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1.1 HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es el proceso fisioldégico de generacion de los diferentes
linajes celulares de la sangre para garantizar la homeostasis y las distintas funciones de
las células maduras. Es un proceso dindmico , equilibrado y controlado por distintos
factores de crecimiento que estimulan la proliferacion y sefializacion celular, asi como
por factores de transcripcion que permiten la diferenciacion en los distintos tipos
celulares que se derivan de la célula madre hematopoyética.

Las "hematopoyetic stem cell" o células madre hematopoyéticas (HSC) tienen
capacidad de auto-renovacion y diferenciacion en células més maduras de cualquier
linaje. En su division generan las células progenitoras multipotenciales (MPP) que
pierden dicha capacidad de auto-renovacion, pero siguen diferencidndose en un
progenitor comtn linfoide (CLP) y otro mieloide (CMP). Esta ultima diferenciacion
continuard dando lugar a los progenitores eritroides megacariociticos (MEP) o
progenitores granulociticos monociticos (GMP), que daran lugar a los distintos tipos de
células sanguineas.

El desequilibrio entre la proliferacion y diferenciacion dard lugar a la aparicion

de la leucemia.
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Figura 1. Modelo de hematopoyesis normal. (Schuringa, 2012).



1.2 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal heterogénea
resultante de la transformacion maligna de células madre hematopoyéticas. Se
caracteriza por la presencia de diversas alteraciones genéticas adquiridas en células de
estirpe mieloide que alteran sus mecanismos normales de auto-renovacion, proliferacion
y diferenciacion celular (Frohling et al, 2005). Como consecuencia, en la médula d6sea
se acumulan precursores mieloides inmaduros con capacidad de replicacion, pero sin
capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas maduras. De este modo, el
espacio medular es ocupado por células tumorales que impiden una hematopoyesis
normal, provocando una insuficiencia medular y las consecuencias clinicas que de ello

se derivan.
1.2.1 INCIDENCIA

La LMA representa aproximadamente el 25% de todas las leucemias del adulto
en la poblacion occidental y es el segundo tipo de leucemia més frecuente después de la
Leucemia Linfocitica Cronica (LLC). La incidencia estimada de la LMA de novo es de
3,6/10° habitantes/afio aumentando progresivamente con la edad, llegando a ser de
11,9/10° habitantes/afio en adultos mayores de 65 afios. Asimismo, la incidencia de la
LMA es mayor en hombres que en mujeres, siendo de 5,6/10° habitantes/afio en
hombres y de 2,98/10° habitantes/afio en mujeres (SEER Caner Statistics Review 1975-
2013, http://seer.cancer.gov/csr/1975 2013).

Con los tratamientos actuales, aproximadamente se curan un 35-40% de los
pacientes de 60 afios 0 menos, y en torno al 5-15% de los pacientes mayores de 60 afios

(Longo et al, 2015).
1.2.2 ETIOLOGIA

La leucemia aguda es de etiologia desconocida y en la mayoria de los casos,
aparece de forma esporadica.

Los posibles agentes etiologicos descritos, que pueden estar relacionados con las
leucemias en torno 1-2% de los casos, incluyen virus, radiaciones ionizantes,

quimioterapia y benceno (WHO Classification of tumors, 2008).



1.2.3 LEUCEMOGENESIS

Durante muchos afos, el modelo aceptado de leucemogénesis es el “two-hit
hypothesis” que postula que son necesarias dos tipos de mutacionegara dar lugar a la
célula leucémica:

* Mutaciones de clase I: que confieren ventaja proliferativa y de supervivencia

a la célula, pero que no intervienen en la diferenciacion. Son mutaciones que
afectan a la transduccion de sefiales principalmente en genes tirosinkinasas
(FLT3, c-KIT, K-RAS, p53, N-RAS (Kelly and Gilliland, 2002).

* Mutaciones de clase II: que confieren capacidad de diferenciacion
hematopoyética afectando fundamentalmente la funcion de los factores de
transcripcion que regulan la hematopoyesis (PML-RARa, AMLI-ETO,
CBFp-MYH11, MLL-ENL, AMLI1, CEBPA, MLL-PTD, NPM1).

Recientemente, gracias al uso de nuevas técnicas genomicas de secuenciacion
(NGSs) y a los estudios realizados, se han observado mutaciones en genes que regulan
factores epigenéticos como la metilacion del ADN o la modificacion de histonas
(DNMT3A, TET2, IDH2, ASXLI), presentes ya en células madre hematopoyéticas
preleucémicas y que ocurririan prontamente en el desarrollo leucémico.

Estos factores epigenéticos modulan la expresion y transcripcion de los genes,
transitoria o permanentemente (O'Brien et al, 2014) y este hallazgo se postula como el

tercer factor necesario para la leucemogénesis.
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Figura 2. “Visidn de la epigenética en la leucemia mieloide aguda. (O’Brien, et al, 2014).

1.2.4 CLINICA

Las manifestaciones clinicas de la leucemia aguda mielobldstica son muy
variadas y suelen derivar de la pancitopenia originada por la infiltracion de la médula
Osea por las células tumorales, asi como de la infiltracion de otros érganos y tejidos.

El paciente suele presentar: anemia, fatiga, fiebre, infecciones, hemorragias,
transtornos de la coagulacion, hipertrofia gingival y menos frecuentemente al
diagnostico, hepatoesplenomegalia, infiltracion cutdanea y a nivel de SNC.

Si existe hiperleucocitosis, la aparicion de sindrome de lisis tumoral con
aumento de LDH, hiperuricemia, hiperpotasemia, hipocalcemia e insuficiencia renal,

agrava el cuadro clinico al diagnoéstico.
1.2.5 DIAGNOSTICO

La muestra de sangre periférica orienta al diagnostico inicial. En la mayoria de

ocasiones, el paciente presenta en sangre periférica blastos circulantes observables con



un simple frotis. Pero es necesario un aspirado de médula dsea (esternal o cresta iliaca)
para llevar a cabo un buen proceso diagnostico y para una correcta caracterizacion de la
patologia. En ocasiones, es precisa la biopsia de medular si el aspirado es seco. En
términos generales, un porcentaje igual o superior al 20% de blastos sobre la celularidad
total de la médula establece el diagnostico de leucemia aguda.

El diagnéstico de la enfermedad se ha ido perfeccionando con el desarrollo de
las diferentes técnicas que se utilizan en la actualidad. Asi, en la década de los 70-80, la
morfologia y citoquimica eran la piedra angular del diagndstico hematologico. Se basan
en las caracteristicas morfoldgicas utilizando técnicas de tincion que ponen de
manifiesto diferentes estructuras celulares para identificar y clasificar a la célula
tumoral. A partir de la década de los 90, empezaron a utilizarse de forma cotidiana otros
métodos como:

« CITOMETRIA DE FLUJO MULTIPARAMETRICA: la expresion de
diferentes antigenos de superficie (CD) en las células neoplédsicas nos
permite clasificar los diferentes tipos de leucemias.

« CITOGENETICA CONVENCIONAL: el estudio del cariotipo, de los 23
pares de cromosomas, mediante el analisis de metafases con bandas G
(minimo 20 metafases, para un estudio adecuado), nos permite detectar
anomalias estructurales. La hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(FISH) y técnicas derivadas proporcionan mayor sensibilidad y precision al
estudio.

« BIOLOGIA MOLECULAR: La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
Array (CGH/SNP/Expresion-array) y mas recientemente con las técnicas de
secuenciacion masiva (NGS) permiten de una manera mas rapida y fiable
estudiar todo el genoma, dandonos informacion de las distintas mutaciones
presentes en la leucemia y estableciendo patrones de expresion génica
relacionadas con alteraciones moleculares especificas y con el curso clinico

de la enfermedad.
1.2.6 CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS

Durante muchos afios han existido diferentes clasificaciones de la leucemia en
base a caracteristicas etioldgicas, morfoldgicas, inmunofenotipicas y genéticas. En la

década de los 70 la leucemia fue clasificada de acuerdo al sistema FAB (French-



American-British) que utilizaba criterios morfologicos y citoquimicos dando lugar a los
diferentes subtipos de LAM: de M1 a M7.

Posteriormente, la WHO (World Health Organitation) en colaboracion con la
EHA (European Asociation for Haematopathology), publican la tercera (2001) y cuarta
edicion (2008) de "The WHO Classification of Tumors Haematopoietic and Lymphoid
Tissues" como parte de la serie de The WHO Classifications of Tumors "blue book"
monograph. Esta nueva clasificacion se establece en base a hallazgos citogenéticos y
alteraciones moleculares, con la que se pretende incorporar estos aspectos de la
enfermedad e interrelacionarlos con la morfologia, buscando ser no so6lo una
herramienta util desde el punto de vista diagnostico sino también en la vertiente clinica
al correlacionarse de forma mas precisa con el prondstico.

Recientemente se ha publicado la ltima revision de 2016 (Arber et al 2016).
Esta revision incluye como novedades mas relevantes dos entidades independientes,

LAM NPM1 positivo y LAM CEBPA bialélico positivo y queda resumida en ésta tabla:

Tabla 1. Clasificacion de la WHO 2016 y su correspondencia FAB.
CLASIFICACION DE LA OMS 2016 FAB
LMA con anomalias recurrentes
LMA con t(8;21) (q22;921); RUNX1-RUNXIT1
LMA con inv(16) (p13;1922) o t(16;16)(p13.1;q22);CBFb-MYH11
LPA con t(15;17) (q22;921), PML-RARa
LMA con inv(3)( q21;926.2) o t(3;3) (q21;926.2): RPNI1-EVI
LMA con t(6;9) (p23;q34); DEK-NUP214
LMA con t(9;11) (p22;923); MLLT3-MLL
LMA megacarioblastica con t(1;22) (p13;q13);RBM-MKL1
LMA con NMP1 mutado
LMA con CEBPA bialélico mutado
LMA asociada a BCR-ABL (entidad provisional)

LMA con RUNX1 mutado (entidad provisional)

LAM con cambios relacionados con mielodisplasia
LAM y SMD relacionados con QT previa

LAM no clasificable en los grupos anteriores
LAM minimamente diferenciada MO

LAM sin maduracioén M1
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LAM con maduracion M2

Leucemia mielomonocitica aguda M4
Leucemia monoblastica y monocitica aguda M5a/M5b
Leucemia eritroide aguda M6a/M6b
Leucemia megacarioblastica aguda M7

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis

SARCOMA mieloide

Segun esta clasificacion, se establecen 7 categorias:
* LAM con anomalias citogenéticas recurrentes (11% de las LAM) que incluyen:

* LAM con t(8;21) (q22;922) con su gen de fusion RUNX1-RUNXITI1. Frecuente
en pacientes jovenes y presenta buen pronostico. Los blastos poseen un
citoplasma de color salmon caracteristico, pueden contener bastones de Auer y
expresan marcadores CD19 y CD56 positivos. Suelen presentar eosinofilia en
médula osea.

 LAM con inv(16) (pl13;922) o t(16;16) (pl3;qll) y gen de fusion
CBFB/MYHI11. También de aparicion clasica en pacientes jovenes. Los blastos
suelen presentar diferenciacion granulocitica y monocitica con morfologia
caracteristica de la leucemia mielomonocitica (M4). Se asocia a la presencia de
eosindfilos en médula dsea con algiin baston de Auer y aumento de lisozima
sérica.

* LAM con t(15;17) (p21;923) y gen de fusion PML-RARa que corresponderia a
la variante M3 FAB, con presencia de promielocitos atipicos. Son caracteristicas
las alteraciones de la hemostasia que presentan los pacientes al diagndstico, con
marcada hiperfibrinolisis y coagulopatia de consumo.

* LAM con t(9;11) (p22;923) y gen de fusion MLLT3-MLL (M4 o M5 FAB) mas
frecuente en nifios y suele acompafiarse de infiltracion gingival o cutdnea
(sarcomas).

* LAM con t(3;3) (q21;926.2) 0 inv(3)(q21;q926.2) y gen de fusion RPN1-EVII, se
pueden presentar como LAM de novo o derivar de un SMD previo. Los blastos

pueden mostrar una morfologia caracteristica de cualquier subtipo FAB menos
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M3. Loa pacientes suelen presentar anemia con cifras normales o elevadas de
plaquetas. En médula oOsea existe un aumento de megacariocitos mono o
bilobulados, (caracteristico de las anomalias en 3q) y puede asociarse displasia
multilinea y a monosomia 7 o deleccion (5q). Se asocia a mal pronostico.

LAM con t(6;9) (p23;q34) y gen de fusion DEK-NUP214, (M2 o M4). A
menudo se asocia con displasia multilineal, es mas frecuente en nifios y tiene
mal pronostico.

LAM con t(1;22) (8p13;q13) RBM15-MKLI. En general, se acompana de
marcada hepatoesplenomegalia y se asocia a leucemia aguda en nifios (sin
Sindrome de Down) de edad inferior a 1 afio.

LAM con NPM1 mutado: Constituye una tercera parte de las LAM (hasta ahora
considerada como entidad provisional). Se asocia en la mitad de los casos a
cariotipos normales y a buen pronoéstico siempre y cuando no se asocie a FLT3-
ITD. Los blastos presentan cromatina laxa e inmadura con depresion en forma
de “huella digital”. Expresan frecuentemente CD de diferenciacién monocitica
(CD14, CD11b) junto con CD13, CD33 y MPO.

LAM con CEBPA bialélico mutado: Este gen es un factor de transcripcion
critico que controla la expresion genética durante la hematopoyesis. Se
encuentra mutado en 10% de las LAM (15-19% de la LAM con cariotipo
normal) y confiere buen pronostico.

Como entidades provisionales, la nueva clasificacion de la WHO contempla:

LAM asociada BCR-ABL y LAM con RUNX1 mutado (Arber et al, 2016).
LAM con displasia. Los criterios de inclusion en éste grupo son:

Historia previa de SMD o neoplasia mielodisplésica/mieloproliferativa.
Alteraciones citogenéticas relacionadas con la mielodisplasia.

Presencia de displasia en >50% de las células en >2 lineas mieloides.

LAM relacionada con tratamientos previos, sobre todo agentes alquilantes e

inhibidores de la topoisomerasa II, debido a su efecto mutagénico.

LAM no categorizado previamente: En este grupo se incluyen, entre otros, la
mayoria de los subtipos LAM descritos por el grupo FAB basados en las
caracteristicas morfoldgicas de los elementos blasticos: LAM minimamente

diferenciada MO, LAM sin maduracion M1, LAM con maduracion M2, LAM
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mielomonocitica M4, LAM monoblastica M5a o monocitica M5b, LAM eritroide
M6, LAM megacarioblastica M7 y LA basofilica.

Dentro de este grupo, se incluye la Panmielosis aguda con mielofibrosis: Es una
proliferacion mieloide que se acompana de una intensa fibrosis en la médula
Osea, con marcada pancitopenia y evolucion rapidamente progresiva. Se asocia a

muy mal prondstico debido a su mala respuesta al tratamiento

+ Sarcoma mieloide: Consiste en una tumoracion extramedular formada por blastos
mieloides con o sin maduracion. Pueden localizarse en todo el organismo aunque
es mas frecuente en piel, tracto gastrointestinal, ganglios linfaticos, hueso, tejidos

blandos y a nivel testicular.

* Proliferaciones mieloides relacionadas con Sindrome de Down: Los pacientes
con S. de Down presentan un riesgo entre 10-100 veces superior a presentar una
LAM. Un 10% de los recién nacidos con este sindrome muestran una
mielopoyesis anormal indistinguible de una LAM megacarioblastica y que suele
remitir espontaneamente, pero en un 13-30% de los casos evoluciona a una
verdadera LAM en 1 a 3 afios. La LAM asociada al S. de Down en un 50% de los

casos es la M7 que se asocia a trisomia 21 y mutacion adquirida de GATAL.

* Neoplasia de células blasticas dendriticas plasmocitoides. Se trata de una
proliferaciéon maligna y agresiva de los precursores de las células dendriticas
plasmocitoides que se asocia con frecuencia a infiltracion cutanea, de médula
Osea y a diseminacion leucémica. Es muy poco frecuente y su curso clinico es

muy agresivo.
1.2.7 FACTORES PRONOSTICOS:
Podemos dividirlos en tres grandes grupos:

» Los relacionados con el paciente:

 La edad avanzada, pobre “performance status” y comorbilidades
asociadas, que aumentan el riesgo de muerte precoz relacionada con

el tratamiento.

