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Resumen

Introduccidn: La estandarizacidn del diagndstico y monitorizacion molecular en neoplasias mieloides es un desafio aun
no resuelto en Espaha. Se precisa armonizar los estudios genéticos y moleculares en estas enfermedades para que
todos los pacientes tengan acceso a un diagndstico completo con independencia del drea en la que se encuentren.
Material y métodos: Desde la Sociedad Espafola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH) se ha promovido el proyecto
Precision Medicine Alliance in Hematology en patologia mieloide. Se utilizé metodologia de Laboratorio de ideas (Think
Tank) con nueve expertos clinicos y moleculares pertenecientes a los principales grupos cooperativos (SEHH, PETHEMA,
CETLAM, GBMH y GECGH). Hubo tres reuniones de consenso de caracterizacion en leucemia mieloide aguda (LMA),
sindromes mielodisplasicos (SMD) y neoplasias mieloproliferativas (NMP), para facilitar su uniformidad y accesibilidad
en todo el pais. Resultados: Sin alcanzar una estandarizacion completa en Espafia para utilizar una misma tecnologia,
si se consensuaron los estudios minimos necesarios en pacientes con LMA, SMD y NMP. EIl consenso incluye determi-
naciones iniciales y de secuenciacion de nueva generacion, asi como criterios minimos de calidad y tiempos de re-
spuesta. Conclusiones: Se ha llegado a un consenso en el estudio molecular de LMA, SMD y NMP, avalado por la
SEHH y sus grupos mas representativos.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda. Sindromes mielodispldsicos. Neoplasias mieloproliferativas. Diagndstico molecu-
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Abstract

Introduction: The standardization of diagnosis and molecular monitoring in myeloid disorders is a challenge that has not
yet been resolved in Spain. It is necessary to harmonize genetic and molecular studies in these diseases so that all patients
have access to a complete diagnosis regardless of the area in which they are. Material and methods: The Spanish Socie-
ty of Hematology and Hemotherapy (SEHH) has promoted the project Precision Medicine Alliance in Hematology in myeloid
pathology. The project followed the Think Tank methodology, with nine clinical and molecular experts from the main coopera-
tive groups (SEHH, PETHEMA, CETLAM, GBMH and GECGH). There were three consensus meetings adressing characteri-
zation in acute myeloid leukemia (AML), myelodysplastic syndromes (MDS) and myeloproliferative neoplasms (MPN), to fa-
cilitate uniformity and accessibility throughout the country. Results: Without achieving a total standardization in Spain in
which all centers use the same technology, the minimum necessary studies were agreed in patients with AML, MDS and
MPN. The consensus includes initial and next-generation sequencing determinations, as well as the minimum quality criteria
and response times. Conclusions: A consensus has been reached in the molecular study of AML, MDS and MPN, endorsed
by the SEHH and its most representative groups.

Keywords: Acute myeloid leukemia. Myelodysplastic syndromes. Myeloproliferative neoplasms. Molecular diagnosis. Genetic

studies. Myeloid panel.

Introduccion

El diagndstico de las neoplasias hematoldgicas se
ha basado clasicamente en la citologia e histologia. Sin
embargo, los avances técnicos han hecho que tenga
que ser complementado con una caracterizacion gené-
tica, molecular e inmunoldgica que ha determinado un
creciente aumento del nivel de complejidad de los estu-
dios diagnésticos'. El planteamiento y desarrollo de
estrategias de armonizacion y consenso a nivel nacio-
nal tiene como objetivo asegurar el acceso a un
correcto diagndstico de todos los pacientes, con inde-
pendencia del centro o area donde sean atendidos.
Solo asi se garantizara un tratamiento dptimo y ajus-
tado a las caracteristicas moleculares de las neopla-
sias de cada paciente. Bajo esta perspectiva se ha
desarrollado el proyecto Precision Medicine Alliance in
Hematology en patologia mieloide siguiendo una meto-
dologia de Laboratorio de ideas (Think Tank) para la
generacion de ideas en un grupo de trabajo formado
por expertos en el diagndstico de estas enfermedades,
con el propdsito de consensuar los procesos implica-
dos en su caracterizacion molecular para asegurar una
accesibilidad uniforme en el diagnéstico de la leucemia
mieloide aguda (LMA), sindromes mielodisplasicos
(SMD) y neoplasias mieloproliferativas (NMP) en todo
el territorio nacional. La disponibilidad de un docu-
mento de posicionamiento con la presentacion y justi-
ficacion de un panel mieloide necesario para su uso
en la practica clinica puede ser la base para la apro-
bacion e inclusion formal de dichos procedimientos
diagndsticos y de seguimiento en la cartera de servi-
cios del Sistema Nacional de Salud.

Métodos

La metodologia usada se ha basado en el método
del Laboratorio de ideas, que consiste en la reunién de
un grupo de expertos, en este caso, de expertos en el
diagndstico de patologia mieloide, para discutir cuales
son las pruebas imprescindibles para el correcto diag-
nostico de cada una de las distintas patologias. Esta
reunién fue coordinada por la Sociedad Espafiola de
Hematologia y Hemoterapia (SEHH).

