
Telomeropatias incluyendo la disqueratosis congénita

Neutropenia congénita grave
Anemia de Diamond-Blackfan

Leucemia mielomonocitica juvenil asociada a neurofibromatosis

Leucemia mielomonocitica juvenil asociada a sindrome de Noonan

Neoplasias mieloides o linfoides asociadas a sindrome de Down

Leucemia aguda linfoblastica con predisposicion germinal*

Leucemia aguda linfoblastica con mutacion germinal de PAX5

Leucemia aguda linfoblastica con mutacion germinal de /KZF1

*El sindrome de Down, con mutaciones germinales en ETV6y TP53, también predispone a leucemia aguda linfoblastica.

P: patogénica; PP: probablemente patogénica.

— Por ultimo, los cariotipos hiperdiploides con mdltiples
trisomias (o polisomias) ya no se consideran carioti-

pos complejos y de riesgo adverso'.

Asi pues, los grupos quedan como se indica a

continuacion.

RIESGO FAVORABLE

— Mutaciones:
o NPM1 mutado en ausencia de duplicaciones inter-
nas en tandem en FLT3 (FLT3-ITD) y de alteracio-
nes citogenéticas de riesgo adverso. El riesgo
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puede cambiar durante el tratamiento segun los
resultados de la EMR.
¢ Presencia de mutacion in-frame en la region bZIP
del CEBPA.
- Reordenamientos:
e 1(8;21)(q22;922.1); RUNX1::RUNXTT1.
e inv(16)(p13.1g22) o 1(16;16)(p13.1,q22); CBFB:MYH11.
El riesgo inicial asignado a estos reordenamientos
puede cambiar durante el tratamiento segun los resul-
tados de la EMR. La coocurrencia de mutaciones en
KIT ylo FLT3 no altera la categorizacion del riesgo.

RIESGO INTERMEDIO

— Mutaciones:

e NPM1 mutado con mutacion FLT3-ITD. El riesgo
puede cambiar segun los resultados de la EMR.

e NPM1 no mutado con mutacién FLT3-ITD.

— Reordenamientos:

o 1(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3::KMT2A. La presencia
de esta alteracion tiene preferencia sobre la con-
currencia de mutaciones de riesgo adverso poco
frecuentes. Ademas, el riesgo inicial puede cam-
biar segun los resultados de la EMR.

¢ Presencia de alteraciones citogenéticas no consi-
deradas como de riesgo favorable o adverso.

RIESGO ADVERSO

- Mutaciones:

e Mutaciones en ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 o0 ZRSR2, aunque
no deben considerarse marcadores de prondstico
adverso si coexisten con un marcador de pronds-
tico favorable.

e TP53 mutado con una fraccion alélica de al menos
un 10% e independientemente de si es mono- o
bialélico. Con frecuencia, TP53 mutado se asocia
a cariotipo complejo y monosémico.

- Reordenamientos:

o 1(6;9)(p23;934.1); DEK::NUP214.

e 1(v;11923.3); reordenamientos de KMT2A excluyen-
do las duplicaciones parciales en tandem (PTD).

o 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR::ABL1.

o 1(8;16)(p11;p13); KAT6A::CREBBP.

¢ inv(3)(921.3926.2) o 1(3;3)(q21.3;26.2); GATA2,
MECOM(EVIT).

o 1(3926.2;v); MECOM(EVIT)-reordenado.

e -5 0 del(5q); -7.

o —17/abn(17p).

e Cariotipo complejo o monosémico. Se define el
cariotipo complejo por la presencia de tres 0 mas
anomalias cromosémicas no relacionadas en au-
sencia de otras anomalias genéticas recurrentes
definitorias de clase; se excluyen los cariotipos
hiperdiploides con tres 0 mas trisomias (o poliso-
mias) sin anomalias estructurales. Por otro lado,
se define el cariotipo monosémico por la presencia
de dos o mas monosomias distintas (excluyendo
la pérdida de X 0 Y), o una Unica monosomia au-
tosdémica en combinacién con al menos una ano-
malia cromosomica estructural (excluyendo la
CBF-LMA).

Ademés de la estratificacion genética al diagndstico,
los expertos sefialan como factores clave en la evalua-
cion del riesgo individual la respuesta al tratamiento
inicial, la determinacion temprana de la EMR'" y el uso
de terapias dirigidas. Asi, en la practica clinica, un
paciente con mutaciones en NPM17 o reordenamientos
CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1 y MLLT3:KMT2A
pueden transicionar de grupo segun la presencia o
ausencia de EMR.