* Una cifra elevada de leucocitos al diagndstico, padecer un sindrome
mielodisplasico previo, haber recibido quimioterapia o radioterapia

por otra neoplasia, predicen resistencia al mismo.
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» Los relacionados con las caracteristicas de la célula leucémica:

» Citogenéticas y alteraciones moleculares de la LAM. Seran discutidas
de forma mds extensa a continuacidon ya que son la base de este

trabajo.
» Larespuesta al tratamiento:

* Mediante la evaluacion de la respuesta al tratamiento de induccion
por Enfermedad Minima Residual determinada por citometria de
flujo y mas recientemente por PCR, pendiente de ser validado en
diferentes estudios. (Dohner et al, 2015). Igualmente seran

desarrolladas mas extensamente a continuacion.
1.2.8 TRATAMIENTO

El tratamiento fundamental en pacientes candidatos al mismo, sigue basandose
en la quimioterapia convencional con el apoyo, en aquellos casos que lo precisen, del
trasplante alogénico o autdlogo de progenitores hematopoyéticos. Actualmente se
aplican protocolos basados en terapia adaptada al riesgo de recaida del paciente en
funcion de los factores prondsticos anteriormente descritos.

El tratamiento de primera linea consta actualmente de dos fases bien definidas:

+ INDUCCION a la remision, que tiene por objetivo producir la mayor
destruccion tumoral posible para restaurar la hematopoyesis normal. Hay
diferentes esquemas o protocolos, todos incluyen combinacion de
antraciclinas durante tres dias (idarrubicina o daunorrubicina) y citarabina
durante siete dias en infusion continua, esquema conocido como “3+7”.
Dicho esquema es el administrado a pacientes menores de 65 afos,
candidatos a quimioterapia intensiva y con €l se consiguen respuestas
completas en torno al 65-85% (Othus et al, 2014; Burnett et al, 2015).

Esta cifra baja a un 40% cuando se trata de pacientes mayores de 65
afos. Su pronostico empeora no por la edad avanzada “per se”, sino porque
presentan otros factores asociados, dependientes del paciente (peor tolerancia
al tratamiento) y dependientes de la enfermedad (como la presencia de
cariotipos adversos, observado frecuentemente en éstos pacientes afiosos)

que disminuyen las tasas de supervivencia global (Sorror et al, 2014).
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Por este motivo, en este grupo de pacientes, dado que no se van a
beneficiar de la quimioterapia intensiva estdndar, se administran tratamientos
atenuados o si es posible, se incluyen en ensayos clinicos, cuyos resultados
ayudaran a establecer directrices futuras para conseguir mejores tasas de
supervivencia (LOwenberg et al, 2013).

En funcién de la respuesta obtenida a este primer ciclo (respuesta
completa, parcial o refractariedad al tratamiento), se dispone de varias
opciones terapéuticas dentro de los protocolos establecidos en cada centro
(Guias clinicas NCCN 2016, PETHEMA 2010, etc).

Si se obtiene una respuesta completa, cosa que sucede en una amplia
mayoria de los enfermos, se continua con la siguiente fase:

«  CONSOLIDACION-INTENSIFICACION: Eran conceptos clasicamente
diferentes, pero hoy en dia se superponen. Basicamente los pacientes son

tratados con QT y/o TPH en funcion del riesgo de recaida.

En nuestro centro, seguimos protocolos del "Programa espafol de tratamiento de

hemopatias malignas" (PETHEMA) en los que actualmente, en los protocolos

intensivos en concreto, tras el tratamiento de INDUCCION comun a todos los

enfermos, los pacientes son estratificados en funcion del riesgo:

Grupo favorable (cariotipo favorable, o cariotipo normal con NPM1+/FLT3-, o
CEBPA bialélico+, que tras induccion tienen EMR-) son tratados con 2 ciclos de
dosis altas de ARA-C y sometido a AUTO TPH si se puede.

Grupo intermedio: Aquellos que no presentan ni factores de buen prondstico ni
de mal pronostico. En ¢éstos enfermos, continuamos con consolidacion 1,
quimioterapia intensiva (ciclo similar a la induccion) seguido de un ciclo de
citarabina a dosis altas y tras QT de acondicionamiento, rescate mediante
infusion de progenitores hematopoyéticos alogénico en caso de disponer familiar
HLA idéntico (Vellenga et al, 2011) y si no se dispone realizamos trasplante
autologo.

Grupo de alto riesgo: Incluimos en este grupo aquellos pacientes con
citogenéticas de alto riesgo, FLT3+ con ratio >0.8, con EMR + (> 0,11%) y
aquellos refractarios al primer ciclo de induccion. Reciben consolidacion 1y son
llevados a alotrasplante y si el paciente no fuera candidato al mismo por sus

caracteristicas o no se disponga de donante, entonces se realizaria un autologo.
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Con respecto al trasplante de progenitores hematopoyéticos:

El alotrasplante, precedido de quimio y/o radioterapia de acondicionamiento,
ofrece una elevada eficacia antitumoral mediante el efecto inmunologico del injerto
contra la leucemia (donante contra receptor) pero también una mayor mortalidad
relacionada con el procedimiento y las posteriores complicaciones derivadas del mismo,
como la enfermedad injerto contra huésped y las infecciones.

Los resultados en cuanto supervivencia global y supervivencia libre de eventos
difieren en funcion de la fuente de progenitores (sangre periférica o médula 6sea), de los
donantes de que se disponga (familiar HLA idéntico, donante no emparentado,
haploidéntico o cordon) y del momento del trasplante.

Hoy en dia la fuente de obtencion mas utilizada, por sus mejores resultados, son
las células madre de sangre periférica tras movilizacién con quimioterapia y/o factores
estimulantes de colonias granulociticas. El “harvest” o la obtencion directa de médula
6sea mediante puncion aspiraciéon, ha quedado relegada bésicamente para el
alotrasplante en hemopatias no neoplasicas.

Por los motivos expuestos anteriormente debe ser relegado a pacientes de alto
riesgo de recaida para obtener la mayor relacion riesgo-beneficio (Gupta et al, 2011).

Como hemos comentado, el trasplante autélogo se realiza, bien por indicacion o
como alternativa al trasplante alogénico en muchos casos.

Los enfermos en los que no se realiza trasplante autdlogo, por diferentes causas,
como consolidacion al tratamiento, reciben al menos 2 ciclos de ARA-C altas dosis.

La limitacion de los tratamientos utilizados hasta ahora ha obligado a la
busqueda de nuevas alternativas. En los tltimos tiempos, gracias al estudio de dianas
moleculares y al desarrollo del concepto de terapia dirigida estan en marcha numerosos
protocolos y ensayos clinicos que ya incluyen el uso de nuevos firmacos capaces de
bloquear o revertir alteraciones especificas (anticuerpos monoclonales ej. anti CD33;
modificadores epigenéticos, ¢j. decitabina; inhibidores tirosinkinasas, inhibidores FLT3,
kit, etc) (Dohner et al, 2015).

Los pacientes no candidatos a tratamiento quimioterapico intensivo, recibiran
consolidaciones atenuadas o participaran en ensayos clinicos (Schlenk et al, 2014).
Aunque en estos pacientes mayores las RC son mayores con los esquemas
quimioterapicos intensivos "clasicos" (2+5) este hecho no se traduce en mejores tasas de

SG, en torno a los 7-12 meses, debido a que presentan mas mortalidad durante
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induccion. Los esquemas semi-intensivos tipo FLUGA vy hipometilantes se han
posicionado en los tltimos 2-3 afios como una buena opcidn de tratamiento en pacientes
mayores sobre todo si son pacientes de alto riesgo citogenético y con mucha expresion
blastica. Reducen la mortalidad durante la induccion, la dependencia transfusional y la
estancia hospitalaria, aportando buena calidad de vida al paciente y con unas SG
superiores a las obtenidas con QT mas intensiva (40 % vs 24%).

No obstante, los resultados en éstos pacientes siguen siendo insatisfactorios. Es
por ello que hay en marcha numerosos ensayos clinicos con diferentes farmacos, que
constituyen en muchas ocasiones la mejor opcidn terapéutica que podemos ofrecer
(Dohner et al, 2017).

En cuanto a los pacientes no candidatos a ningun tipo de tratamiento por sus
caracteristicas y comorbilidades, reciben tratamiento paliativo con soporte transfusional,
farmacos citorreductores (hidroxiurea o citarabina a bajas dosis) y manejo de

complicaciones asociadas, fundamentalmente infecciosas.
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1.3 CITOGENETICA.

En la actualidad, el andlisis citogenético al momento del diagndstico de la LMA
es considerado como uno de los factores pronodstico mas importantes. Son varios los
estudios que demuestran de forma fehaciente que las alteraciones citogenéticas tienen
una marcada influencia en la presentacion y evolucion de la LMA. Los hallazgos a nivel
del cariotipo o su contrapartida molecular tienen un altisimo valor predictivo sobre las
tasas de remision completa (RC), la supervivencia libre de enfermedad (SLE), el riesgo
de recaida (RR) y la supervivencia global (SG). El estudio citogenético, en forma de
cariotipo o FISH para las alteraciones mds importantes, se ha convertido en una
herramienta necesaria para el manejo de la LMA y permite la diferenciacion de tres
grupos con pronostico diferente: favorable, intermedio y alto (Grimwade, 2010; Saultz
et al, 2015).

Dejando al margen la LPA, s6lo dos alteraciones citogenéticas se asocian a un
prondstico favorable, la t(8;21) (q22;922) y la inv(16) (p13;922) (Cheeson et al, 2003).
Representan en torno al 25% de las LAM. Ambas alteraciones tienen en comun que
resultan del "Core Binding Factor" (CBF), factor de transcripcion heterodimero
alfa/beta, involucrado en la regulacion de la transcripcion de la mayoria de los genes
que participan en la hematopoyesis. La disrupcion de CBF y las alteraciones
estructurales posteriores dan lugar a dos transcritos que engloban los genes encargados
de la codificacion de los dos heterodimeros del CBF, CBFa y CBFp. Dichos transcritos
o genes de fusion son AML1/ETO y CBFB/MYHI11, respectivamente.

Practicamente todos los pacientes con t(8;21) alcanzan RC (98%) y muestran un
RR y SG mejor que el resto de grupo. Aunque las tasas de RC en los pacientes con
inv(16) es mas baja parece que este fendmeno no se debe a un mayor nimero de casos
que muestren resistencia al tratamiento sino a una mayor mortalidad durante la
induccion (12%), lo que probablemente guarda relacion con la mayor tendencia a la
hiperleucocitosis observada al diagndstico en este tipo de leucemias. Los pacientes con
leucemias CBF tienen un riesgo de recidiva menor al observado en los grupos de riesgo
intermedio y alto y parece que se benefician especialmente del tratamiento con altas
dosis de citarabina durante la consolidacion. La presencia de anomalias cromosémicas

adicionales no empeora el prondstico de estos pacientes.
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En el extremo opuesto se sitian los pacientes con cariotipo de alto riesgo
portadores de alteraciones etiquetadas como de mal pronostico: inv(3) o t(3;3) con gen
de fusion GATA2-MECO(EVI1), t(6;9)DEK-NUP214, t(v;11)KMT2A reordenado, -5q
o del(5q), -7 o del(7q) abn(17p) o cariotipo complejo (presencia de 3 o mas anomalias
cromosomicas). Estos pacientes muestran un alto indice de resistencia al tratamiento de
induccién con una elevada probabilidad de recidiva y en consecuencia una baja SG (5-
14%).Cabe destacar que en la ultima clasificacion MRC (Grimwade et al,2010) la
t(6;9)esta incluida en el grupo de pronostico intermedio.

Los pacientes con cariotipo normal, con t(9;11) MLLT3-KMT2A o aquellos que
son portadores de alteraciones no clasificables en los grupos de riesgo favorable o alto
constituyen lo que se conoce como grupo de riesgo intermedio. Se trata de un grupo
altamente heterogéneo, que comprende a la mayoria de pacientes con LMA en torno 45-
60% Las alteraciones de este grupo intermedio que vayan en compaiia de alteraciones
moleculares de buen pronostico pasan a ser consideradas como favorables en esos casos
y viceversa con las que se acompafan de alteraciones de mal pronostico (FLT3, CEBPA
y NPM1). Si bien la supervivencia libre de enfermedad en el grupo de riesgo intermedio
es mejor que la observada en el grupo de mal pronostico, existe una amplia variabilidad
en la evolucion clinica de estos pacientes. Por ello se hace necesario refinar el
pronostico de este subgrupo mediante el empleo de marcadores moleculares especificos,

como se vera posteriormente.

Tabla 2. Clasificacion prondstica segun cariotipo (MRC, Grimwade 1998).

Grupos Prondstico Alteraciones citogenéticas

t(8;21) o equivalente molecular
Favorable ' ‘
inv(16) o t(16;16) o equivalente molecular

Normal, t(9;11) o equivalente molecular, otras
Intermedio anomalias no clasificadas como favorables o

desfavorables

-5/del(5q), -7/del(7q), inv(3) o t(3;3) o equivalente
molecular, abn(17p), t(v;11) o equivalente molecular,
Desfavorable
t(6;9) o equivalente molecular, t(9;22) o equivalente

molecular, cariotipos complejos con > 3 anomalias




t(15;17)/ PML-RARA 11%
t(8;21)/ RUNX1-RUNX1-T1 8%

14% Other adverse

5% MLL-PTD
inv(16)/t(16;16)/
3(?;)?"5(3{1 CBFB-MYH11 5%
ADVERSE
12% FLT3-ITD/ FAVORABLE
NPM1 wt
NPM1 mut/ FLT3-ITD neg/
WT1 wt 18%
INTERMEDIATE 21% CEBPA mut (biallelic)/ FLT3-ITD neg 3%

Figura 3: Frecuencia de los subgrupos prondsticos (Grimwade, ASH 2009).

B MRC/NCRI AML Trials: Overall Survival
Ages 16-59

Years from entry

Figura 4. Supervivencia global en funcidon del riesgo citogenético (Grimwade 2009).
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1.4 BIOLOGIA MOLECULAR

1.4.1 Diagnéstico

Gracias a las nuevas técnicas diagnosticas, se ha avanzado mucho en el terreno
de la biologia molecular en Oncohematologia. En el afio 2013 se publico un estudio la
secuenciacion masiva de 200 adultos de LMA dentro del proyecto Cancer Genome
Atlas (TCGA). De estos resultados se desprende que la leucemia en comparacion con
otros tumores solidos presenta un nimero muy bajo de mutaciones, que muchas de las
mismas ocurren en Unico paciente y que pocas son recurrentes (una media de 13 en los
pacientes estudiados, de los cuales s6lo 5 aparecen recurrentemente mutados).

Concluyen que un total de 23 genes se encuentran significativamente mutados en
la LMA: FLT3, NPM1, DNMT3A, IDH2, IDH1, TET2, RUNX1, TP53, NRAS, WT1,
PTPN11, KIT, U2AF1, KRAS, SMC1A, SMC3, PHF6, STAG2, RAD21, FAM5C, EZH2
y HNRNPK.

Recientemente, Papaemmanuil et al (2016), han publicado un estudio en el que
secuenciaron 111 genes de 1540 pacientes con leucemia mieloide aguda. Hallaron 5231
mutaciones driversen 76 genes, de los cuales los mas frecuentemente mutados eran los
referidos en el estudio anteriormente citado, ratificando los resultados del mismo.
Determinaron también que un 86% de los pacientes presentaban 2 o mas mutaciones
drivers adquiridas a lo largo de la evolucion de la enfermedad (al igual que en el
anterior estudio).

Algunas de estas mutaciones estan relacionadas con factores epigenéticos del
tumor: DNMT3, ASXL1, IDH1/2 y TET2, se adquieren precozmente y aparecen mutados
en personas mayores con hematopoyesis clonal incrementando el riesgo a padecer
neoplasias hematologicas. Otras como NPM1 aparecen como evento secundario en la
mayoria de las leucemias.

De todo esto, se deduce la coexistencia de varios subclones celulares durante la
evolucidon tumoral, con adquisicion y pérdida de diferentes mutaciones que provocaran
cambios en el curso clinico y pronostico de la leucemia (Dohner et al, 2015;
Papaemmanuil et al, 2016).

Actualmente, de todas las mutaciones mencionadas, s6lo las que afectan a
FLT3, ITD, NPM1 y CEBPA bialélico, tienen repercusion en la practica clinica a la

hora de clasificar y tratar la leucemia, y por estos motivos su determinacion se incluye
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actualmente en el diagnostico de las LAM, mientras que las restantes mutaciones deben

ser consideradas desde un punto de vista investigacional.

Seglin el estudio de Papaemmanueil y revisiones recientes concluyen que las

mutaciones en RUNXI1, TP53, IDH2, DNMT3A, SRSF2, ASXL y MLL deberan ser

incorporadas proximamente en las guias pronosticas debido a su repercusion clinica.
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Figura 5. Muestra de los eventos “drivers” en 1540 pacientes con LAM. Cada columna
representa una lesion driver diferente; la lesidn incluye mutaciones genéticas, aneuploidias
cromosdémicas, genes de fusidn y cariotipos complejos. Los colores en cada columna indican el
riesgo molecular segun la clasificacidon de ELN. Extraida de Genomic Classification and
Prognosis in Acute Myeloid Leukemia (Papaemmanuil et al NEJM 2016).

1.4.2 Pronostico

La incorporacion de marcadores moleculares ha permitido mejorar la

estratificacion pronostico de los pacientes y se hace necesaria en la actualidad para el

manejo clinico de los enfermos.
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Tabla 3. Clasificacion pronéstica basada en la citogenética segun la ELN (European
Leukemia Net). (D6hner, Blood 2017).