Para facilitar el trabajo de propuesta y aprobacion de
estas variables, se organizaron tres grupos de trabajo:
LMA, SMD y NMP, que se reunieron en diversas oca-
siones hasta conseguir una propuesta final. Las reco-
mendaciones en relacion con la leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC), aun tratdndose de un
sindrome mielodisplasico/mieloproliferativo, se englo-
baron dentro del grupo de los SMD.

Finalmente, las conclusiones de cada uno de los
grupos se expusieron en una reunion comun para con-
sensuar el trabajo realizado y el formato de las distintas
tablas resumen correspondientes a cada una de las
patologias. El objetivo de estas tablas era que fueran
de maxima utilidad para el trabajo diario de los distintos
laboratorios de diagndstico hematoldgico.

Leucemia mieloide aguda

El diagndstico de la LMA es un proceso multidisci-
plinario que integra los resultados de diferentes técni-
cas incluyendo la citomorfologia, citometria de flujo,
citogenética y biologia molecular?. Concretamente, los
estudios citogenéticos y moleculares son el pilar fun-
damental para determinar los grupos de riesgo,
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orientar el tratamiento y definir los marcadores de
seguimiento con el fin de detectar enfermedad residual
medible en los pacientes de alto riesgo.

Diagnostico y estratificacion prondstica

Los sistemas de clasificacion de la LMA han incorpo-
rado nuevas entidades basadas en criterios moleculares,
tales como la LMA con el gen NPM1 mutado®, LMA con
mutaciones bialélicas de CEBPA* y LMA con RUNX1
mutado®, habiéndose creado, ademas, la categoria de
«neoplasias mieloides con predisposicion hereditaria»,
asociada a mutaciones germinales en los genes RUNX1,
CEBPA, GATA2, ANKRD26, ETV6, SRP72 y TP535°.

Los primeros marcadores moleculares incorporados
en la estratificacion prondstica propuesta por el grupo
European Leukemia Net (ELN)? fueron FLT3, NPM1 y
CEBPA. Las duplicaciones internas en tandem (ITD) en
el gen FLT3 (FLT3-ITD) confieren mal prondstico en los
pacientes con LMA con cariotipo normal y se correla-
cionan con resistencia al tratamiento de induccion, apa-
riciéon de recaidas y menor supervivencia'®'?, También
es relevante determinar el ratio o cociente FLT3-ITD
(alelo mutado/alelo no mutado), ya que ratios bajas (<
0,5) no parecen conferir este prondstico adverso si coe-
xiste una mutacién favorable'®'. De forma mas con-
creta, las mutaciones en NPM1'* en ausencia de
FLT3-ITD o en su presencia pero con cociente bajo (<
0,5) perfilan un grupo de prondstico favorable, al igual
que las mutaciones bialélicas en CEBPA>'.

El desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva o
de nueva generacion (next generation sequencing,
NGS) ha permitido identificar nuevos marcadores
moleculares con impacto prondstico. La ultima clasifi-
cacion genética de la ELN de 2017 incluye, entre otros
genes con impacto prondstico, las mutaciones en
RUNX1 y ASXL1 que se relacionan con un prondstico
desfavorable?, especialmente cuando ambas mutacio-
nes estan presentes®'®. Las mutaciones en el gen
TP53 se asocian a cariotipo complejo 0 monosémico y
confieren muy mal prondstico'’, que empeora alin mas
cuando coexisten alteraciones citogenéticas y
moleculares'®1°,

El detalle de los estudios recomendables para el
diagndstico genético/molecular de las LMA se presenta
en la tabla 1.

Terapias dirigidas

Las nuevas terapias que actian de manera dirigida
atacando selectivamente a las células leucémicas

constituyen un importante avance en el tratamiento de
la LMA mas allda de los esquemas quimioterapicos
estandar. Los estudios moleculares permiten una
selecciéon mas precisa de los pacientes que cumplen
criterios para la indicacion de estos tratamientos. Los
inhibidores de FLT3 en combinacién con la quimiote-
rapia han sido aprobados para pacientes con LMA
FLT3 mutado (ITD y dominio tirosina cinasa [TKD]) de
nuevo diagnostico?!, y en monoterapia para pacientes
con recaida o LMA refractaria®®. Los inhibidores ivosi-
denib®* y enasidenib® han recibido recientemente
aprobacién para pacientes LMA con mutaciones en
IDH1 e IDH2 en recaida/refractariedad.