En cuanto a los marcadores de seguimiento, actual-
mente la citometria de flujo y la prueba de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa son las
dos técnicas estandar para el seguimiento de la EMR.
Sin embargo, se estan explorando nuevas aproxima-
ciones como la PCR digital (dPCR), limitada por la
sensibilidad y por la necesidad de un disefio especifico
para cada alteracion, o como la NGS con correccion
de errores, que permite aumentar el umbral de detec-
cion hasta el 0,01-0,001%. Esta ultima posibilidad
resulta muy atractiva, dado que permitiria identificar
marcadores moleculares de EMR en casi todas las
LMA teniendo la precaucién de excluir variantes ger-
minales y alteraciones premalignas asociadas a hema-
topoyesis clonal.

De manera adicional a la clasificaciéon ELN de pro-
nostico, la extensa caracterizacion molecular de la
LMA que nos ha aportado la NGS ha permitido llegar
a nuevas propuestas de clasificacion que pretenden
integrar la clasificacion y la estratificacion de la LMA,
como la propuesta por Papaemmanuil et al. en 20166
y revisada en el afio 2022". Esta clasificacion geno-
mica realizada en 3.653 pacientes candidatos a trata-
miento intensivo incluye 16 clases genético-moleculares.
Cada clase representa un subgrupo bioldgico de la
LMA que se asocia con unas caracteristicas clini-
co-bioldgicas y una diferente respuesta al tratamiento
de induccion con quimioterapia.
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Tratamiento

Actualmente, aparte de la relevancia que tiene la
correcta caracterizacion de las mutaciones al diagnds-
tico de todas las LMA por su impacto en el prondstico,
debemos tener en cuenta que también puede tener
impacto en el tratamiento, lo que constituye un impor-
tante avance mas alla de los esquemas basados en
quimioterapia estandar.

En este momento, el Unico farmaco dirigido a muta-
ciones que esta aprobado para su uso en primera linea
de tratamiento es midostaurina, un inhibidor de FLT3
que se puede administrar en combinacién con la qui-
mioterapia a aquellos pacientes que presenten una
duplicacion interna en tandem (FLT3-ITD) o una muta-
cién puntual en el dominio tirosina cinasa (TKD) (FLT3-
TKD) que, en ambos casos, llevan a la activacion
constitutiva del receptor. En los pacientes de LMA en
recaida o refractarios con mutaciones en FLT3, tanto
ITD como TKD, se ha aprobado el uso en monoterapia
del inhibidor de FLT3 gilteritinib. Estos inhibidores han
recibido aprobacion para todos los pacientes portado-
res de mutaciones FLT3, independientemente de las
caracteristicas citogenéticas. Ademas, existen otros
farmacos dirigidos a estas mutaciones que estan en
fases finales de ensayo clinico y que presentan resul-
tados muy prometedores (quizartinib, sorafenib, creno-
lanib, etc.) no solo en primera linea, sino también en
fases més avanzadas o como ftratamiento de
mantenimiento.

De manera similar a FLT3, la deteccion de mutacio-
nes en IDH1 e IDH2 mediante NGS también puede
tener relevancia terapéutica. En este sentido, se estan
desarrollando ensayos clinicos para la aprobacion de
inhibidores de IDH1 (enasidenib) e IDH2 (ivosidenib),
que ya se encuentran en fases muy avanzadas y que
también podrian administrarse en primera linea. En
fase mas temprana de evaluacidn se encuentran otros
tratamientos dirigidos como los inhibidores de la
menina para los pacientes con reordenamiento KMT2A
o mutacién de NPM1'8 y otro grupo de farmacos diri-
gidos contra las mutaciones de TP53".

Como consecuencia de toda la innovacién que se
esta produciendo en el campo de los farmacos dirigi-
dos a dianas moleculares, el tratamiento de la LMA,
que hasta no hace tanto tiempo era Unico para todos
los pacientes, va a ser cada vez mas personalizado.
Tanto en el caso de nuevos diagndsticos como en los
pacientes que presenten una recaida, sera necesario
realizar el analisis mutacional de forma rapida, ya que

el inicio del tratamiento debera esperar a tener este
resultado.
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