Risk category Genetic abnormality

Favorable t(8;21)(922;q22.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1g22)or t(16;16)(13.1q;22)
:CBFB-MYH11

Mutated NPM1 without FLT3-ITD or
with FLT3-ITD""
Biallelic mutated CEBPA
Intermediate Mutated NPM1 and FLT3-ITD™*"
Wild-type NPM1 without FLT3-ITD or
with  FLT3-ITD®Y  (without adverse-risk
genetic lesions)
t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
Cytogenetic abnormalities not classified
as favorable or adverse
Adverse t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); KMT2Arearranged
t(9;22)(q34.1;q11.2); BCRABL1
inv(3)(q21.3q26.2) or
t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)

—5 or del(5q); —7; —17/abn(17p)

Complex karyotype, monosomal
karyotype

Wild-type NPM1 and FLT3-ITD'¢"

Mutated RUNX1

Mutated ASXL1

Mutated TP53
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Como se ha visto anteriormente hay una serie de mutaciones descritas, de presentacion
aislada o asociadas entre si, como patrones de expresion génica de la LAM, que van a
condicionar de forma importante el prondstico y curso clinico de la enfermedad, asi
como el tratamiento a administrar, ya que para muchas de estas mutaciones existen
drogas especificas, que permiten llevar a cabo lo que se denomina “targeted therapy”.
En la actualidad s6lo las duplicaciones en tdndem de FLT3 (FLT3-ITD) y las
mutaciones de NPM1 y CEBPa condicionan de manera importante el prondstico de los
pacientes con cariotipo de riesgo intermedio (que aparecen mas frecuentemente
asociados a cariotipos normales en un promedio de 30%, 50% y 17% respectivamente)
y su estudio permite diferenciar distintos subgrupos en cuanto al riesgo estimado de

recidiva y la supervivencia libre de enfermedad (Saultz et al, 2016; Donher et al, 2016):

1.4.3 El receptor Tirosin kinasa FMS-like (FLT3):

Pertenece a la familia de los receptores tirosin kinasa de clase 3, conocido
también como stem cell kinase 1 (STK1) o kinasa fetal hepatica 2 (flk2). El gen que
codifica este receptor se encuentra en el cromosoma 13 (13q12).

El receptor FLT3 se expresa fundamentalmente en las células hematopoyéticas
progenitoras y media la diferenciacion y proliferacion de las mismas. Entre las
alteraciones mas importantes destacan por su frecuencia e implicacion pronostica las
duplicaciones internas en tdndem de FLT3 (FLT3-ITD). FLT3-ITD se observa en la
LMA con una prevalencia entre el 20 al 27%. La duplicacion afecta a un segmento de la
secuencia codificadora del dominio yuxtamembrana (exones 14 y 15) y sucede siempre
sin afectar a la pauta de lectura (Reckzeh et al, 2012).

El otro tipo de alteraciones encontradas son las mutaciones puntuales de “Asp
835” afectando al dominio tirosin kinasa de FLT3. Estas suceden con una frecuencia en
torno al 20% en los pacientes con LMA, aunque puede alcanzar hasta el 40% de los
pacientes con cariotipo normal.

Aunque existen algunas discrepancias, casi todos los estudios publicados hasta la
fecha coinciden en otorgar un papel prondstico adverso para la presencia de FLT3-ITD

(Martinelli et al, 2013). Por tanto, la peor evolucion de los pacientes con mutaciones de
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FLT3 vendria determinada fundamentalmente por un mayor RR y menor SLE. Un
importante tema de discusion y debate en la actualidad debido a la incertidumbre que
existe en torno al mismo, es el valor pronostico que puede tener la cantidad de blastos
portadores de la mutaciéon FLT3-ITD, que parece estar confiriendo un pronostico
desfavorable, que podria incluso acentuarse cuanto mayor sea dicha cantidad. Diversos
estudios empleando GeneScan establecieron una relacion o ratio entre la cantidad del
alelo mutado y el alelo “wild-type" y SG. Muestran como en los pacientes con ratios
elevados, presentan peor pronostico en cuanto SLE y SG, aunque el punto de corte para
establecer qué pacientes tienen riesgo aumentado no estd definitivamente definido
(varian de 0.5-0.8) (Thiede et al, 2002; Blau et at, 2013; Pratcorona et al, 2013).

Debido a éste motivo, ni WHO ni ELN contemplan actualmente la ratio en la

clasificacion y pronostico de la LAM en adulto (Arber et al, 2016).
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Figura 6. Las dos mutaciones en FLT3 se detallan con estrellas (Langer et al, 2015).

Por otro lado, a pesar de que los datos son en ocasiones contradictorios y el
analisis dificil por su baja incidencia, las mutaciones FLT3-D835 parecen acompanarse
también de un prondstico adverso en los pacientes de riesgo citogenético intermedio o

cariotipo normal (Grundler et al, 2005). Existen evidencias de que, aunque ambas
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alteraciones suponen una activacion constitutiva del receptor, la cascada de sefales que
originan y, por tanto, las vias sobre las que actian, no son equivalentes (Choudhary et
al, 2005).

En lo referente al tratamiento existe amplia experiencia, al menos en forma de
ensayos clinicos fase I y II, con inhibidores de la proteina FLT3, dirigidos tanto a las

mutaciones FLT3-ITD como a las FLT3-TKD como se referird posteriormente.
1.4.4 CEBPA bialélico

Los factores de transcripcion pertenecientes a la familia “ CCAAT/enhancer
binding protein” (CEBP) participan en el equilibrio entre proliferacion celular y
detencion mitdtica del crecimiento durante la diferenciacion terminal. Dentro de esta
familia de proteinas destaca CEBPA, proteina que regula un programa de genes criticos
para el establecimiento de la identidad y diferenciacion mieloide (Dufour et al, 2010;
Nerlov et al, 2004).

El gen CEBPA se encuentra localizado en 19g31, posee un tnico exon sin tener
intrones y codifica dos isoformas p30 y p42. Las mutaciones que afectan a este gen,
causando la inactivacién del mismo, ocurren en un 15-19% de los pacientes con LMA
de cariotipo normal y en un 6-10% del total de casos de esta patologia (Saultz et al,
2016) y han sido asociadas con pronostico relativamente favorable, ganando interés
como marcador prondstico, aunque no se conozca todavia la razon.

Se asocian a los subtipos M1 y M2 de la FAB y no se detectan en LAM t(8;21),
LAM inv(16) ni en LAP t(15;17). Los pacientes presentan cifras de hemoglobina
normal, trombopenia y cifras elevadas de blastos en sangre periférica.

Hay una gran variedad de mutaciones, pero dos son las mas frecuentes: las
mutaciones en la region N-terminal, y las mutaciones en la region del dominio bésico de
leucina (bZIP) C-terminal (Dufour et al, 2010), localizadas en dos alelos diferentes.

Los pacientes con las dos mutaciones (CEBPAbialélico) presentan una mejor
mediana de SG cuando se comparan con pacientes sin mutaciones en CEBPA
(WtCEBPA observandose también que el hecho de presentar dos mutaciones, no se
asocia nunca con NPM1 mutado y raramente con FLT3-ITD. Mientras que, los
pacientes con una sola mutacion (CEBPA monoalélico), presentan una frecuencia
similar de NPM1 mutado y una asociacién significativamente mayor con FLT3-ITD en

comparacion con los pacientes sin mutaciones en CEBPA (Wouters et al, 2009).
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Figura 8. MUTACION CEBPA. Se observan las dos isoformas o alelos, p30 y p42 (Extraida de Rev
Hem Mex, 2015).

1.4.5 Otros genes:

A continuacion, se resefian otros genes importantes (de momento desde el punto
de vista investigacional) que se pueden encontrar mutados en las LAM (Dd&nher et al,
2015):

*  DNMTS3 (frecuencia 18-22%): Factor epigenético implicado metilacion de ADN

y su mantenimiento; controla la regulacion de la expresion génica. Su mutacion

genera alteracion en la iniciacion, evento precoz en la leucemogénesis y puede

persistir durante la remision. Su incidencia se incrementa con la edad y aparece

en cariotipos normales, se piensa que confiere mal prondstico cuando se asocia a

mutaciones de NPM y FLT3 (Shlush et al, 2014; Gaidzik et al, 2013).

* TET2 (frecuencia 7-25%): El gen TET2 regula el desarrollo hematopoyético en
las fases embrionarias mediante mecanismos epigenético. Las mutaciones de

TET2 son autoexcluyentes con las mutaciones de IDH1 e IDH2, lo que sugiere

un defecto epigenético similar. Todavia su significado prondstico no estéd

establecido. Al igual que DNMT3 es un evento precoz en la leucemogénesis y

su incidencia se incrementa en pacientes mayores (Marcucci et al, 2010;

Metzeler et al, 2011).

27



IDH1, IDH 2 (frecuencia 7-19%): Su mutacion genera el acimulo de un
metabolito que favorece la iniciacion y progresion de la leucemia. Parece que
asociadas (sobretodo IDH1) a LAM con cariotipo normal NPM mutado y FLT3
negativo, confieren peor pronostico en este subgrupo (Fathi et al, 2015; Paschka
et al, 2010).

NRAS frecuencia 15%): Generan proteinas asociadas a la membrana que
regulan la proliferacion, diferenciacion y apoptosis. El pronostico de estas
mutaciones es controvertido (Boissel et al, 2006).

RUNXI1 (frecuencia 5-15%): Puede ser activador o represor de los genes sobre
los que actia. Esta mutacion se asocia a peores resultados porque predice
resistencia a quimioterapia de induccién (Mendel et al, 2014).

ASLXI1 (frecuencia 5-17%): Este gen estd involucrado en la regulacion de la
metilaciéon de histonas, es un evento precoz en la leucemogénesis y suele
presentarse en LAM secundarias y asociadas a mutaciones de RUNX
(confiriendo peor pronostico) SRSF2 e IDH2 (Alperman et al, 2015).

TP53 (frecuencia 8-14%): Gen supresor tumoral. Las mutaciones y delecciones
aparecen en LAM con cariotipo complejo y son raras en ausencia de delecciones
cromosdmicas. Se asocia a mal pronostico debido a la quimiorresistencia que
confiere a la célula (Haferlach et al, 2008).

MLL (frecuencia 11%): Las mas frecuentes engloban translocaciones que
involucran a 11q23, siendo las mas frecuentes t(9;11), t(11;19), t(6;11). Estas y
las duplicaciones parciales del gen que se asocian a trisomia 11 o a cariotipo
normal, confieren peor prondstico (Caligiuri et al, 1998).

C-KIT (frecuencia <5%): Codifica unas proteinas de membrana que son
receptores tirosin kinasas y juegan un papel importante en la hematopoyesis. Las
mutaciones, se producen en los exones 8 y 17 aparecen en el 25-30% de las
LAM CBF, proporcionan una ventaja proliferativa o de supervivencia a las
c€lulas blasticas y confieren mal prondstico especialmente a las LAM t(8;21). Se
estan desarrollando ensayos con Inhibidores de tirosinkinasa asociados a
quimioterapia convencional para pacientes con mutaciones de c-kit (Paschka et

al, 2006).
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1.5 ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL

La persistencia o desaparicion de blastos durante la induccion, tras ella, después
de la consolidacion y durante el seguimiento posterior se ha estudiado por técnicas mas
sensibles que las morfologicas, que consideran que un paciente estd en remision
completa morfologica cuando en médula dsea presenta menos de 5% de blastos.

La enfermedad minima residual se define como aquellas células blasticas que
son indetectables mediante morfologia, pero detectables gracias a otras técnicas
diagnosticas, como la citometria de flujo multiparamétrica, con una sensibilidad para
detectar una célula leucémica entre 10 a 10~ células nucleadas. En los ultimos afios se
estd estandarizando el estudio de EMR por RT-qPCR, capaz de hallar una célula
leucémica entre un millon (Freeman et al, 2008) y mas recientemente mediante Next
Generation Sequencing (NGS) en determinadas LAM aumentando asi la sensibilidad
diagnéstica con el fin de predecir con mucha antelacion recaidas futuras (Grimwade et
al, 2014)

La positividad y los valores de la enfermedad minima residual tras el tratamiento
de induccion (EMR negativa <0.01%) va a ser un factor prondstico independiente y
aumentard el riesgo de recaida leucémica de los pacientes (Perea et al, 2000),
constituyendo una herramienta importante a la hora de estratificar al paciente en los
distintos grupos de riesgo y elegir la estrategia a seguir adaptada a ese riesgo (Buccisano
et al, 2010). Asi mismo la EMR estudiada en diferentes momentos y con distintos
puntos de corte durante el curso de la enfermedad, ayudara a predecir recaidas futuras
(Venditti et al, 2000; Feller et al, 2004).

En la practica clinica, la técnica mas utilizada y estandarizada es la citometria de
flujo multiparamétrica, ya que es practicamente Util en todos los subgrupos de leucemia,
aunque a veces su sensibilidad sea suboptima, por ejemplo, por aparicion de
inmunofenotipos aberrantes diferentes al inmunofenotipo de la clona al diagnostico.

La deteccion de EMR por PCR de momento no tiene el mismo valor en todos los
subtipos de LAM, aunque el grado de concordancia entre ambas técnicas puede ser
hasta del 85%. Actualmente el seguimiento por PCR tiene mayor interés en la practica
clinica para determinar si la EMR aumenta, disminuye o permanece estable en el
tiempo. Unicamente es en la leucemia aguda promielocitica donde tiene mayor

relevancia.
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1.6 MUTACIONES DE NPM1.

Es una alteracion molecular con un marcado papel en la evolucion de la LMA
son las mutaciones de NPM1. Varios trabajos han analizado su impacto en el prondstico
de los pacientes con LMA, asi como su relacion con las distintas caracteristicas clinico-
biologicas. La incidencia de mutaciones de NPM1 oscila entre 25 y 53% de las LMA,
siendo significativamente mas frecuente en los pacientes con cariotipo normal (46-
67%). Las mutaciones de NPM1 se asocian con los subtipos FAB M4 y M5
fundamentalmente, sin que se observen en la LMA M3. Suelen tener una cifra de
leucocitos mas alta, ser mas frecuente en mujeres, asociarse a una cifra de plaquetas mas
elevada, una cifra mayor de blastos en médula 6sea y una expresion menor de CD34.

El gen NPM1 contiene 12 exones y se encuentra localizado en el cromosoma 5
(5935). Codifica una proteina, la nucleofosmina, que reside principalmente en el
nucleolo, pero se transporta rapidamente hacia el citoplasma y que funciona como una
histona chaperona que participa en diferentes e importantes vias celulares como el
control de la formacion del complejo ribosomal, estabilizacion de oncogenes supresores
y regulacion de la duplicacion del centrosoma. (Fallini et al, 2005)

En condiciones normales, la importacion de NPM1, es superior a la exportacion
hacia el citoplasma.

Las mutaciones de NPM1 se localizan més frecuentemente en el exén 12. Hay
aproximadamente hasta 50 variante genéticas, pero la mas frecuente (95% de los casos)
se produce en la posicion del nucledtido 960, que da lugar a una duplicacion de los
nucleotidos TCTG en las posiciones 956-959 y es conocida como variante A. Las

variantes B y D también presentan mutaciones en exon 12 (Ragunas, 2015).
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Figura 7. Mutaciones en el gen NPM1 (Extraida de Rev Hem Mex, 2015).A) El gen posee 12
exones, del 1-3 codifican el extremo N terminal donde se localiza la sefial de exportacion
nuclear; el exdn 4 contiene un dominio acido de unién a metales (MB). El segmento entre los
exones 5-7 codifica los dominios acidos y la region de separacidn, la otra parte del exén 7 y del
exon 8 presentan la sefial de localizacién nuclear. Los exones 9-12 codifican el extremo C
terminal, que contiene la sefial de localizacion nucleolar. Las principales mutaciones asociadas
con la LAM ocurren en el exdn 12, sobretodo variante A. B) La proteina NPM1 es una histona
chaperona nucleolar, las mutaciones descritas modifican la sefial de localizacidn nucleolar
permitiendo que permanezca mas tiempo dentro del citoplasma celular. El sitio de mutacién
se detalla con una estrella. NES: sefial de exportacion nucleolar. NLS: sefial de localizacién
nuclear. NuLS: sefial de localizacion nucleolar.

Esta mutacion A, da como resultado una proteina mas larga con una secuencia
aminoacidica diferente en el extremo C-terminal. Estas variaciones a nivel de C-
terminal son las responsables de la localizacion citoplasmatica de la proteina resultante,
a través de la generacion de dos nuevos motivos de sefalizacion de exportacion nuclear
(NES) y a través de la pérdida de dos residuos de triptofano en las posiciones 288 y 290
que posibilitan el desplegamiento del dominio C-terminal y con ello la pérdida de la
capacidad de mantenerse unida al nucleolo (Fallini et al, 2007).