Monitorizacion de la enfermedad minima
residual

La disponibilidad actual de técnicas de inmunofeno-
tipado y/o marcadores moleculares permite determinar
la cinética de desaparicion de la enfermedad, disefar
estrategias individualizadas de tratamiento post-remi-
sién y detectar precozmente las recaidas®®. La detec-
cion molecular de enfermedad residual medible (ERM)
se realiza cldsicamente mediante la reacciéon en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
(RT-PCR) cuantitativa (RT-qPCR) por la sensibilidad de
esta técnica (10%-10°). En el momento presente, la
deteccion de los reordenamientos RUNXT-RUNX1T1,
CEBFB-MYH11, PML-RARA vy la mutacion NPM1
mediante RT-gPCR son los Unicos marcadores obliga-
torios de ERM en las recomendaciones de la ELN?¢ y
las del presente consenso. En la tabla 1 se incluyen
los estudios obligatorios y los recomendados para la
monitorizacion de la enfermedad, que se han consen-
suado y que el grupo de biologia molecular en hema-
tologia y la SEHH hacen suyos.

Algoritmo diagnéstico

El tratamiento de la LMA es un proceso complejo que
requiere la combinacion de diferentes técnicas. Ello es
debido a la disponibilidad de un ndmero creciente de
marcadores genéticos y moleculares con valor diag-
nostico y pronostico, asi como la necesidad de obtener
informacién rapida para identificar a los candidatos a
las terapias dirigidas. Para estar en condiciones de
superar estos desafios, el laboratorio clinico debe
adaptarse tecnoldgicamente, complementando las téc-
nicas convencionales con la implementaciéon de nue-
vas tecnologias como la NGS que permitan optimizar
el diagndstico molecular.
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Tabla 1. Estudios para el diagnéstico genético—molecular y monitorizacion en la leucemia mieloide aguda (LMA) (continuacién)

Observaciones*

Tiempo de

Obligado o

Técnica

(%]
[
g
E
=
o
o
o
E
(]
o
(X}
=
‘@
=
)
>
[}
S
=
=
=
[}
("]

entrega del
resultado

recomendado

Genes recomendados dependiendo del disefio del panel de cada

15 a 20 dias

Recomendado

Secuenciacion masiva (NGS)

* RUNX1, CEBPA, GATA2, DDX41, ANKRD26,

laboratorio (ademas se incluyen genes SMD y SMP para las LAM

secundarias)

ETV6, SRP72, TP53

< 7 dias

Recomendado

PCR-rSSO/Luminex

 Genotipado HLA (si el paciente es candidato a

trasplante)

Monitorizacion

Marcadores moleculares recomendados para la monitorizacion

fiable de enfermedad residual medible2?'

< 4 dias
< 4 dias
< 4 dias
< 4 dias
< 4 dias

Obligado
Obligado
Obligado
Obligado

RT-gPCR
RT-qPCR
RT-gPCR
RT-qPCR
RT-qPCR

—t(15;17) PML-RARA
—inv (16) CBFB-MYH11

—t(8;21) RUNX1-RUNXTT1

- NPM1

Si no existe otro marcador para el seguimiento

Recomendado

— Sobreexpresion de WT1

*Los superindices indican las principales referencias bibliograficas.

FISH: hibridacion fluorescente in situ; HLA: antigeno leucocitario humano; OMS: Organizacion Mundial de la Salud; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; rSSO: ; RT-qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa

cuantitativa.
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La estrategia adoptada mayoritariamente consiste en
la combinacion de técnicas citogenéticas y molecula-
res con cribado rapido por PCR de un ndmero limitado
de genes, seguido de caracterizacion molecular
exhaustiva mediante NGS, tal como se indica a
continuacion:

- Diagnéstico dirigido mediante PCR para detectar mu-
taciones en los genes NPM1, FLT3, IDH1, IDH2 y los
reordenamientos mas frecuentes PML-RARA,
RUNX1-RUNX1T1 y CBFB-MYHT11. Ello permite co-
nocer de forma rapida, en el plazo de 1 a 7 dias, y
con un coste asumible las principales alteraciones
que van a influir en las decisiones del manejo inicial
de la enfermedad.

- Diagndstico mediante NGS para detectar mutaciones
recurrentes en un panel de genes relacionados con
las neoplasias mieloides. Permite completar la carac-
terizacién molecular en 2-3 semanas y resulta de
gran utilidad para refinar la estratificacion del riesgo
y adaptar la terapia post-remision.

Otras consideraciones

El uso de las técnicas de NGS ha permitido identi-
ficar una enorme diversidad de mutaciones genéticas,
aunque solo seis genes (FLT3, NPM1, CEBPA, RUNX1,
ASXL1y TP53) ya se han incorporado a las categorias
de riesgo propuestas por la ELN2. En este contexto,
la secuenciacion del genoma completo (whole genome
sequencing, WGS) y la secuenciacion del exoma
completo (whole exome sequencing, WES) pueden
permitir una correcta caracterizacion genética de la
LMA, detectando variantes patogénicas ya conocidas
u otras nuevas en genes relevantes. Sin embargo,
ambos procedimientos de secuenciacién presentan
limitaciones que dificultan su incorporacion en la prac-
tica clinica, tales como el requisito de un potente
andlisis informatico para filtrar e interpretar la gran
cantidad de variantes generadas por paciente, algo
no siempre disponible. Ademas, estas técnicas geno-
micas a gran escala pueden no detectar mutaciones
clinicamente relevantes en variantes con frecuencias
alélicas bajas (mutaciones subclonales), como en
FLT3 o TP53%"28 En lo que respecta a la capacidad
para identificar reordenamientos dentro de los genes,
la WGS ofrece un enfoque similar a la citogenética
convencional, pero esta limitada por la mayor comple-
jidad analitica y la baja disponibilidad, mientras que
la WES tiene una capacidad reducida para detectar
dichos reordenamientos?°.
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Teniendo en cuenta las limitaciones actuales de la
NGS, muchos laboratorios han desarrollado estrate-
gias que incluyen cariotipo, hibridacién fluorescente
in situ (FISH), PCR y RT-PCR, secuenciacién Sanger
y NGS dirigida en varios pasos, lo que permite desa-
rrollar algoritmos de diagndstico asequibles para un
gran numero de pacientes?30-32, Estas estrategias
intentan reducir la complejidad y duracion de las téc-
nicas analiticas, asi como los costes globales. En la
actualidad existe un interés creciente en desarrollar
algoritmos que cubran no solo todos los diagnésticos
posibles, sino también herramientas de prondstico,
asi como parametros validos para la prediccion de
respuesta tras el uso de terapias especificas, lo que
se ha conjugado bajo el término de «medicina de
precision». Algunos grupos han tratado de resolver la
necesidad de este enfoque mediante el uso exclusivo
de técnicas de NGS, pero aun no esta establecida la
herramienta de diagnostico definitiva, debido espe-
cialmente a dificultades tecnoldgicas y problemas de
interpretacion.

Sindromes mielodisplasicos

El diagndstico de los SMD es un proceso multidisci-
plinario que requiere de la integracion de técnicas de
citomorfologia y de citogenética y biologia molecular.
La presencia de marcadores cromosémicos propor-
ciona informacion relevante desde el punto de vista
diagndstico (p. €j., sindrome 5g-) y prondstico (la cito-
genética se incluye en el Revised International
Prognostic Scoring System [IPSS-R]y permite estrati-
ficar el riesgo del paciente). También es un elemento
muy capaz para predecir la respuesta (p. €j., delecion
59 vy respuesta al tratamiento con lenalidomida).
Ademas, en los ultimos anos, los estudios de NGS han
permitido identificar varias mutaciones genéticas en
pacientes con SMD, que pueden contribuir a mejorar la
informacién diagndstica, prondstica y la eleccion del
tratamiento. Existen iniciativas para la inclusion de las
técnicas de NGS en la practica asistencial, y se han
publicado previamente guias de recomendacion para
su correcto uso®.

Se han identificado mas de 40 mutaciones recurren-
tes presentes en mas del 80% de los pacientes®. Los
genes TET2, SF3B1, DNMT3A, SRSF2, RUNX1, TP53,
U2AF1, EZH2, ZRSR2, STAG2, CBL, NRAS, JAK2,
SETBP1, IDH1, IDH2 y ETV6 son los que presentan
mutaciones con mas frecuencia. Respecto al diagnds-
tico, las mutaciones en el gen SF3B71 aportan infor-
macion de un subtipo especifico de SMD, la anemia

refractaria con sideroblastos en anillo (ARS). Algunas
de estas mutaciones también se asocian con datos
clinico-bioldgicos desfavorables como cariotipo com-
plejo (TP53), SMD con exceso de blastos (RUNXT,
NRAS y TP53) y trombocitopenia severa (RUNXT,
NRAS, y TP53). Los estudios para el diagndstico
genético y molecular de los SMD se resumen en la
tabla 2.

En cuanto a su valor prondstico, las mutaciones en
los genes TP53, EZH2, ETV6, RUNX1 y ASXL1 se
asocian a una menor supervivencia global en los
modelos ajustados por IPSS e IPSS-R en distintas
cohortes®:¥7. Las mutaciones en el gen ASXLT se han
descrito como factor independiente de riesgo adverso
en la LMMC?38, Ademas, independientemente del gen
mutado, el nimero de mutaciones driver se ha con-
solidado como un factor prondstico desfavorable en
la mayoria de las series publicadas, ya que tres o
mas mutaciones confieren un prondstico adverso®.
Los estudios genéticos y moleculares con valor pro-
nodstico en los SMD también estan resumidos en la
tabla 2.

Finalmente, aunque se dispone de un menor volu-
men de evidencia, en cuanto al valor de las mutacio-
nes como marcadores predictivos de respuesta, las
mutaciones en el gen TET2 se han asociado con
mejores respuestas a tratamiento con agentes hipo-
metilantes*?. También los pacientes con del(5q),
tanto de forma aislada como en pacientes con cario-
tipo complejo, tienen una frecuencia alta de mutacio-
nes en TP53 y estas mutaciones se asocian con peor
respuesta al tratamiento con lenalidomida y mayor
riesgo de recaida*'. Los estudios genéticos y mole-
culares de marcadores diana incluidos en los algo-
ritmos terapéuticos de los SMD se describen en la
tabla 3.