Las mutaciones rara vez tienen lugar en otros exones como el ex6n 9 o el exén

11. En estos casos, no obstante, las proteinas mutadas se localizan igualmente en el
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citoplasma en un proceso regulado por el mismo mecanismo que rige el que tiene lugar
con las mutaciones del exon 12.

Las proteinas NPM1 mutadas citoplasmaticas contribuyen al desarrollo de la
LMA a través de la inactivacion de p19Arfmediante la deslocalizacion de la proteina
supresora de tumores. El resultado es una actividad reducida para p19Arf tanto en el
caso de la dependiente de p53 como en el de la independiente. La estabilidad de p19Arf
se ve comprometida con la proteina NPM1 mutada, capaz de ejercer un efecto regulador
debilitador sobre la detencion del ciclo celular dependiente de p53 (Colombo et al,
2006), es decir protege a las células hematologicas de la accion apoptotica de p53 (Li et
al, 2005). A su vez, la proteina NPM1 mutada puede unirse a NF-kappaB, deslocalizarla
al citoplasma e inducir su inactivacion. Esta inactivacion, parece ser la responsable de
las altas tasas de respuesta a la quimioterapia que caracteriza a los pacientes con LMA y
NPMI1 mutado (Grandage et al, 2005).

Diversos autores han analizado la posible correlacion entre la presencia de las
mutaciones NPM1 y la presencia de mutaciones en otros genes, especialmente con
FLT3 (Renneville et al, 2008), hasta en un 40 % de los casos (Saultz et al 2016)
(Merino, 2010) Existen evidencias de que las mutaciones NPM1 son un evento anterior
a la adquisicion de mutaciones FLT3, sugiriendo que puedan ser un evento primario en
la leucemogénesis (Gale et al, 2008). Se postulan como la lesidon genética primaria en el
60% de las LMA, en cooperacion con otras alteraciones secundarias que serian las de
mayor peso en la leucemogénesis, tales como aberraciones cromosdmicas (15% de los
casos) (Fallini et al, 2005) y mutaciones (60% de los casos) en los genes FLT3 (FLT3-
ITD y FLT3-TKD) NRAS, IDH1 y TET2. En el caso concreto de las mutaciones FLT3-
ITD y FLT3-TKD, se ha visto que son menos estables que la mutacion NPMI,
perdiéndose en las recaidas en aproximadamente el 9% y 50% de los casos
respectivamente (Shih et al, 2002).

En cuanto al buen pronostico de los pacientes NPM1+, no sucede lo mismo con
aquellos presentan al diagndstico o que adquieren posteriormente FLT3+. Esta
mutacion induce vias antiapoptoticas y proliferativas en las células tumorales,
especialmente via STAT 5 (Thiede et al, 2006) que dominan el fenotipo leucémico,
pasando a tener mal prondstico, sobretodo y como hemos comentado anteriormente, en
los pacientes con FLT3+ ratios>0.5-0.8.

Desde el descubrimiento de la LMA con mutaciones NPM1 en 2005, diversos

estudios han permitido que se considere como entidad independiente en la clasificacion
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de las neoplasias mieloides de la OMS en 2016. Debido a trabajos recientes, se ha
observado que la mutacion es capaz de influir la hematopoyesis en modelos
experimentales, que la alteracion estd ya presente en las células madre de los pacientes
con este tipo de leucemias y que son mutuamente exclusivas de otras mutaciones, como
las bial¢licas de CEBPA. Ambas mutaciones NPM1 y CEBPA bialélico, definen dos
subgrupos de LMA con un patrén de expresion génica diferente, con unas
caracteristicas genéticas, clinicas, patoldgicas, inmunofenotipicas y citogenéticas que
difieren de las de otros tipos de LMA (Verhaak et al, 2005).

Desde el punto de vista de la evolucion de los pacientes, la mayoria de trabajos
han otorgado siempre un papel favorable a las mutaciones NPM1. No obstante, ese
pronostico favorable se observa fundamentalmente en los pacientes con mutaciones
NPMI, pero sin FLT3-ITD, que alcanzan tasas de RC, SLE y SG superiores a las
observadas en pacientes con mutaciones concomitantes de NPM1 y FLT3-ITD (Chou et
al, 2000).

Hay trabajos que por el contrario otorgan un pronéstico desfavorable a las
mutaciones NPM, debido a la influencia negativa del inmunofenotipo CD HLA-DR+,
CD34+ y CD7+ de las células leucémicas (Chen et al 2013), independientemente de la
presencia de FLT3.

Las mutaciones de NPM son muy estables, generalmente la pérdida de mutacioén
se asocia con cambios de cariotipo de normal a anormal, por esta razén se sugiere el uso
de NPM1 como marcador para vigilar enfermedad minima residual (Ivey et al, 2016).

Por el hecho de que estas alteraciones representan la anomalia genética mas
frecuente conocida en esta patologia y por el hecho de conllevar significacion
pronostica, la mutacion NPM1, al igual que sucede con FLT3, la convierten en una
atractiva diana para el desarrollo de estrategias terapéuticas (adicion de Gentuzumab o

ATRA)
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2. JUSTIFICACION

Los avances en la caracterizacion bioldgica de la LMA permiten en la actualidad
realizar una estimacion apropiada del riesgo de recidiva y probabilidad de supervivencia
de diferentes grupos de pacientes segin la expresion de distintos pardmetros de la
enfermedad. Los factores dependientes de la enfermedad, como el cariotipo, las
alteraciones moleculares que afectan a determinados genes y los relacionados con la
respuesta al tratamiento, como la enfermedad minima residual por citometria de flujo y
la respuesta al primer ciclo de induccion son variables que deben ser tenidas en
consideracion a la hora de planificar el tratamiento de primera linea de un paciente con
LMA. También los factores dependientes del paciente (ECOG, edad, comorbilidades)
parecen jugar un papel importante en el pronodstico. En este estudio observacional
queremos corroborar que, en concreto, las LAM NPMI+ diagnosticadas en nuestra
poblaciéon a estudio asocian determinadas caracteristicas clinico-bioldgicas y se

comportan segun la bibliografia referida.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1. HIPOTESIS.

Las mutaciones de NPM1 son alteraciones moleculares implicadas en la
leucemogénesis asociadas a buen pronostico en determinados subgrupos de pacientes.
Por ello, cabe suponer que la presencia de estas alteraciones pudiera definir un patréon de
comportamiento bioldgico del clon leucémico, lo que tendria implicaciones pronosticas

en el curso de la enfermedad.

Para verificar o no esta hipotesis hemos estudiado esta cohorte de pacientes de
LAM, tratados en nuestro centro inicamente de forma asistencial y fuera de contexto de

ensayos clinicos o de centros principalmente investigadores.
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3.2. OBJETIVOS

- Analizar las caracteristicas clinicas de las LAM con NPM1 mutado y buscar

sus diferencias con el resto de pacientes con LAM.

- Observar la influencia de las mutaciones NPM1 en la supervivencia global y la
supervivencia libre de evento de los pacientes y las posibles implicaciones terapéuticas

asociadas.

40



4. MATERIAL Y METODOS
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4.1 POBLACION A ESTUDIO

El Departamento de Salud de Alicante cuenta como recursos con el Hospital
General Universitario de Alicante, once centros de salud, cinco consultorios, dos centros
de especialidades y un punto de atencion continuada. Su ambito de actuacion
comprende a las localidades de Alicante (compartido con H. San Juan), San Vicente,
Agost, Monforte del Cid, Moralet, La Canyada, La Alcoraya y Verdegas. La poblacion
a la que atiende asciende en 2015 aproximadamente a 270.000 habitantes (INE, 2016).

Sin embargo, para muchas patologias, como es el caso de la Leucemia Aguda, la
poblacion de referencia del Servicio de Hematologia es la provincia de Alicante, desde
finales de los afios 60 del siglo pasado. Solamente por razones historicas y geograficas,
algunos de los pacientes de los departamentos de Alcoy y Denia, son referidos a
Valencia. Dado que la poblacion de la provincia de Alicante supera los 1.700.000
habitantes, segin el Instituto Nacional de Estadistica (INE, 2016), nuestro calculo es

que la poblacion a la que atendemos se situa alrededor del millon y medio de habitantes.

Segun los datos referidos anteriormente, la incidencia de la Leucemia Aguda
Mieloide se sitaa alrededor de 3-4/10°, con lo cual estimamos que en nuestra area se
deben diagnosticar aproximadamente entre 45 y 60 casos por afio. A nuestro hospital
llegan aproximadamente 40 casos/afio (ver grafica). La diferencia entre la incidencia de
casos en nuestro servicio y la esperada, estriba en que muchos de éstos pacientes son
mayores y no aptos para tratamiento intensivo (con lo cual se tratan en sus hospitales de
referencia) y otros son los nifios hasta los 16 afios, que son tratados por pediatria

(aunque en estas edades la incidencia de LAM es muy baja).
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Leucemias desde 1995
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Figura 7. Nimero de leucemias diagnosticadas desde el afio 1995.




4.2 DISENO DEL ESTUDIO Y PARTICIPANTES

Estudio observacional retrospectivo de los pacientes con Leucemia Aguda
Mieloide diagnosticados entre 2008-2016 en nuestro servicio que cumplen los

siguientes criterios de inclusion:
» Edad superior a 16 afos.

* Leucemia aguda mielobléstica “de novo®, es decir que no derive de patologia

hematolégica previa (SMD/SMP).

* Pacientes con hemograma, citogenética y biologia molecular (FLT3 y NPM1)

realizada al diagnostico.

Se excluyeron del estudio las leucemias agudas promielociticas (10% de las
LAM recibidas) por tener -caracteristicas clinicas y terapeuticas claramente

diferenciadas.
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4.3 VARIABLES

* Fecha de diagndstico.

* Edad al diagnostico.

* Sexo.

+ ECOG (0-5) al diagnéstico

Valoracion del "performance status" del paciente. Segun la siguiente escala:

ECOG 0: El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de
realizar un trabajo y actividades normales de la vida diaria.

ECOG 1: El paciente presenta sintomas que le impiden realizar trabajos
arduos, aunque se desempefia normalmente en sus actividades cotidianas y
en trabajos ligeros. El paciente s6lo permanece en la cama durante las horas
de suefio nocturno.

ECOG 2:El paciente no es capaz de desempefiar ningin trabajo, se
encuentra con sintomas que le obligan a permanecer en la cama durante
varias horas al dia, ademés de las de la noche, pero que no superan el 50%
del dia. El individuo satisface la mayoria de sus necesidades personales
solo.

ECOG 3: El paciente necesita estar encamado mas de la mitad del dia por la
presencia de sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las actividades de
la vida diaria como por ejemplo el vestirse.

ECOG 4: El paciente permanece encamado el 100% del dia y necesita ayuda
para todas las actividades de la vida diaria, como por ejemplo la higiene
corporal, la movilizacion en la cama e incluso la alimentacion.

ECOG 5: Fallecido.

* Recuento de leucocitos al diagndstico.

* Se genera otra variable, cualitativa, calificando a los pacientes con recuento

superior a 50.000 leucocitos por microlitro, como hiperleucocitarios.

* Cifra de hemoglobina al diagnostico.

* Recuento de plaquetas al diagndstico.

» Porcentaje de blastos en médula dsea al diagndstico.

*  Subtipo segln la clasificacion FAB

De M0 a M7, segiun descripcion previa. En los casos en que no fue posible

calificar los pacientes en estos grupos fueron denominados inclasificables. Se
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incluyeron en este grupo leucemias muy inmaduras, o algunos casos

diagnosticados por biopsia, en los cuales no se puedo clasificar por subtipo.

Cariotipo en médula dsea, por técnicas convencionales al diagnostico.

Riesgo citogenético.

Favorable, intermedio y desfavorable, segiin clasificacion pronostica segun el

MRC (1998). (ver tabla2).

Mutaciones de FLT-3.

Mutacion puntual TKD en exén 835 o duplicacion en tdndem ITD (exones 14 y

15) y ratio entre alelo "wild type" y alelo mutado.

Mutaciones NPM1.

e Mutacion en ex6n 12 (nucleodtido 960).
»  Mutacion A, duplicacion TCTG (en el 95% de los casos).
*  Mutacion B o D.

Tratamiento de primera linea: (comentado en introduccion mas detalladamente

como PETHEMA LAM 2007, LAM 2010 y LAM>65 afios 2014)

« INTENSIVO: Tratamiento con intencion curativa; como induccion se
administra el clasico 3+7 o6 2+5 (IDA+ARA-C) o FLAG-IDA
(FLUDA+IDA+ARA-C).

«  ATENUADO: Tratamientos que sin renunciar a una posible curacion, intenta
una mejoria de la supervivencia y mantenimiento de la calidad de vida del
paciente. Se incluyen esquema FLUGA e hipometilantes (VIDAZA Y
DECITABINA)

« PALIATIVO: cuyo objetivo es control sintomatico mediante soporte
transfusional y si hiperleucocitosis, hidroxiurea o citarabina a dosis bajas.

Remision completa tras induccion. (RC)

Recuperacion hemoperiférica, control de sintomatologia y presencia de <5%

blastos en médula 6sea (Cheson et al, 2003; Dohner et al, 2016).

Enfermedad minima residual tras induccidn en pacientes en RC.

Mas o menos de <0.1% de blastos respecto a la celularidad global, en médula

6sea, medida por CMF multiparamétrica. A continuacion, se detallard la técnica

de estudio.

Trasplante de médula dsea como consolidacion o intensificacion

Trasplante o no. Dentro de los trasplantados, tipo de trasplante

Autologo o Alogénico.
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Recidiva de la enfermedad.

En pacientes que habian tenido RC, presentar algunos de los siguientes (Cheson
2003)

« Presencia de blastos en sangre periférica.

» Reaparicion de displasia o mas de 5% de blastos en médula osea.

« Presencia de leucemia extramedular.

Fecha de la recidiva.

Fecha de constatacion de la recidiva.

Fallecimiento.

Fecha de fallecimiento.

Fecha de constatacion del fallecimiento.

Fecha del ultimo seguimiento.

Fecha de la ultima revision de los pacientes, y donde se pudo constatar si
permanecia en remision.

Supervivencia global (SG)

Se define como el tiempo transcurrido entre el diagndstico y el fallecimiento en
los pacientes fallecidos, y en los supervivientes entre la fecha de diagnostico y la
fecha del Gltimo seguimiento.

Supervivencia libre de evento (SLE)

Se define como el tiempo transcurrido desde el diagnodstico hasta algun

evento,considerando tal resistencia o recaida .
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4.4 MEDIDAS

4.4.1 ESTUDIO CITOGENETICO

A partir de muestras de aspirado de médula 6sea se practico un cultivo, a corto
plazo, segin las recomendaciones del International System for Human Cytogenetic
Nomenclaturg(ISCN, 2005). Se estudiaron, al menos, 20 metafases por muestra. Se
establecieron grupos de riesgo citogenético para los pacientes diagnosticados de LMA
de acuerdo con los criterios de Medical Research Council (MRC) y establecidos en el
correspondiente PNT.

La siembra se realiza en campana de flujo estéril, para asegurar la esterilidad
debe limpiarse segin IT Pautas basicas de trabajo en el laboratorio UDHEM-IT-5.
(Anexo 1).

El sacrificio celular se realiza segun el protocolo marcado en el UDHEM-PI-12

(Anexo 2) y la extension y tincion siguiendo el protocolo del UDHEM-PI-13 (Anexo 3).
4.4.2 Estudios moleculares

Los métodos de estudio molecular realizados sobre muestra obtenida de médula
6sea han sido: PCR convencional, RT, PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) DNA
fingerprinting con endonucleasas de restriccion, secuenciacion automatica de acidos

nucleicos y analisis de fragmentos mediante electroforesis capilar.

4.4.2.1 Deteccidon de las duplicaciones parciales en Tdndem (ITD) en FLT3: Ratio
ITDmutado/ITDsalvaje.

La deteccion de las mutaciones ITD se efectuan siguiendo el método de Thiede
et al. El método se fundamenta en la amplificacion mediante PCR de los exones 11 y 12
del gen FLT3 en donde recaen las duplicaciones parciales en tandem, empleando
primers marcados con fluorogenos (6-FAM).

Ademas, se analiza la ratio ITD mutante/salvaje mediante electroforesis capilar y
el sofware Genemapper de Applied Biosystems.

Todo ello, siguiendo el protocolo marcado en el PNT correspondiente (Anexo

4).
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4.4.2.2 Deteccidn de las mutaciones en el gen NPM1 mediante sondas de hibridacién
en el Light Cycler 2.0.

El método empleado para la deteccion de mutaciones en el gen NPMI se
fundamenta en la utilizacién de sondas de hibridacién marcadas con fluorégenos (sonda
Sensor marcada con Fluoresceina y Anchor con Red 640), las cuales han sido disefiadas
para el alelo normal, realizando una PCR en tiempo real con el sistema LightCycler
siguiendo el método descrito por Schnittger et al. Este método tiene la ventaja de
presentar una gran rapidez.

Para detectar las mutaciones empleamos ¢cDNA como muestra (las sondas de
hibridacion disefiadas complementan en una region exon-intrén).

El método seguido esté ilustrado en el correspondiente PNT (Anexo 5).

4.4.2.3 Deteccion de la mutacion FLT3/D835 en el Light Cycler.

El método empleado se fundamenta en la utilizacién de sondas de hibridacion
marcadas con fluorégenos (FIt3 Sensor marcada con Fluoresceina y FIt3 Anchor con
Red 640), las cuales han sido disefiadas para el alelo normal, realizando PCR en tiempo
real con el sistema LightCycler empleando los cebadores descritos por Yamamoto et al.
Este método tiene la ventaja de presentar una gran rapidez obteniéndose la misma
especificidad que los métodos convencionales basados en PCR seguida de digestion con
enzimas de restriccion.

El procedimiento esta descrito en el PNT correspondiente (Anexo 6)

4.4.3 ESTUDIO DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL POR CITOMETRIiA DE
FLUJO MULTIPARAMETRICA

Las muestras de médula 6sea fueron procesadas y analizadas mediante el
citometro de flujo Facscanto II Beckton Dickinson California.

El estudio de enfermedad minima residual se llevo a cabo analizando 5,000,000
de células y utilizando las mismas combinaciones de anticuerpos monoclonales
empleados al diagnostico segun recomendaciones del consorcio Euroflow.

Mediante el andlisis de dicha poblacion celular se identificaron los diferentes
inmunofenotipos aberrantes detectados en cada caso particular considerandose
significativo el umbral de sensibilidad determinado por la presencia inequivoca de 50
células del fenotipo leucémico sobre las 5,000,000 de células totales analizadas

(sensibilidad 1/100,000). Todo ello siguiendo el procedimiento establecido en el PNT
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correspondiente: "Protocolo de estudio de enfermedad minima residual en leucemias

agudas por citometria de flujo" (Anexo 7).
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4.5 CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Dado que la muestra ha sido recogida sin célculo de tamafio muestral previo, y
son la totalidad de los casos diagnosticados, se ha determinado a posteriorisi la muestra

empleada es adecuada para los objetivos planteados.
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se describieron las variables empleando frecuencias absolutas y relativas para
las variables cualitativas, mientras que para las cuantitativas se utilizaron medias y
desviaciones estandar en caso de normalidad. Si la variable no se ajustaba a distribucion
normal, se utilizd6 mediana y rango intercuartilico. Para el estudio de normalidad se

realizo el test de Kolmogorov-Smirnov.

Para la comparacion de variables cualitativas se utilizaron tablas de
contingencia, comparadas con Chi-cuadrado de Pearson o Test Exacto de Fisher cuando

las frecuencias esperadas en mas del 20% de las casillas era inferior a 5%

Para comparacion de variables continuas se utilizd6 T de Student, o U de Mann

Whitney, o Kruskal-Wallis.

Todos los anélisis se realizaron con un error tipo I del 5% y de cada parametro

relevante se calcul6 su intervalo de confianza asociado (CI).

Los estudios de supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad se
realizaron segun las curvas de Kaplan-Meier. Para comparacion se utilizo e Log Rank

(Mantel-Cox).
Para analisis multivariante se utilizé la regresion de Cox.

Todos los calculos se realizaron con Microsoft Office Excel 2007, IBM SPSS
Statistics 22.0, Epidat version 3.1 o R-Commander 3.3.1.
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4.7 CUESTIONES ETICAS

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico para la Investigacion Clinica
del Hospital General Universitario de Alicante, segin las recomendaciones de la

Conferencia de Helsinki 2008 y las regulaciones institucionales.

La recogida de datos de los pacientes ha sido posible gracias a la revision de la

historia clinica del paciente, informatizada o en formato papel.

Los datos recogidos fueron obtenidos de las pruebas que forman parte de la
rutina clinica habitual y protocolizada en el diagnostico, seguimiento y evaluacion
clinica de los pacientes durante el ingreso y seguimiento en consultas externas y han

sido usados de forma anonima.



4. RESULTADOS.
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4.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA.

La muestra fue recogida durante los afos 2008 a 2016, segtn la distribucion que

se muestra en la tabla siguiente:
Tabla 4- Distribucidn de los pacientes segun afo de diagndstico.

VALOR Frecuencia Porcentaje

2008 6 3,95
2009 12 7,89
2010 17 11,18
2011 16 10,53
2012 21 13,82
2013 25 16,45
2014 20 13,16
2015 26 17,11
2016 9 5,92
TOTAL 152 100,00

La muestra total ha estado formada por 152 pacientes, de los cuales 73 eran
mujeres (48,0%). Durante este tiempo se han diagnosticado en nuestro centro 281
pacientes con leucemia agua mieloblédstica no promielocitica. Del total de pacientes
fueron seleccionados Unicamente aquellos que cumplian los criterios de inclusion-
exclusion.

Al analizar la normalidad de las variables cuantitativas, se obtienen
distribuciones para todas ellas que no cumplen la normalidad (p<0,001). Los valores de

edad y parametros sanguineos estan expresados en la siguiente tabla:

Tabla 5. Parametros cuantitativos de la muestra total de pacientes (n=152).

Mediana (IQ) (p)
57,0(19,0) <0,001
13000(61520) <0,001
50000(59000) <0,001
75(45) <0,001
9,0(2,5) 0,011

El margen de edades ha sido entre los 18 a 83 afos, para su evaluacion como
posible factor de riesgo, se ha optado por realizar dos grupos de edad: Grupo 1, edad <
65 afios y grupo 2, = 65 anos, obteniéndose en el primer grupo una muestra de 106 y en

el segundo de 46 pacientes. Del mismo modo, se han realizado dos grupos respecto al
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recuento de leucocitos considerando hiperleucocitosis valores > 50.000 x10°/L,

quedando 43 pacientes con hiperleucocitosis.
Asi mismo, las distribuciones de las variables cualitativas estan expresadas en la

siguiente tabla:

Tabla 6. Parametros cualitativos de la muestra total de los pacientes LMA incluidos en el
estudio (frecuencia absoluta, n; frecuencia relativa, %).

n (%)

73(48,0)
46(30,3)
43(28.3)

4(2,6)

86(56,6)

45(29,6)
14(9,2)
3(2,0)

7(4,6)
20(13.,2)
22(14,5)

7(4,6)
42(27,6)
35(23,0)

10(6,6)

1(0,7)

8(5.3)

65(42.8)
16(10,5)
5(3,3)
6(3,9)
26(17,1)
2(1,3)
9(5.,9)
4(2,6)
6(3,9)
13(8,6)

15(9,9)
96(63,2)
26(17,1)

15(9,9)
30(19,7)
34(22,4)

120(78.9)
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15(9,9)
17(11,2)
105(69,0)
38 (36,2)

15(9,9)
40(26.3)
97(63,8)
38(36,2)

Por su especial interés, se muestran graficamente las distribuciones porcentuales

de las mutaciones estudiadas en éste estudio:

Figura 8. Distribucién porcentual de los pacientes con las mutaciones FLT3 y NPM1.

Mutacién Flt3 Mutacion NPM1

3020 (22K ——

%Q.xx : i
e
L1

122(30%) P 11878%)

@ Mutado © No mutado No mutado @ Mutado

4.1.2 ANALISIS DE ASOCIACION DE VARIABLES POR SU ESPECIAL
RELEVANCIA.

4.1.2.1 NPM1 YFLT3

La presencia de la mutacion NPM1 aumenta en las LAM de cariotipo normal,
observandose en 40% en este grupo de pacientes. Ambas mutaciones aparecen
frecuentemente asociadas entre si, sobre todo en los pacientes con cariotipo normal, que
en nuestro estudio alcanza 14% (p<0.001) La combinacion de las dos esta expresada en

la siguiente tabla:

Tabla 7. Distribucién de los pacientes segun la combinacién de las dos mutaciones analizadas
(NPM1y FLT3).

30 (46,2) 61 (82,4)
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- FLT3-NPMI+ 17 (26,2) 4 (5,4)
- FLT3+NPMI+ 9 (13,8) 1(1.,3)
- FLT3+NPMI1- 9.(13,8) 8(10.8)

Chi cuadrado = 24,587; p<0,001

4.1.2.2 RIESGO CITOGENETICO Y EDAD

El riesgo CG de los pacientes suele incrementarse con la edad de los pacientes.
Aunque no sea estadisticamente significativo, observamos la tendencia que existe a

presentar cariotipos desfavorables en pacientes mayores de 65 anos.

Tabla 8. Distribucién del riesgo citogenético segun los dos grupos de edad en los pacientes con
citogenética valorable (n=137).

13(13,3) 2(5,1)

Dmmsiery  omo oo
DD sy waso

Test Chi cuadrado = 4,986; p=0,173.

4.1.2.3 RIESGO CITOGENETICO Y REMISION COMPLETA

De la misma manera, el riesgo CG también va a condicionar los resultados del
tratamiento. Se observa como los riesgo CG favorables obtendran resultados cercanos
de RC a la totalidad de los pacientes, mientras que los desfavorables no alcanzan el

40%.

Tabla 9. Distribucién del riesgo citogenético segln la obtencidn de RC en los pacientes con
citogenética valorable (n=137).

14 (93)
71 (73.,4)

10 (38,5)

Test Chi cuadrado = 14,504; p<0,001



4.1.2.4 TRATAMIENTO Y RESULTADOS

Casi el 70% de los casos obtuvieron remision completa tras tratamiento de
induccion. Ningln paciente con tratamiento paliativo, pero si un tercio de los casos con
tratamiento atenuado presentaron dicha remision. A continuacion, se muestran mas

detalladamente los resultados:

Tabla 10, Remision completa segun tipo de tratamiento.

Remision completa No Si
Intensivo 21(17,5) 99 (82,5)
Paliativo 15 (100) 0
Atenuado 11 (64,7) 6 (35,3)
TOTAL 47(30,9) 105 (69,1)

Test Chi cuadrado; p<0,001

Por su especial interés, se muestra graficamente el tratamiento y la remision
completa:

Pacientes segln tratamiento Remision completa

17(11%)

150110%) Y e 47(31%)

105(65%)
120475%)

|® Intensivo ® Atenuado - Paliativo]

Figura 9. Distribucién de los pacientes segun tratamiento recibido y remisién completa.

En nuestra muestra, los pacientes con tratamientos intensivos alcanzaron
mejores resultados en cuanto a EMR, tal y como observamos en la siguiente tabla, en la
que se aprecia asociacion estadisticamente significativa entre la obtencion de EMR —y

el tipo de tratamiento administrado.
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Tabla 11. EMR, Recidiva y remisidn tras recidiva en funcién del tratamiento administrado.

Caracteristica

Enf. min. residual:
Positivo
Negativo
No reg.

Recidiva:

No

Si

No det.
Remision tras recidiva
(n=36)

No

Si

intensivo
N=99
n (%)

53 (53,5)
38 (38,4)
8 (9,1)

61 (61,6)
36 (36,4)
2(3,0)

29(80,6)
7(19,4)

Tratamiento
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Tratamiento

Atenuado
N=6
n (%)

4 (66,7)
0
2 (33,3)

4 (66,7)
2(33,3)
0

2(100)
0

Test Fisher
()

0,029

0,99



4.2 MUTACION NPM1 CON EL RESTO DE VARIABLES

Respecto a las variables cuantitativas, los valores estdn expresados en la
siguiente tabla, junto con el valor de p segun el test U de Mann-Whitney, comparando

pacientes con NPM1 mutado y NPM1 no mutado.

Tabla 12. Comparacidn de las variables cuantitativas (mediana e intervalo intercuartilico) entre
los que tienen y no la mutacién NPM1.

56(18) 58(22)
66000(104170) 11000(29000) <0,001
9,0(2,9) 9,0(2,4) ns
50(28) 50(70) ns
800(84) 70(50) ns

Figura 10. Distribucién de los valores de leucocitos y blastos segln la presencia o no de la
mutacion NPM1.

Recuento de leucocitos segln NPMl Porcentaje de blastos segiin NPM1
400000 ................................... -k llﬂ S S BN o | BN T G e o

= 100
80
&0
0
1)
50
40
30
20
NPM- NPM + NPM1- NPM1+

NPM NPM

350.000

300.000

250.000
E 200.000
z

150.000

100.000
50.000

En el andlisis de asociacion entre NPM1 y el resto de variables cualitativa

estudiadas frente a la presencia de la mutacion NPM1 se observan los siguientes datos:
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Tabla 13. Analisis bivariante segin presencia/ ausencia de la mutacién NPM1.

(118) (77,6%) 34 (22,4%) (IC 95%) p
| Bdad<65afios | 106 (69,7) 25 (23,6) 1,3(0,5-3,0) 0,585
- MUIERES 73(48,0) 21 (61,8) 2,1(0,9-4,5) 0,069

4(2,6) 0 -

86(56,6) 16(47,1) -

15(13,2) 13(38,2) =

14 (9,2) 4(11,8) - 0.529
~ Hiperleucocitarios 3(28.3) 20 (58,8) 9 (2,6-13,4) 0.001

7 (4,6) 0 -

20 (13,2) 5(14,7) -

22 (14.5) 4(11,8) -

7 (4,6) 4(11,8) -

42 (27,6) 10 (29,4) -

35(23,0) 7 (20,6) -

10 (6,6) 2(5,9) -

1(0,7) 0 -

8(5,3) 2(5,9) - 0,716
| Cariotiponormal | 65 (42.8) 26 (76,5) 1,6 (0,9-3,1) 0,128

96 (63,2) 29 (85,3) ]

26 (17,1) 12,9 0,009
B 30019.7) 11 (32.4) 2,3 (0,9-5,4) 0,062

92 (60,5) 28 (82,4) .

13 (8,6) 2(5,9) -

13 (8,6) 4(11,8) - 0,676
" Remision completa | 105 (69,1) 29 (85,3) 3,2 (1,2-8,9) 0,020
. EMR-(9529* |  38(40,0) 9(31,0) 0,7 (0,3-1,9) 0,511
_ 55 (36,2) 14 (41,2) 1,3 (0,6-2.,9) 0,492
- T

40 (72,7) 8 (57,1) 0,4 (0,1-1,4) 0,129
. Con Recidiva®** |  38(25,0) 13 (38,2) 0,2 (0,1-0,4) <0,001
L Bxitus | 89(58,6) 20 (58,8) 0,5 (0,2-1,1) 0,083

* Test Chi cuadrado;** 95 pacientes con EMR realizada, 29 de ellos NPM1+ ;*** 2 pérdidas de
seguimiento.



4.3 ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA

4.3.1 ANALISIS DE AL SUPERVIVENCIA GLOBAL Y SUPERVIVENCIA LIBRE DE
EVENTO EN LA MUESTRA GLOBAL

La mediana de supervivencia global fue de 19,2 (IQ 24,9) meses y de
supervivencia libre de evento de 17,0 (IQ 24,1) meses. La SG estimada a los 2 afios es
del 39% y la SLE del 36%. A partir de este momento se estabilizan con una fase de
meseta.

A continuacion, se muestran graficamente los resultados.

Supervivencia global y libre de evento

al o
100
o
(=]
=n]
]
[]u} S = ik
40
-
T — T e 9
HS5G ESLE

Figura 11. Valores de supervivencia global y libre de evento de los pacientes analizados.
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Figura 12. Evolucidn del porcentaje de supervivencia global con el tiempo de seguimiento.
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Figura 13. Evolucidn del porcentaje de supervivencia libre de evento con el tiempo de
seguimiento.

Se ha analizado la supervivencia a los dos afios y cinco afios. Los porcentajes de
supervivencia en cada uno de los plazos se han calculado respecto a los que se han

podido seguir entre periodos consecutivos.
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Muestra total
152

Seguimiento <1

Seguimiento
140

Sin datos 2 afio
10

Seguimiento <2
afios

28

Exitus 2 afios

Viven a los 2

79 afios 43(38,4%)

Exitus 5 afos

Viven 5 afios
12(14,8%)

Seguimiento <5
afios 21

10

Figura 14. Esquema de los pacientes seguidos hasta los 5 afios.

4.3.2 Relacion de resto de variables con la supervivencia global.

Funciones de supervivencia
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Figura 15. Curva de SG en funcién de edad <65 afios.

La supervivencia global fue de 25,93 meses (IC 95% 14,16-37,70) para los <65
afos(azul), mientras que para >65 afios (verde)la supervivencia fue tan solo de 9,43
meses (IC 95% 4,64-14,183) (p<0.001).

Funciones de supervivencia
1o ECOG
g
M1
2
_rm3
——0-censurado
0,54 t— l-censurado
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a
o
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v
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] 20 40 60 &0 100
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Figura 16. Curva de SG en funcién del ECOG del paciente al debut de la LAM.

La supervivencia global fue de 13,5 meses en el grupo ECOG 0, ECOG 1 25,93
meses (IC 95% 11,5-40,36), ECOG 2 11,7 meses ( IC 95% 7,95-15,94) y ECOG 3 5,7

meses ( IC 95% 0-11,6) , con una diferencia estadisticamente significativa (p= 0.008).
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4.3.2.3 CARIOTIPO Y RIESGO CITOGENETICO.