Neoplasias mieloproliferativas Filadelfia
negativas

Las NMP Ph negativas clasicas, policitemia vera,
trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria (MFP),
se caracterizan por la presencia de alteraciones mole-
culares conductoras o driver de la enfermedad que
afectan a la via de sefalizacion JAK-STAT y a los
receptores de crecimiento celular hematopoyético. Los
genes implicados incluyen JAK2, CALR y MPL y su
presencia se ha incorporado como criterio diagnostico
de estas entidades*.

Adicionalmente pueden existir alteraciones en otros
genes implicados en patologia mieloide, como genes
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Tabla 2. Estudios genéticos—moleculares para el diagndstico y prondstico de los sindromes mielodisplasicos (SMD)

Estudios genéticos— Técnica

moleculares

Diagnostico
— Cariotipo en al Anélisis
menos 20 metafases citogenético
—5q, 20q, 7, 8 FISH
— Genes mutados en Secuenciacion
mas del 5% en masiva (NGS)
SMD: TET2,
DNMT3A, ASXLI,
EZH2, SF3B1, SRSF2,
U2AF1, ZRSR2,

RUNKT, TP53,
STAG2, NRAS

— Genes mutados en Secuenciacion
menos del 5% en masiva (NGS)
SMD: CBL, NF1,

JAK2, CALR, MPL,
ETV6, IDHI, IDH2,
SETBP1, PHFS,
BCOR, CSF3R

— ANKRD26, CEBPA, Secuenciacion
DDX41, ETV6, GATA2 masiva (NGS)
RUNX1, TERC, TP53

Prondstico

— Marcadores Anélisis
citogenéticos citogenético

— TP53 Sanger/

secuenciacion
masiva (NGS)

— SMD: TP53, RUNX1, Secuenciacion
ETV6, ASXL1, EZH2 masiva (NGS)

— LMMC: ASXL1, Secuenciacion
RUNX1, NRAS, masiva (NGS)
SETBP1

— SF3B1 Sangre/

secuenciacion
masiva (NGS)

Obligado o

recomendado

Obligado

Obligado

Recomendado

Recomendado

Recomendado

Obligado

Obligado

Recomendado

Recomendado

Obligado

*Los superindices indican las principales referencias bibliograficas.
ARS: anemia refractaria con sideroblastos en anillo; FISH: hibridacion fluorescente in situ; IPSS: International Prognostic Scoring System; IPSS-R: Revised International
Prognostic Scoring System; LMA: leucemia mieloide aguda; LMMC: leucemia mielomonocitica cronica.

Tiempo de
entrega del
resultado

7 a 10 dias

3 dias

15 a 20 dias

15 a 20 dias

15 a 20 dias

7 a 10 dias

15 a 20 dias

15 a 20 dias

15 a 20 dias

15 a 20 dias

Observaciones®

Estudio citogenético en médula 6sea por cariotipo
estandar.

Si cariotipo (> 20 metafases) no se puede obtener,
utilizar técnicas de FISH u otros estudios moleculares
propuestos.

Si cariotipo normal con datos de displasia
morfoldgica, utilizar técnicas de FISH y otros estudios
moleculares propuestos.

En médula 6sea o sangre periférica se recomienda
valorar mutaciones asociadas a SMD usando paneles
de genes correspondientes a genes mutados en mas
o menos del 5% de SMD. Estas mutaciones genéticas
pueden establecer la presencia de clonalidad de la
hematopoyesis, lo que puede excluir causas benignas
de citopenias en casos sin diagndstico morfoldgico,
pero no establecer un diagnoéstico de SMD en
ausencia de criterios clinicos diagndsticos.

En médula 6sea o sangre periférica se recomienda
valorar mutaciones asociadas a SMD usando paneles
de genes correspondientes a genes mutados en mas
o menos del 5% de SMD. Estas mutaciones genéticas
pueden establecer la presencia de clonalidad de la
hematopoyesis, lo que puede excluir causas benignas
de citopenias en casos sin diagndstico morfoldgico,
pero no establecer un diagnoéstico de SMD en
ausencia de criterios clinicos diagndsticos.

En algunos pacientes hay que sospechar sindromes
de fallo medular congénito en pacientes con
citopenias con o sin SMD, como pediatricos, jovenes
o con sindromes predisponen a SMD/LMA. Estudio de
variantes germinales en genes asociados a neoplasias
mieloides hereditarias con alto nivel de evidencia:
ANKRD26, CEBPA, DDX41, ETV6, GATA2, RUNX1, TERC,
TERT, TP53*

Marcadores citogenéticos incluidos en los scores
prondsticos (IPSS-R) %

Marcadores prondsticos recomendados aunque no
estan incluidos en los scores pronésticos utilizados
actualmente (IPSS e IPSS-R).