Funciones de supervivencia Funciones de supervivencia
ied
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Figura 17. Curvas de supervivencia global en relacidn al cariotipo (izquierda) y al riesgo
citogenético (derecha).

Los tiempos de supervivencia global no se pudieron analizar en el grupo de bajo riesgo al no
existir ningun fallecimiento en este grupo, la mediana para los demas grupos fue, para el grupo
de riesgo intermedio de una mediana de 20,3 meses(IC95% 11,7-28,9) y para el de alto riesgo
de 6,7 meses (1C95% 4,5-8,9), con una diferencia muy significativa (p<0,001).
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4.3.2.4 TRATAMIENTO

Funciones de supervivencia

Tratamiento
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Figura 17. Curva de supervivencia global en funcién del tipo de tratamiento administrado.

Como se aprecia en la figura la SG fue claramente superior en los pacientes
sometidos a tratamiento intensivo: 22,67 meses (IC 95% 13,31-32,02); 7,10 meses (IC
95% 0,45-13,73) para los pacientes con tratamiento atenuado y 3,4 meses (IC 95%2,20-
4,59) para los pacientes paliativos (p<0.001)
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4.3.2.5 REMISION COMPLETA

Funciones de supervivencia
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Figura 18. Curva de SG en funcién de la obtencidn de RC tras tratamiento de induccidn.

La supervivencia global fue de 33,17 meses en el grupo que obtuvo RC frente a
4,17 meses en el grupo que no la consigui6 (IC 95% 2,86-5,47) con una diferencia muy

significativa (p<0.001).
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4.3.2.6 ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

Funciones de supervivencia
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Figura 19. Curva de SG en funcién de la obtencidon de EMR- tras tratamiento de induccion.

La supervivencia global en el grupo de pacientes con EMR + fue de 18,53 meses
(IC 95% 13,96-23,19), significativamente inferior que el grupo con EMR— que no ha

alcanzado la mediana de supervivencia (p<0.001).
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4.3.2.7 TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Funciones de supervivencia
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Figura 20. Curva de SG en funcidn de la realizacién de trasplante de progenitores
hematopoyéticos.

La supervivencia global fue de 10,93 meses (IC 95% 7,03-14,76) en el grupo
que no fue sometido a trasplante; en el grupo de pacientes que recibieron trasplante
alogénico fue de 33,17 meses (IC 95% 27,52-38,87). Con clara superioridad con
respecto a los dos subgrupos se sithia el trasplante autologo, en el cual no se ha

alcanzado la mediana de supervivencia (p<0.001).

73



4.3.2.8 RECIDIVA
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Figura 21. Curva de SG en funcién de recidiva tras RC.

La supervivencia global fue de 17,9 meses (IC 95% 15,52-20,27) en el grupo
que recidivo ,observandose en las curvas clara inferioridad con respecto al grupo que no

ha recidivado, en el que no se ha alcanzado la mediana de supervivencia (p<0.001).

4.3.3 ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA RESPECTO A LA MUTACION NPM1.
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Figura 22. Curvas de supervivencia global y supervivencia libre de evento con y sin la mutacién
NPM1 (no se aprecia diferencias significativas ni en el tiempo de SG p=0,880; ni en la de SLE
p=0,928).

La mediana de supervivencia global fue de 16, 9 (IC 95% 19,1-43,8) meses en
los mutados (n=34) y de 16,8 (IC95% 33,7-51,4) meses en los que no tenian la
mutacion (n=118) (p=0,880).

Para poder determinar la influencia en éstos resultados en el estado mutacional
de FLT3 y la asociacion con NPM1 mutado y no mutado, analizamos la SG y SLE del
subgrupo LAM con CN vy tratamiento intensivo (n=64), en funcion de los diferentes
subgrupos mutacionales:

*  Grupo A: NPMI1+/FLT3+ ( n= 8)SG: 37,7 meses (IC 95% 14,5- NA) ;
SLE 11,9 meses (IC 95% 9- NA).

* Grupo B: NPMI+/FLT3-( n=17) SG:43,9 (IC 95% 18,7-NA); SLE
16,7meses (IC 95% 10,4-NA).

*  Grupo C: NPMI1-/FLT3+( n=9) SG 37,4 (IC 95%32,2-NA); SLE 30,3
meses (IC 95% 9,53-NA).

*  Grupo D: NPM1-/FLT3- ( n= 30) 52,2 meses (IC95% 27,9-NA); SLE
14,8 meses (IC95% 5,1-NA).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas ni en SG (p=0.230) ni

SLE (p=0.978).
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Figura 23. Curvas de supervivencia global de los distintos subgrupos mutacionales de pacientes
con CN.
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Figura 24. Curva de supervivencia libre de evento de los distintos subgrupos mutacionales en
pacientes con CN.

Tras analizar éstos resultados diferentes a los esperados y para averiguar el peso
que podrian tener las diferentes estrategias de tratamiento, comparamos SG entre
subgrupos tratados con el mismo esquema para bajo riesgo segiin protocolo < 65 afios,
las LAM CBF con EMR negativa tras induccion y las LAM CN , NPM1+/FLT3-y con
EMR también negativa
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Funciones de supervivencia
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Figura 25. Curvas de SG de los pacientes con CN, EMR negativa y NPM1+/FLT3- (linea

verde) con los pacientes con LAM CBF con EMR negativa (bajo riesgo, linea azul).
Como se observa en las curvas, la diferencia es casi estadisticamente

significativa entre ambos grupos (p=0.061), la SG de las CBF es 100% (n=8) mientras
que en el otro grupo de 66,7%. (n=9).
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4.4 ANALISIS MULTIVARIANTE DE FACTORES PRONOSTICOS

Para determinar qué variables podrian considerarse factores prondstico
independientes para la supervivencia, se llevd a cabo un analisis multivariante mediante
el modelo de regresion de Cox considerando como variables a estudio: edad <65 afios,
riesgo citogenético, NPM1 y FLT3. Siendo el modelo claramente significativo,

obtenemos los siguientes resultados:

Tabla 14. Analisis multivariante mediante modelo de regresion de Cox.

VARIABLE EXB (IC 95%) p*
<65 afios 0.366 (0,237-0,565) <0.001
Riesgo bajo 0.165 (0.035-0,773) 0.022
Riesgo intermedio 0,731 (0,361-1,513) 0,404
Riesgo desfavorable 2,576 (1,165-5,697) 0,019
Npml+ 1,274 (0,744-2,183) 0,377
FIt3- 1,392 (0,818-2,370) 0,223

*Chi cuadrado =53,438 (p<0.001)

En la serie global de pacientes la variable edad < 65 afios y el riesgo CG bajo
son factores protectores mientras que el riesgo CG desfavorable aumenta el riesgo de

mortalidad de los pacientes.
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5. DISCUSION.
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5.1 RESUMEN.

La leucemia mieloide aguda constituye una de las patologias neoplasicas
hematoldgicas con peor pronostico, aunque poco frecuentes en los adultos. Gracias al
avance en el conocimiento de la genética y la biologia molecular durante los ultimos
afios, ha sido posible la identificacion de numerosos reordenamientos y mutaciones, los
cuales, ademas de constatar la heterogeneidad que tiene esta enfermedad, han abierto la
puerta a una mejor caracterizacion de la misma. Estas alteraciones no so6lo han
contribuido a poder determinar de una manera mas 6ptima el pronostico de la patologia,
sino que ademas permiten identificar dianas moleculares sobre las que desarrollar y
dirigir tratamientos especificos.

Hemos recogido en este estudio una muestra total de 152 pacientes, tratados
desde 2008-2016, que cumplian criterios de inclusion-exclusion descritos en apartado
"Material y métodos", de un total de 281 LAM no promielociticas diagnosticadas en
nuestro hospital durante ese mismo periodo. Los pacientes excluidos lo fueron
basicamente por no disponer al diagnostico de los estudios citogenéticos y/o
moleculares pertinentes.

En esta tesis, hemos determinado la supervivencia global, supervivencia libre de
evento y factores pronésticos de las LAM de nuestra muestra.

Posteriormente hemos analizado éstas mismas variables en el subgrupo formado
por las LAM NPMI1+, dado su interés clinico en los ltimos tiempos, recientemente
clasificadas por la OMS como entidad aparte dentro de las leucemias con alteraciones
genéticas recurrentes.

Esta mutacion se halla asociada frecuentemente a LAM con cariotipos normales
y con FLT3 (ITD/D835) confiriendo en éste ultimo caso peor prondstico, sobre todo si
la ratio ITD wt/mut > 0.5-0.8.

Cuando NPM1 mutado aparece en pacientes con cariotipos normales sin
asociarse a FLT3 o esta presenta ratios bajas, confiere buen prondstico y se incluye en
el grupo de leucemias de bajo riesgo (D6hner et al, 2017), permitiendo que actualmente
se traten, en caso de EMR- postinduccion, de forma similar a las LAM CBF.

Segun nuestro estudio:

Las leucemias agudas mieloblasticas "de novo" no promielociticas estudiadas
presentan caracteristicas diferentes a las de la poblacion general: menor incidencia

global, edad de presentacion en los pacientes inferior a la media habitual y similar
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incidencia en ambos sexos. Nuestra muestra de pacientes esta sesgada
fundamentalmente debido a las caracteristicas de los pacientes que son recibidos en
nuestro centro y a las particularidades demograficas en nuestra provincia, por lo que no
es una muestra representativa de las LAM en la poblacion general. En lo que se refiere
al resto de variables los resultados son similares a la bibliografia revisada.

La SG Y SLE se asemejan a lo reportado en la literatura y las unicas variables
que se asocian de manera independiente son la edad y el riesgo citogenético.

En cuanto al grupo estudiado de LAM NPMI1 mutadas, observamos que se
asocian significativamente con hiperleucocitosis, cariotipo intermedio (por asociacion
con cariotipo normal) y con la presencia de mutacion FLT3. Igualmente hay una
tendencia a presentar mayor porcentaje de blastos en médula 6sea y predominio en sexo
femenino, ambos en el limite de la significacion estadistica. Con respecto a la respuesta
al tratamiento, obtenemos mayor porcentaje de RC que las LAM NPMI1 neg, de forma
significativa, pero no hay diferencia en el porcentaje de EMR negativa. Es decir,
obtenemos altos indices de RC, pero no se alcanzan en muchos casos EMR negativa, lo
que condiciona alta tasas de recidivas. En todo lo descrito anteriormente los resultados
son similares a lo esperado segun literatura al respecto.

En nuestra muestra la presencia de mutacion NPMI+ no confiere mejor
pronostico en estudio uni o multivariante, incluso descartando los pacientes FLT3+, en
la SG n SLE. Este hallazgo difiere de los resultados aportados segun bibliografia, ya
que la presencia de esta mutacion (NPM1), particularmente en éstos pacientes con FLT3
no mutados, confiere buen pronostico y mejores resultados en cuanto a supervivencia.

Hemos obtenido también, peores resultados en cuanto supervivencia
comparando los pacientes NPM1 + y EMR- con respecto las LAM CBF y EMR-,
estratificadas también como de bajo riesgo y tratadas con los mismos esquemas; lo que

nos hace hipotetizar acerca de las causas y sus posibles soluciones.
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5.2 FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Con respecto a la mayoria de estudios publicados, el tiempo de seguimiento en
nuestro estudio es amplio, lo que nos permite estudiar supervivencias globales a los 5
afios, no solo a 2 afios como la mayoria.

Cabe destacar a favor de éste trabajo que, los pacientes reportados han sido
tratados en un mismo centro y casi en un 80% de los casos con el mismo protocolo, lo
que homogeniza mas la poblacion a estudio, comparada con la poblacion de los
diferentes estudios retrospectivos multicéntricos, en los que los enfermos han recibido a
veces hasta tres y cuatro tipos de esquemas de tratamiento (Miyawaki et al, 2011;
Mrozek et al, 2011; Estey et al, 2013). Estas son las principales fortalezas de nuestro
estudio.

Entre sus limitaciones, destacamos que, en comparacion con los estudios
similares publicados, el nimero de pacientes estudiados es menor en nuestro trabajo, al
ser un estudio realizado en un solo centro; en consecuencia, también es menor el
numero de pacientes con la mutacion NPM1 a estudio (ya de por si con baja incidencia
en las LAM). Esto resta potencia estadistica al mismo, obteniendo resultados
clinicamente relevantes, aunque a veces no consistentes estadisticamente.

Otra limitacion en cuanto al nimero de pacientes incluidos ha sido la ausencia
de otros estudios mutacionales, en muchos de ellos, ya que ha sido una técnica de
implantacion progresiva en el tltimo decenio. Por este motivo, no se han incluido como
variables a estudio otras mutaciones importantes cuya significacion clinica va
adquiriendo relevancia (sobre todo segun recientes estudios) relacionadas con la NPM1,
como DNMT3, p53 e IDHI1/2, ya que en la mayoria de los pacientes no se han
realizado, punto a tener en cuenta en las conclusiones del trabajo. Gracias al
almacenamiento de muestras en los biobancos, éste estudio podria realizarse

posteriormente.
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5.3 COMPARACION CON OTROS ESTUDIOS

5.3.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

5.3.1.1 DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR ANO DE DIAGNOSTICO.

Segun los datos anteriormente expuestos, la incidencia de LAM en nuestro
hospital 1.7/10° habitantes/afio, inferior a la incidencia esperada seglin registros
internacionales que se situa 3,6/10° habitantes/afio (SEER 2013). SEER CANCER
STATITISTICS REVIEW http://seer.cancer.gov/cst/1975 2013)/

Como se puede observar en la tabla 4, los casos por afio resefiados en la misma
son el nimero de leucemias incluidas en el estudio, es decir, aquellas que cumplian
criterios de inclusion. ElI namero de pacientes ha ido incrementandose progresivamente
desde 2008 hasta ahora. Esto no significa que se diagnostiquen mas casos o que la
incidencia haya aumentado, si no que la realizacion de técnicas diagnosticas
moleculares se han ido implantando de forma generalizada en los ultimos afios,
disponiendo de citogenética y biologia molecular (NPM1 y FLT3, sobre todo, junto con

otras mutaciones no incluidas como variables).

5.3.1.2 ANALISIS DE VARIABLES CUANTITATIVAS Y CUALITATIVAS

La mediana de edad de presentacion de nuestros pacientes se sittia en torno a los
57 anos, ligeramente inferior a la recogida en la literatura, que esta en torno a los 60-65
afios, incrementandose su incidencia de forma progresiva con la edad.

Esta menor incidencia global, comentada anteriormente, y menor media de edad
de nuestros enfermos al diagnéstico puede ser debida a que a los pacientes mayores de
65-70 afios suelen tratarse en su hospital de referencia con tratamientos atenuados ya
que no son candidatos, segin protocolos vigentes a recibir tratamiento intensivo.
(Deschler et al, 2006). Por otra parte, los pacientes susceptibles tinicamente de soporte
paliativo, generalmente los mayores de 70 afios, también son tratados en su hospital
comarcal, no acudiendo a nuestro hospital.

En cuanto a datos analiticos, casi un tercio de los pacientes presentaba leucocitos
>50.000 x10°. Clasicamente la hiperleucocitosis se ha asociado a un incremento en la
mortalidad en la induccion y en la tasa de recaidas (Greenwood et al. 2006). El valor del

recuento leucocitario por encima del cual el prondstico empeora no se ha establecido
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con precision, lo que limita su aplicacion clinica en la toma de decisiones. Se suelen
utilizar como valores de corte 20,50 o 100.000 x10°%.

La incidencia de LAM en nuestro estudio por sexos es de 1.7 x 10° en ambos
grupos a diferencia de la recogida por diferentes estudios estadisticos poblacionales en
la que esta patologia es mas frecuente en hombres (5.6 x 10°) que en mujeres (3.8x10°)
(SEER, 2013). Aunque no disponemos en nuestro pais registros demograficos concretos
de este tipo de leucemias para poder comparar con nuestra poblacion real. Un
argumento probable para poder explicar ésta diferencia puede ser el siguiente: si
tenemos en cuenta las caracteristicas demograficas de nuestra poblacion, observamos
que en nuestra provincia hay ligeramente mayor proporcién de mujeres que de hombres
y que éstas presentan mayor esperanza de vida, lo que favorece un incremento notable
de poblacién femenina susceptible de LAM
(documentacion.diputacionalicante.es/pr_pobl.asp)

La mayoria de nuestros enfermos debutan con minima sintomatologia,
presentando un ECOG 1 (56,6%) en el momento del diagnostico y es de suponer que es
debido al motivo anteriormente expuesto (seleccion de pacientes para tratamiento
intensivo), no hay pacientes con ECOG 4, observados segun literatura en un 9% en
paciente jovenes y 28,7% en mayores (Juliusson et al, 2009).