ASXLT incluido en los scores pronosticos y
terapéuticos de la LMMC; RUNXT, NRAS y SETBP1
incluidos en los scores prondsticos de LMMC.

En sospecha de ARS aunque no cumpla los criterios
diagndsticos clasicos (nimero de sideroblastos).
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Tabla 3. Estudios genéticos-moleculares de marcadores diana o incluidos en algoritmos terapéuticos en los

sindromes mielodisplasicos (SMD)

Técnica

Estudios genéticos—

moleculares

Obligado o
recomendado

Tiempo de Observaciones*®
entrega del

resultado

— del (5q) Cariotipo/FISH Obligado 3 a 10 dias Predice respuesta a lenalidomida®
— SF3B1 Sangre/secuenciacion  Obligado 15 a 20 dias Predice respuesta a la combinacion de
masiva (NGS) eritropoyetina y factor estimulante de
colonias de granulocitos (EP0+G-CSF) o
luspatercept®
— TET2, ASXL1 Secuenciacion masiva  Recomendado 15 a 20 dias Mutacién de TET2y ausencia de
(NGS) mutaciones en ASXL1 predicen
respuesta a azacitidina®
— TP53 Sangre/secuenciacion  Obligado 15 a 20 dias TP53, vias RAS, JAK2 permite ajuste
masiva (NGS) para régimen de acondicionamiento en
el trasplante alogénico®
— Vias RAS, JAK2 Secuenciacion masiva  Recomendado 5 a 20 dias TP53, vias RAS, JAK2 permite ajuste
(NGS)/PCR/qPCR/HRM para régimen de acondicionamiento en
el trasplante alogénico®
— Si seleccion de donante Secuenciacion masiva  Obligado 15 a 20 dias Mutaciones genéticas asociadas a

para trasplante alogénico, (NGS)
estudio en centros de
referencia mediante un

panel de genes

*Los superindices indican las principales referencias bibliograficas.

neoplasias mieloides hereditarias. Se
recomienda el estudio en centros de
referencia

HRM: high resolution melting, PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.

implicados en la metilacion del ADN (TET2, DNMT3A,
IDH1, IDH2), modificacion de histonas (ASXL1, EZH2)
y en los mecanismos de corte-empalme de ARN
(SRSF2, U2AF1, ZRSR2, SF3B1). Otras alteraciones
moleculares incluyen genes involucrados en la regula-
cion de la transcripcion (RUNX1, TP53, CEBPA, ETVE,
SETBP1), en la transduccion de sefal (KRAS, NRAS,
KIT, CBL, SH2B3, NF1) o en las cohesinas (RAD21,
STAG?2). Estas alteraciones desempefian un papel en
la modificacién del fenotipo de la enfermedad, pudiendo
contribuir a la progresion de la enfermedad y a la evo-
lucién clonal. Son mutaciones cooperantes que no son
exclusivas de las NMP y también estdn presentes en
otras neoplasias, hematopoyéticas o no, como se ha
visto en las secciones anteriores. Algunas se han aso-
ciado a lo que se conoce como hematopoyesis clonal
de significado incierto o hematopoyesis clonal de poten-
cial indeterminado (clonal hematopoiesis of indetermi-
nate potential, CHIP), detectandose en aproximadamente
el 5% de los individuos sanos*>54. Los estudios gené-
ticos y moleculares para el diagnéstico y monitorizacion
de las NMP Ph negativas se presentan en la tabla 4.
Se pueden establecer las siguientes recomendaciones:
- Estudio dirigido mediante PCR para detectar muta-
ciones en los genes JAK2, CALR y MPL- incorpora-
dos en los criterios diagnosticos de la clasificacion

vigente de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). Permite conocer de forma rapida y con un
coste aceptable las principales alteraciones diagnos-
ticas de estas entidades.

— Estudio amplio de genes con valor prondstico me-
diante NGS: para detectar mutaciones recurrentes en
un panel de genes relacionados con las neoplasias
mieloides. Permite completar la caracterizacién mo-
lecular en 4-6 semanas y resulta de gran utilidad
para refinar la estratificacion del riesgo, especial-
mente en la MFP, asi como para el diagnéstico de
casos que no presenten mutaciones en JAK2, CALR
y MPL (triple negativos).

Sindromes mielodisplasicos/
mieloproliferativos

La clasificacion de la OMS de 2016 definié un grupo
de enfermedades mixtas mielodisplasicas/mieloprolife-
rativas (SMD/NMP) con caracteristicas solapantes
entre ambas entidades, ya que pueden presentar un
curso clinico de tipo tanto mielodisplésico (citopenias y
displasia de una o varias lineas celulares) como mielo-
proliferativo (sintomas constitucionales, recuento ele-
vado de alguna de las lineas celulares o infiltracion de
organos extramedulares)**. Entre ellas se incluyen la
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Tabla 4. Estudios para el diagndstico genético/molecular y monitorizacion de las neoplasias mieloproliferativas

(NMP) Filadelfia (Ph) negativas

Estudios genéticos— Técnica Obligado o

moleculares recomendado

Tiempo de

entrega del

resultado

Observaciones®

Diagnéstico

— Cariotipo en al menos 20 Analisis Recomendado
metafases citogenético

— Descartar reordenamientos FISH Recomendado

asociados a eosinofilia
PCM1/JAK2; PDGFRA/

PDGFRB/FGFR1
— JAK2V617F PCR/qPCR/HRM  Obligado
— Descartar BCR-ABLT PCR Obligado
— JAK2 exon 12 (si V617F HRM/Sanger Obligado

negativo, sospecha
policitemia vera)

— Vias RAS, JAK2 y TP53 Secuenciacion Recomendado
masiva (NGS)/
PCR/qPCR/HRM
— CALR (si JAK2V617F PCRy Obligado
negativo, sospecha electroforesis
trombocitemia esencial o capilar/HRM

mielofibrosis primaria)

— MPL (si JAK2V617F HRM/Sanger Obligado
negativo, sospecha
trombocitemia esencial o
mielofibrosis primaria)

— KIT (si eosinofilia)

— CSF3R, SETBPI (si PCR Obligado
sospecha leucemia
neutrofilica crénica/
leucemia mieloide crénica
atipica)

— Triple negativo: JAKZ (gen Sangre Obligado
completo), MPL (minimo
exones 4y 10)

— Triple negativo/mielofibrosis/ ~ Secuenciacion Obligado
leucemia neutrofilica masiva (NGS)
cronica/leucemia mieloide
cronica atipica: ASXLI,

BCOR, CBL, CEBPA, CSF3R,
CUX1, DNMT3A, ETVE,
EZH2, GNAS, IDH1, IDH2,
KRAS, NF1, NRAS, PHFS,
PTPN11, RAD21, RUNX1,
SETBP1, SF3B1, SH2B3,
SRSF2, STAG2, TET2, TP53,
U2AF1, ZRSR2

1 mes

1 mes

7 a 10 dias

7 a 10 dias

1 mes

5 a 20 dias

1 mes

1 mes

1 mes

1 mes

2 meses

Clasificacion de la OMS, revision 2016*

Clasificacion de la OMS, revision 2016*

Clasificacion de la OMS, revision 2016%

TP53, vias RAS y JAK2 permiten ajustar el
régimen de acondicionamiento en el trasplante
alogénico®

Clasificacion de la OMS, revision 2016%

Clasificacion de la OMS, revision 2016%

Clasificacion de la OMS, revision 2016204

En triple negativo, leucemia neutrofilica
cronica/leucemia mieloide crénica atipica para
buscar clonalidad de la hematopoyesis y
apoyar el diagndstico*. Se han descrito
mutaciones no canonicas en regiones de MPL
0 JAK2 que también se consideran drivers®

En triple negativo, leucemia neutrofilica
cronica/leucemia mieloide cronica atipica para
buscar clonalidad de la hematopoyesis y
apoyar el diagndstico* Se han descrito
mutaciones no candnicas en regiones de MPL
0 JAK2 que también se consideran drivers®%

(continda)
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Tabla 4. Estudios para el diagndstico genético/molecular y monitorizacion de las neoplasias mieloproliferativas

(NMP) Filadelfia (Ph) negativas (continuacién)

Técnica

Estudios genéticos—

Obligado o

moleculares recomendado

— Sospecha de evolucion a Secuenciacion Obligado
SMD/LMA: panel masiva (NGS)
consensuado en mieloide y
mielodisplasia

Monitorizacion

— Carga alélica JAK2 RT-qPCR Recomendado

*Los superindices indican las principales referencias bibliograficas.

Tiempo de Observaciones*
entrega del

resultado

2 meses En mielofibrosis, para definir el riesgo segtn el
MIPSS70 o MIPSS70—plus versién 2.0, o segln
el GIPSS: MIPSS70 o MIPSS70—plus version 2.
Incluye como categorias de alto riesgo
molecular (HMR) la existencia de mutaciones
en los genes ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1/23 y
también incluyendo a U2AFI-. Estos scores
también incluyen como categorias de muy alto
riesgo citogenético alteraciones del cariotipo
con la siguiente estratificacion de riesgo:
favorable: cariotipo normal o alteraciones
aisladas del 13g—. +9, 20g—, traslocacién/
duplicacion del cromosoma 1 o alteraciones a
nivel de cromosomas sexuales que incluyen -Y;
desfavorable: el resto de las alteraciones que
no son las incluidas en favorable®’. Hay
disponible una pégina web para calcular el
riesgo: http://www.mipss70score.it/