En cuanto a la clasificacion FAB, las variedades morfologicas mas comunes
fueron M4 (27,6% similar a la descrita en la literatura) y M5 (23,0%, notablemente
superior que se estima en torno 2-10%). El subtipo M2, el mas frecuente segun la
bibliografia (25-30%) constituye tan so6lo el 14,47% de los casos (Bennet et al, 1985).
Se diagnosticaron morfolégicamente 7 casos como M3, leucemia promielocitica, sin
alteraciones citogenéticas y/o moleculares caracteristicas, por lo que pensamos que
pudieran corresponder a M5b, aumentando el porcentaje de este subgrupo. Tras la
aparicion de las diferentes técnicas citogenéticas y moleculares, esta clasificacion hoy
en dia se ha quedado obsoleta y es utilizada meramente desde punto de vista académico
mas que por su utilidad clinica.

En cuanto al estudio citogenético, los pacientes con cariotipo normal
constituyeron el 42,8% y las anomalias citogenéticas mas frecuentes fueron: cariotipo
complejo 10,5 %, t(8; 21) en 6 % e inv16 en 4%, porcentajes similares a los observados
en los estudios publicados (Grimwade et al, 2001; Grimwade et al, 2010).

La distribucion de nuestros pacientes segun grupos de riesgo fue la esperada:

Riesgo Favorable 10%, Riesgo Intermedio 63% y Riesgo Desfavorable 18% (Patel et al,
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2012). Cabe destacar que, en pacientes mayores de 65 afos, la frecuencia de riesgo
desfavorable se incrementa al 26%, debido a que la presencia de mayores anomalias
genéticas aumenta con la edad del paciente (Sanderson et al, 2006) mientras que la
frecuencia de citogenéticas favorables es tan solo del 5%.

Las mutaciones NPM 1 y FLT3 ITD /D835 se observaron en un 22 %y 20 % de
los pacientes respectivamente, coincidiendo con las frecuencias descritas de aparicion
en las LAM en los diferentes estudios publicados (Dohner et al 2015; Papaemmanuil et
al, 2016). Se presentan mas frecuentemente dentro del subgrupo de pacientes con
cariotipo normal, donde en nuestro estudio hallamos NPM mutado en 40% de las
mismas.

Como se sabe, desde el punto de vista de la evolucion de los pacientes con
cariotipo normal, la mayoria de trabajos han otorgado siempre un papel favorable a las
mutaciones NPM1. No obstante, ese prondstico favorable se observa fundamentalmente
en los pacientes con mutaciones NPM1, pero sin FLT3-ITD, que alcanzan tasas de RC,
SLE y SG superiores a las observadas en pacientes con mutaciones concomitantes de
NPMI1 y FLT3-ITD (Chou et al, 2006). Por tanto, la presencia de FLT3 cambia el
pronodstico de estos pacientes. En nuestra muestra, en el grupo de pacientes con
cariotipo normal, encontramos en el 14% esta asociacion, porcentajes inferiores a los
hallados en la literatura.

En cuanto a tratamiento administrado, los pacientes recibieron quimioterapia
intensiva con intencion curativa en un 80% de los casos, un 10% recibieron tratamiento
atenuado y un 11% unicamente medidas paliativas. El porcentaje tan elevado de
pacientes que reciben tratamiento intensivo es debido a que, como hemos referido antes
en anteriores apartados, en nuestra muestra un 70% son menores de 65 afios,
susceptibles a priori de tratamientos con intencion curativa. El 10% restante
corresponden a pacientes de 65-70 afios con citogenéticas favorables, sin
comorbilidades y/o ECOG 0-1, es decir aptos para este tipo de protocolos.

Los pacientes fueron sometidos a trasplante de médula como tratamiento de
intensificacion, en un 36% de los pacientes, similar a la media nacional en LAM, que se
situa en torno al 26-35 %. Con respecto al tipo de trasplante efectuado un 10% fueron
autdlogos y un 26% fueron alogénicos (familiar HLA idéntico, donante no
emparentado, cordon y recientemente donante haploidéntico) constituyendo un 70% del

global de los pacientes trasplantados. Con respecto a estos datos, las cifras son similares
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a lo esperado segun estadistica (ONT 2015), ( http://www.ont.es/infesp/Memorias),

cumpliendo de esta manera con las indicaciones establecidas.

El mayor porcentaje de trasplante alogénico se debe a que el trasplante autdlogo
estd indicado Gnicamente en pacientes con leucemias de bajo riesgo (un 10% en nuestra
poblacién total a estudio) y en aquellos de riesgo intermedio que no dispongan de
familiar HLA idéntico. Si tenemos en cuenta el bajo porcentaje de pacientes de bajo
riesgo y que la posibilidad de encontrar hermano HLA idéntico es de un 30%, podemos
explicar la diferencia tan amplia a favor del trasplante alogénico, tanto en nuestro
estudio como en la literatura (Cornelissen et al, 2007).

Los pacientes obtienen una remision completa global en torno al 70%. Las
diferencias de resultados en cuanto al tipo de tratamiento administrado son
estadisticamente significativas (p<0.001). Los pacientes sometidos a quimioterapia
intensiva alcanzan tasas de remision post tratamiento de induccion en torno al 82,5%,
similar a la literatura (Ravandi et al, 2007; Dohner et al, 2015). Entre los pacientes con
tratamiento atenuado, se consiguid un apreciable porcentaje de RC (35%), situdndose
entre las reportadas por los diferentes estudios publicados, que varian entre 15% y 40 %
en funcion de los diferentes tipos de tratamiento administrado como hipometilantes,
esquemas con FLU+ARA-C, LD ARA-C, u otros (Quintas et al, 2012). Asi mismo, los
peores resultados en cuanto a RC se obtienen en pacientes con riesgo CG desfavorable
(tabla 9) que, por otra parte, son también los de mayor edad. Los pacientes con soporte
paliativo no alcanzaron remision légicamente.

Dentro de los pacientes que alcanzaron RC, se realizé estudio EMR
postinduccion en un 91% de los casos, siendo negativa (EMR<0.01%) en el 36% de los
pacientes, similar porcentaje a los esperado segun literatura (San Miguel, 2001). Los
pacientes sometidos a tratamientos atenuados no obtuvieron EMR-. Los casos en los
que no disponemos datos de la EMR son pacientes con resultados no valorables o en los
que no se realizo por diferentes motivos. Cuanto menor sea la EMR menor riesgo de
recidiva leucémica. Los pacientes con tratamiento intensivo en RC, presentaron una
EMR negativa en 38% mientras que los pacientes con tratamientos atenuados no
lograron negativizarla aun consiguiendo RC. Es decir, el tratamiento intensivo en
nuestro estudio proporciona mejores resultados (p<0.043) en ese sentido como era de
esperar. Por otra parte, en los protocolos atenuados no se halla como objetivo la

obtencion de una EMR negativa, cosa que en los intensivos si.
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Del 70% de pacientes que alcanzaron RC (de los cuales un 96% fueron
pacientes tratados de forma intensiva), recidivaron un 36% de los mismos. Segin los
diferentes estudios publicados (US IN,EORTC/GIMEMA AML 8, AML10, GOELAM,
MRC AML 10) éstas cifras varian entre 25%-60% dependiendo si los pacientes reciben
unicamente quimioterapia, trasplante autdlogo o alogenico. (Dobrysk, 2004); los
mejores resultados en cuanto a menores tasas de recidiva, de forma global, se obtienen

tras alotrasplante de progenitores hematopoyéticos.

5.3.1.3 SUPERVIVENCIA GLOBAL Y SUPERVIVENCIA LIBRE DE EVENTO

La mediana de supervivencia global (SG) fue de 12,6 meses (IQ 95% 0-104) y
de supervivencia libre de evento (SLE) de 10,9 meses (1Q 95% 0-104). La SGy SLE a
los 2 afios fue de 39% y 36% respectivamente.

Estos datos se encuentran dentro de los obtenidos seglin los diferentes estudios
randomizados realizados a lo largo de las dos ultimas décadas por distintas entidades
(GOELAM 1997, BGMT 1996, MRC 1998, EORTC- GIMEMA 1995/2003, ECOG
1998, US Intergroup 1998, Hovon-SAKK 2007, Burnett, 2002; Cornelissen , 2007) y
algo superiores a los aportados por SEER (2012), CANCER STATITISTICS REVIEW

http://seer.cancer.gov/cst/1988 2012), que estiman una supervivencia global a los 2

afios de 29,3%, esto es debido a que la poblacion incluida en nuestro estudio presenta
una mediana de edad mas similar a las de los estudios randomizados referidos, que a la
edad de pacientes de SEER, que incluyen enfermos de hasta edades superiores a los 85

anos.

5.3.1.4 RELACION DEL RESTO DE VARIABLES CON LA SUPERVIVENCIA GLOBAL Y
SUPERVIVENCIA LIBRE DE EVENTO

La SG y SLE se asociaron de forma estadisticamente significativa en nuestra
muestra con la edad, ECOG, cariotipo y RCG, tipo de tratamiento administrado, RC,
EMR negativa, trasplante y recidiva (p<0.001). No se aprecid asociacion con fecha de
diagnéstico, sexo, leucocitos, tipo FAB, mutacion NPM1 ni mutaciéon FLT3. Dado que
SG y SLE se comportan de la misma manera, nos referiremos a SG para describir las
asociaciones con el resto de variables.

La mediana de la SG en funcién de la edad, fue de 26 meses en los < 65 afios y
de 9,4 meses en los >65 afos. La supervivencia a 57% y 19% a los 2 afios,

respectivamente, similar a lo recogido en SEER (2012), cuyas cifras de SG son 48% y
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12% respectivamente. Esta diferente de tasa de supervivencias tan importante, como se
observa en las curvas, es debida a que los pacientes mayores presentan menor respuesta
biologica a los tratamientos y menor capacidad para sobrevivir a la intensidad de dichos
esquemas quimioterapicos; en relacion a esto, los pacientes con peores indices ECOG
(2-3) tienen menor supervivencia estadisticamente significativa (p=0.008).

La SG también varia notoriamente en funcion del riesgo citogenético: asi
cariotipos de bajo riesgo o favorables t(8;21) e inv16 presentan cifras de SG a los 2 afos
de 100-80%; pacientes de riesgo intermedio que presentan cariotipo normal (45%) o
t(9;11) (40%); y lo pacientes con citogenéticas desfavorables, con cariotipos complejos
alcanzan 18% de supervivencia mientras que los pacientes con delecciones 7q, 5q o
t(6;9) no consiguen alcanzar los 20 meses. Estos resultados, similares a los aportados
por la literatura (Grimwade, 2010), dejan patente como, a pesar de la intensificacion del
tratamiento en funcion de riesgo, no se igualan las cifras de SG a las obtenidas en los
pacientes con CG favorables.

Dependiendo del tipo del tratamiento administrado (intensivo, atenuado o
paliativo) la supervivencia también variara notablemente: asi pacientes sometidos a
tratamiento intensivo alcanzan supervivencias a los dos afios de 48%, mientras que los
pacientes con tratamientos atenuados o paliativos dificilmente llegaran al afio.

Obviamente la supervivencia de los pacientes es mayor cuando se alcanza
remision completa tras la induccion 57% a los 2 afios, mientras aquellos que no la
obtienen fallecen antes de los 14 meses tras diagnostico.

En cuanto a la determinacion de EMR por citometria de flujo, en aquellos
pacientes que alcanzan remision completa tiene en gran valor pronostico. La EMR
negativa mejora la supervivencia, pero no asegura la curacion (San Miguel, 1997; San
Miguel, 2001). En nuestro estudio los pacientes con EMR negativa alcanzan
supervivencias a los dos afios de 70%, mientras que como era de esperar, la
supervivencia de aquellos con EMR positivas desciende al 41%.

En relacion al tratamiento tras induccion, los pacientes sometidos a trasplante
autdlogo presentan tasas de supervivencia a los dos afios de 60%, los trasplantados
alogénicos de 77% y los no trasplantados sobreviven tan s6lo 24%. Las diferencias son
tan amplias porque en el grupo de los no trasplantados estan incluidos también pacientes

sometidos a tratamiento atenuado y paliativo.
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5.3.1.5 ANALISIS DE VARIABLES EN RELACION A NPM1

En el estudio de las variables cuantitativas con respecto a la mutacion NPM1,
observamos que se asocian a leucocitosis (p<0,001) y tendencia a presentar elevado
porcentaje de blastos en médula 6sea (p=0,09) (Thiede et al, 2006).

Con respecto al andlisis bivariante apreciamos una tendencia a la asociacion de
la mutacion NPM1 con el sexo femenino (p=0,069). Con respecto a éste hallazgo hay
cierta controversia en la bibliografia revisada, existiendo estudios con resultados
similares al nuestro (Thiede et al, 2006; Fallini et al, 2011) y otros en los que no se
observan diferencia entre ambos sexos (Suzuki et al, 2005, Boissel et al, 2005). Existen
abiertas lineas de investigacion en éste sentido que intentan dilucidar si existen factores
dependientes del sexo en los mecanismos de desarrollo leucémico.

Asimismo, NPM1 mutada presenta en nuestro trabajo tendencia a ir acompafiada
de FLT3 ITD/D835 mutado (p=0.062). En cuanto a la presencia en los pacientes con
cariotipo normal, en nuestro estudio no hay diferencia significativamente estadistica
(p=0,128) pero si encontramos que hay 1,6 veces mas de probabilidades de asociacion
que en los pacientes que no lo presentan, tal y como estd descrito en toda la literatura al
respecto, donde aparece en un 40% de los casos. Donde si se observa asociacion es en
pacientes incluidos en el grupo de riesgo citogenético intermedio (p=0.009). Estos
resultados son similares a los aportados por los diferentes estudios revisados y citados
anteriormente.

En nuestro estudio no existe asociacion con edad, ECOG al debut (p=0,529) ni
con ningun subtipo FAB (p=0.714), probablemente por el bajo nimero de pacientes.
Segin la bibliografia revisada, las M4 y MS5, subtipos con componente
mielomonociticos, son los mas frecuentemente asociados (Schnittger et al, 2005;
Doéhner et al, 2005; Merino, 2010). Cabe destacar en nuestra serie la presencia de 4
pacientes NPM 1+ con subtipo M3 seglin estudios morfologicos, inmunocitoquimicos e
inmunofenotipicos iniciales. En todos los trabajos revisados no hallamos ninguna LAP
M3 al estar excluidas de los mismos. El porqué de ésta inclusion inicial en nuestro
estudio es el siguiente: Las LAM NPMI+ comparten en ocasiones caracteristicas
morfoldgicas ("CUP LIKE" o ntcleo con forma de huella digital), citoquimicas
(peroxidasa positiva) e inmunofenotipicas (DR y CD 34 negativos) con la variante M3
hipogranular dificultando el diagnostico en ausencia de resultados citogenéticos y

moleculares que confirmen o no ausencia de PML-RARa y variantes (Oelschlaegel et
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al, 2009; Falini et al, 2011; Park et al, 2013). Es por ello que fueron clasificadas en un
principio como M3 cambiando el diagnostico inicial tras confirmar negatividad por
citogenética y PCR.

No observamos asociacion estadisticamente significativa entre NPMI1+ y ser
tratado de forma intensiva, atenuada o paliativa (p=0,676) ni encontramos asociacioén
con recibir trasplante de progenitores hematopoyéticos (p=0,492), ni alogénico (no
indicado actualmente en primera remision completa en pacientes con CN, EMR— y
NPMI+/FLT 3 -) ni con autélogo (p=0,129).

En cuanto a los resultados de tratamiento en primera linea, los pacientes con
NPMI1+ presentan mayores tasas de remision completa tras la induccion (85%) que los
que no la presentan (60,5%) (p=0,020), evidenciando coincidencia con la literatura
revisada (Dohner et al, 2005; Falini et al, 2007; Cilloni et al, 2008). Esta buena
respuesta inicial contrasta con la alta tasa de recidivas que presentan en comparacion
con las LAM que no presentan la mutacion (38,2% vs 25% ; p<0,001)

Parece ser que NPMI mutado favorece la presencia aberrante de la
nucleofosmina en el citoplasma celular. Esta juega un papel fundamental en la supresion
de tumores a través de la activacion de p53, haciendo mas quimiosensibles a las células
neoplésicas, obteniéndose por éste motivo altas tasas de RC. No obstante, parece que la
NPMI desarrolla un papel multifuncional en la patogénesis de la LAM estando
involucrada en la proliferacion de las células neoplasicas bloqueando su diferenciacion
a través de otros genes como HOX y JAG1, manteniendo asi la célula madre leucémica,
sobretodo en presencia de FLT3 mutado. Esta hipotesis podria explicar las tasas
elevadas de recaida que se observan en la literatura (Suzuki et al, 2005; Falini et al,
2011). Los mecanismos complejos por los cuales se produce éste fendmeno todavia son
desconocidos.

Por otra parte, se estdn desarrollando estudios que intentan averiguar el papel
que juegan otras mutaciones como IDH1/IDH2 y DNMT?3 en las LAM CN (Paschka et
al, 2010; Dohner et al, 2014). Las lineas de investigacion, por tanto, para encontrar
dianas terapéuticas son numerosas y variadas en la actualidad.