GIPSS incluye como categoria de muy alto
riesgo (VHR): cariotipo desfavorable, ausencia
de la mutacion tipo 1 o similar de CALR, y la
presencia de mutaciones en ASXL1, SRSF2 0
u2afl Q1577

Pacientes con tratamientos citorreductores
con disminucion de carga alélica en los que se
considere necesario realizar monitorizacion
(interferon) o casos de policitemia vera con
sospecha de progresion a MF

1 mes

FISH: hibridacion fluorescente in situ; GIPSS: Genetically Inspired Prognostic Scoring System; HRM: High Resolution Melting; LMA: leucemia mieloide aguda; MF:
mielofibrosis; MIPSS70: Mutation-enhanced International Prognostic Score System for transplantation-age patients with primary myelofibrosis; OMS: Organizacion
Mundial de la Salud; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa; RT-qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa

con transcripcion inversa cuantitativa; SMD: sindrome mielodisplésico.

LMMC, la leucemia mieloide crénica atipica, la leuce-
mia mielomonocitica juvenil, los SMD/NMP con sidero-
blastos en anillo y trombocitosis (SMD/NMP-SA-T), y
los SMD/NMP inclasificables.

En los SMD/NMP el cariotipo suele ser normal o
muestra anomalias comunes con los SMD (aneuploi-
dias +8, +9, -7 y deleciones parciales 7g-, 13g-, 20q-).
Mediante NGS se detectan mutaciones en una alta
proporcion de casos, y suelen ser mutaciones en
receptores de factores de crecimiento (CSF3R), en
reguladores epigenéticos (TET2, ASXL1, IDH1, IDH2,
EZH2 y DNMT3A) y en vias de sefalizacion (JAK2,
NRAS, KRAS, PTPN11, CBL, NF1).

Los genes mas comunmente mutados en la LMMC
son SRSF2, TET2 y/o ASXL1 (> 80% de los casos)®.
Las mutaciones en las vias de sefalizacién también
son frecuentes en la LMMC y serian las responsables

de las caracteristicas mieloproliferativas, constituyendo
eventos secundarios que pueden llevar a la progresion
a LMA. Las mutaciones en ASXL7 predicen un com-
portamiento agresivo de la enfermedad y se han incor-
porado en los indices prondsticos y terapéuticos para
la LMMC junto con el cariotipo y otros parametros cli-
nicopatolégicos®. En la LMMC se recomienda valorar
al diagndstico el estudio de mutaciones en ASXLIT,
NRAS, SETBP1 y RUNXT por su relevancia sobre el
pronostico y de IDH1, IDH2, FLT3 y JAK2 por la posi-
bilidad de administrar un tratamiento dirigido a estas
dianas*.

Los SMD/NMP-SA-T presentan activacion de la via
JAK-STAT en un 80% de los casos, por lo que en los
pacientes con trombocitosis y/o fibrosis hay indicacion
de estudio de la mutacion JAK2 V617V o de mutaciones
en MPL.
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En el material suplementario se describen las familias
de genes comunes en LMA, SMD y NMP Ph
negativa.

Discusion y observaciones finales

El objetivo del presente documento es contribuir a la
armonizacion de los estudios genéticos-moleculares
entre los diferentes laboratorios en las patologias mie-
loides. Mas alla de las consideraciones especificas des-
critas para LMA, SMD y NMP Ph negativas, es necesario
establecer un sistema de control de calidad compar-
tiendo muestras para ser analizadas antes y durante el
proceso de diagnostico y monitorizacion de los pacien-
tes con estas enfermedades. Por otra parte, también es
necesario desarrollar un programa de formacioén impul-
sado por la SEHH por medio de sus grupos cooperati-
vos como el Grupo de Biologia Molecular en Hematologia
(GBMH) y el Grupo Cooperativo Espafiol de Citogenética
Hematoldgica (GCECGH), de modo que se mejore el
conocimiento sobre por qué y cuando se deben realizar
los estudios NGS en la practica clinica estandar.
Asimismo, se debe establecer una red de laboratorios
de referencia para apoyar a aquellos hospitales que no
realizan esta técnica molecular in situ. Finalmente, algu-
nos temas de interés y necesidades pendientes en cada
una de las tres enfermedades, LMA, SMD y NMP Ph
negativas, incluyen: a) la definicion de los datos mini-
mos esenciales para el diagndstico, los tiempos de
entrega de los resultados y las implicaciones de la linea
germinal; b) el establecimiento de los datos minimos
esenciales para el prondstico y herramientas para eva-
luar la enfermedad residual medible, y c) el desarrollo
de sistemas para contribuir en las posibles aplicaciones
de la medicina de precision, tratamientos combinados
inteligentes y el avance de nuevas terapias dirigidas
basadas en perfiles gendmicos.

Material suplementario

El material suplementario se encuentra disponible en
SANGRE online (10.24875/SANGRE.21000005). Este
material es provisto por el autor de correspondencia y
publicado online para el beneficio del autor. El conte-
nido del material suplementario es responsabilidad
Unica de los autores.
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