Como consecuencia de los anteriores resultados, y siendo quizas lo mas
relevante de éste estudio, encontramos diferencias notables con respecto a lo esperado:

La mediana de SG fue de 16,9 meses (IC 95% 19,1-43,8) en los mutados y de
16,8 (IC95% 33,7-51,4) meses en los que no tenian la mutacion (p=0,880) y la mediana
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de SLE en los mutados fue de 12,5 meses (IC 95% 11,4-13,6) y en los no mutados de
15,0 (IC 95% 9,4-20,5) (p=0,928).

La SG del grupo con NPM1 mutado se encuentra dentro de lo esperado pero los
resultados en cuanto a SG y SLE del grupo no mutado son superiores a lo reportado
(Thiede et al, 2006), no obteniendo, por tanto, diferencias estadisticamente
significativas. En la mayoria de la bibliografia revisada, la presencia de ésta mutacion
confiere buen prondstico con respecto al grupo no mutado, sobre todo si no va
acompanada de mutacion FLT3 o ésta se presenta con ratios bajos < 0.5
(NMPI1+/FLT3) (Pratcorona et al, 2013; Estey et al, 2013). Resultados similares a los
nuestros encontramos en dos estudios de caracteristicas parecidas (Boissel et al, 2005;
Suzuki et al, 2005).

En nuestra muestra tras analizar por subgrupos mutacionales a los pacientes con
CN y tratamiento intensivo: A (NPMI1+/FLT3+), B(NPM1+/FLT3-), C(NPM1-
/FLT3+) y D(INPM1-/FLT3-) observamos en general ,que obtienen mejores tasas de SG
y SLE que la bibliografia revisada, pero tampoco encontramos en ningin subgrupo
superioridad sobre los otros en cuanto a SG (p=0,23) ni en SLE (p=0,978) a diferencia
de lo reportado, en la que el subgrupo NPM1+/FLT3- obtiene mejores resultados que el
resto (Gallagher et al, 2005; Schnittger et al, 2005; Thiede et al, 2006).

Estas discrepancias, sobre todo con respecto a las NPMI1+/FLT3- pueden
obedecer a la estratificacion del tratamiento en funcion del riesgo, desescalando en
cuanto a la intensidad (retirada de antraciclinas en consolidacion) del tratamiento
quimioterapico actual administrado en este subgrupo (A) e intensificandolo en el resto
de subgrupos ( B,C y D )seglin nuestro protocolo actual, vigente desde 2010, avalado
por las guias internacionales y con el que han sido tratados la mayoria de pacientes de
¢éste estudio. En éste protocolo, tras la induccidn, si obtenemos una EMR negativa en
pacientes con NPM1 mutado, cariotipo normal y ausencia de FLT3, son considerados
de bajo riesgo y se consolidan con 2 ciclos de ARA-C AD en monoterapia seguido de
trasplante autoélogo, como las LAM CBF EMR-.

El disefio de éste protocolo se establecio en base a las conclusiones extraidas de
los diferentes estudios realizados hasta ese momento:

1-Superioridad en cuanto a resultados del uso ARA-C AD con respecto a
regimenes que incluyen combinaciones de farmacos (Schnaich et al, 2013), sobre todo

en las LAM CBF (Lowenberg et al, 2013; Miyawaki et al, 2011).
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2-Inclusion de las LAM con cariotipo normal NPM1+/FLT3- o bajo ratio dentro
de las LAM de bajo riesgo citogenético (Patel et al, 2012; Estey et al, 2013; Pratcorona
et al, 2013; Dohner et al, 2017), tras observar en varios estudios que obtenian similares
resultados en cuanto a supervivencias que las CBF.

Pero una diferencia sustancial no destacada es que en la mayoria de estos
estudios, los tratamientos administrados incluian varios ciclos de consolidacion con
ARA-C AD combinada con antraciclinas o con otros farmacos, algunos en ensayo
clinico (Mrozek et al, 2012) e incluso aloTPH es decir, tratamientos mas intensivos.

Para comparar resultados con respecto al mismo tratamiento, analizamos éstos
dos subgrupos de nuestra muestra, pacientes con CN,EMR- y NPMI1+/FLT3- y las
LAM CBF EMR- incluidos en la misma rama de tratamiento de riesgo favorable.
Observamos superioridad en cuanto a SG de las CBF (100%, notablemente superiores
que las cifras reportadas segun literatura (Schlenk et al, 2004; Marcucci et al, 2004)
frente al otro grupo (66,7%) aunque la diferencia estadisticamente no fue significativo
(p=0,061), quizé por el tamafio muestral tan pequefio .

En base a nuestros resultados ésta menor supervivencia de las NPM1+/FLT3-
EMR- con respecto a LAM de bajo riesgo podria deberse a la alta tasa de recidivas que
presentan las NPM1+ y a la disminucion en cuanto a intensidad de tratamiento recibido,
al considerarlas entidades con similar comportamiento bioldgico y prondstico.
Asimismo, los buenos resultados obtenidos en el resto de pacientes son bastante
satisfactorios. Necesitariamos estudios con mayor nimero de pacientes, prospectivos y
randomizados para extraer conclusiones mas consistentes.

Para determinar qué variables podrian considerarse factores pronostico
independientes para la supervivencia en la muestra global, se realizd analisis
multivariante mediante el modelo de regresion de Cox, considerando como variables a
estudio las mas significativas: edad <65 afos, riesgo citogenético, NPM1 y FLT3. En
nuestra muestra se observa que la edad y el riesgo citogenético fueron las unicas
variables significativamente estadisticas. No pudimos establecer asociacion prondstica
con las mutaciones NPM1 y FLT3 como refiere la literatura probablemente por el bajo

numero de pacientes.
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5.4 IMPLICACIONES PARA LA INVESTIGACION Y LA PRACTICA

Segin nuestro estudio, en nuestra muestra las LAM NPMI1+/FLT3- tratadas
como riesgo bajo segun protocolo no obtienen tan buenos resultados en cuanto a SG y
SLE con respecto de las LAM CBF tratadas de forma similar, al estar incluidas dentro
de bajo riesgo citogenético.

Necesitariamos realizar estudios con mayor tamafio muestral, para confirmar o
no éstas diferencias con el fin de obtener datos mas consistentes.

Asimismo, serian también necesarios estudios randomizados que nos
permitieran establecer mejoras en cuanto a estrategia de tratamiento a seguir.

En lo referente a la biologia de las LAM NPMI1+, son importantes las vias de
investigacion destinadas a conocer las implicaciones de otros genes y mutaciones en la
supervivencia de la célula leucémica que puedan influir negativamente en el prondstico
del paciente, fundamentalmente para decidir si intensificar mas el tratamiento en este
grupo y obtener mejores resultados.

En cuanto al seguimiento, dadas las altas tasas de recidivas de las NPM 1+, seria
necesario implantar en los protocolos de tratamiento técnicas cada vez mas sensibles
para su deteccion precoz, tal y como sucede en otro tipo de leucemias. En éste sentido,
hay numerosos estudios que pretender estandarizar técnicas de seguimiento de EMR por

qt-PCR e incluso por NGS, que permitan adecuar mejor el tratamiento a seguir.
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6 CONCLUSIONES

1. En nuestro estudio, la incidencia de las LAM, asi como su edad de
presentacion es menor que en la poblacion general, por las caracteristicas particulares de

la muestra descritas.

2. Los subtipos FAB mas frecuentes son M4 y MS5; los pacientes presentan un
riesgo citogenético intermedio en su mayoria, con cariotipos normales, asociando

frecuentemente NPM1 mutado, acompaiiado en 1/3 de ocasiones de FLT3 mutado.

3. En un 70% del total de pacientes tratados se obtiene remision completa. Los
pacientes con tratamientos intensivos alcanzan remision completa en un 80% con

enfermedad minima residual negativa en un 36%.

4. Los pacientes con tratamientos atenuados consiguen buenos resultados en
cuanto a tasas de remision completa, un 35%, aunque sin conseguir negativizar

enfermedad minima residual en ningln caso.

5. Una menor edad y el riesgo citogenético favorable fueron factores prondsticos
independientes favorables para supervivencia global. El pronostico empeora a medida
que aumenta la edad del paciente y asi como presentar citogenéticas de alto riesgo,

circunstancias asociadas frecuentemente.

6. Las LAM con NPM1 mutado son mds frecuentes en mujeres, se asocian a
elevado numero de leucocitos, se presentan en pacientes con riesgo citogenético
intermedio, tendencia a presentar elevado porcentaje de blastos en médula osea e ir

acompanada de FLT3 mutado.
7. Las LAM con NPM1 mutado tienen tasas de remision completa superiores a

las que no presentan la mutacion, pero no de enfermedad minima residual, lo que

condiciona altas tasas de recidivas.
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8. No se observa mayor supervivencia global ni supervivencia libre de evento en

los pacientes con NPM1 mutado con respecto a los no mutados.

9. En los pacientes con cariotipo normal, los resultados de supervivencia global
y libre de evento son mejores que los reportados en la literatura, pero no hay diferencias

entre ellos segun su estado mutacional.
10. Los pacientes que presentan NPM1+/FLT3-, estratificados como de bajo

riesgo, obtiene peores resultados que las LAM CBF tras ser tratados con el mismo

esquema terapéutico.
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PROTOCOLO DE ESTUDIO DE ENFERMEDAD MiNINA RESIDUAL EN
LEUCEMIAS AGUDAS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

Citometro FACSCanto ™ y reactivos utilizados Becton Dickinson.
Software de analisis: Infinicyt versiéon 1.8 (Cytognos).

Resumen de estrategia de analisis para estudio de EMR:

1.-Comprobar la validez de la muestra (adecuada celularidad, representativa de
las 3 series, criterios de RC)

2. Analisis de 5 millones de células nucleadas por tubo

3. Seleccion inicial de poblacién mieloide inmadura (“live gate”) con los
parametros comunes FSC, SSC, CD45, CD34, CD117, HLADR

4. Identificacion de inmunofenotipos aberrantes en dicha poblacion, con
criterios orientados segun el inmunofenotipo original, que nos servira para
seguimiento de EMR del paciente.

Tras los procedimientos pertinentes diarios de calibracion del citdmetro
,procedemos a procesar la muestra de médula 6sea:

A-Homogeneizar con pipeta Pasteur de forma muy suave, realizar 2-3
aspiraciones para disgregar los grumos y evitar una lisis excesiva de las
células . Fitrar y realizar recuento de la celularidad para ajustar la cantidad
de muestra (de 50 hasta 300 pL) a la cantidad de anticuerpo monoclonal a
conjugar

B-Los aspirados de sobrenadante se realizaran con pipeta Pasteur, muy
cuidadosos para evitar aspirar células del botén.

C-Aplicar las siguientes técnicas de marcaje :

MARCAJE DE SUPERFICIE CON PANEL SELECCIONADO EN FUNCION DE IF DEL
PACIENTE*

AGITAR MUESTRA EN VORTEX

INCUBAR 20 MIN EN OSCURIDAD

VORTEX Y LISIS (FACSLYSING) 4mL, 5 MINUTOS

CENTRIFUGAR 5’a 1800 rpm- DECANTAR- VORTEX

LISIS (FACSLYSING) 2 mL, 5 MINUTOS

CENTRIFUGAR- DECANTAR- VORTEX

RESUSPENDER EN 3000 mcrL PBS

ADQUIRIR EN CMF ,NO MAS DE 1.800 evt/seg. Habitualmente unos 5 minutos a
velocidad LOW, 5 minutos MEDIUM y 10 minutos HIGH

ONoORWN =
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ADQUIRIR COMPLETAMENTE LAS MUESTRAS PARA CONTAR 5.000.000 DE
EVENTOS CD45+.

LA PRESENCIA MAS DE 50 EVENTOS PATOLOGICOS DEFINE UNA EMR POSITIVA
EN UMBRAL DE 10”. INICIAR EL GRABADO DE EVENTOS UNA VEZ PASADO 10
SEGUNDOS DE ADQUISICION.

*COMBINACIONES DE AC. UTILIZADAS: PANEL MIELOIDE EUROFLOW (7
tubos con diferentes combinaciones de anticuerpos)

pc7 APC APCH7 v450

15 15 15 merL 15
merL merlL merL
LEUCEMIA AGUDA MIELOBLASTICA
0 Muestra lisada y lavada sin marcar
1 cD16 CcD13 CD11b D10
2 CcD35 CD64 TREM2 cD14
3 cD36 ¢cD105 CcD34 | ¢cD117 CcD33 cD71 HLADR | €D45
4 ch2 CcD56 cb7 cD19
5 cD15 CDNG2 ch22 CcD38
6 CD42a CD203c cD123 cb4
/CD61
7 CcD41 CcD25 cD42b CcD9
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1. OBJETO:

Describir la técnica de cultivo de las muestras para realizar el estudio citogenética
convencional de las neoplasias hematoldgicas.

2. ALCANCE:

Afecta al cultivo de las muestras de médula ésea y sangre periférica que se reciben
en el laboratorio de citogenética de la Unidad de Diagndstico Hematoldgico del
Hospital UiP La Fe

3. DESCRIPCION:
Tipo de muestra: Médula 6sea, sangre periférica o biopsias ganglionares.
Material necesario:

-Campana de flujo laminar

-Gasas de celulosa y espuma detergente desinfectante para uso sanitario
-Guantes de vinilo

-Contenedor de desechos

-Gradilla

-Micropipetas

-Puntas de micropipetas

-Pipetas pasteur estériles

-Pipetas pasteur no estériles
-Frascos de cultivo con medio RPMI
-Tubos conicos con PBMAX

-Bafio termostatico a 37°

-Tubo de hemolisis 3ml

-Estufa de cultivo a 37° con 5% co2
-TPA

& La
5 GENERALITAT o
& VALENCIANA 0
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Técnica:

La siembra se realiza en campana de flujo estéril, para asegurar la esterilidad
debe limpiarse segun IT Pautas basicas de trabajo en el laboratorio UDHEM-IT-
5.

a) Siembra y cultivo de médula 6sea o sangre periférica en casos patoldgicos

1. Descongelar los frascos de cultivo con RPMI necesarios, en el bafio a 37°.

2. ldentificar los frascos de cultivo con una etiqueta de Gestlab y rotular el dia de
finalizacion de cultivo, si lleva TPA y poner un punto si lleva 1h de colcemid
(esta informacién estara registrada en Gestlab o en la hoja de registro de valores
preanaliticos UDHEM-M-11).

3. Sembrar con la micropipeta en uno o dos frascos de cultivo, segun la cantidad
de muestra disponible.

SP: 0.5ml

MO: los ul que se indican en la hoja de registro de valores preanaliticos UDHEM-
M-11 [que seran 20 millones (20 x 106) células/ml de médula 6sea o 0.5ml en caso
de no poder realizarse el contaje celular]

4. Si lleva TPA, anadir una alicuota “TPA SOLUCIONES DE TRABAJO” a cada
cultivo.

5. Segun el diagnodstico de la muestra, incubar en estufa entre 24-72h con el tapon
abierto (esta informacion estara registrada en Gestlab o en la hoja de registro de
valores preanaliticos UDHEM-M-11)

b) Siembra y cultivo de sangre periférica para estudio de fragilidad cromosémica

1. Comprobar que se ha solicitado la mitomicina ¢ a farmacia segun Procedimiento
de registro de muestras en I. citogenética UDHEM-PI-10

2. Descongelar 8 tubos con medio de cultivo PBMAX en el baio a 37°.

3. ldentificar los tubos con una etiqueta de Gestlab y rotular el dia de finalizacion
de cultivo, rotular dos tubos como 72, dos como DEB, dos como MMC10 y
dos como MMCA40.

4. Sembrar 0.4ml de sangre total en cada uno con la micropipeta.
5. Incubar en estufa 24 horas a 37° con el tapon abierto.

6. A las 24h, justo antes de afiadirlo al cultivo, diluir el stock de Diepoxibutano hasta
10ug/ml (procedimiento de preparacion de reactivos UDHEM-IT-4).

7. En los tubos rotulados como DEB, afadir 50ul de solucién de Diepoxibutano para
gue queden con una concentracion final de 0.1ug/ml.
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8. Mezclar bien el contenido de los tubos y dejarlos nuevamente en estufa a 37° con
el tapdn abierto

9. Alas 48h se sacaran cuatro tubos de cultivo (distintos de los que hemos afadido el
DEB) para tratarlos con mitomicina ¢ (que recibiremos de farmacia en el momento
de usarla).

10. Adoptar las medidas de seguridad necesarias para trabajar con citostaticos segun
la NPT 740: doble guante, bata y mascarilla.

11.Hacer una dilucion 1:100 de la MMC con RPMI. (10ul MMC+ 990 RPMI)

12.En los tubos MMC10 afiadir 5ul de la dilucion 1:100 de MMC para que haya
10ng/ml.

13.En los dos tubos MMC40 pondremos 20 pl de la dilucién 1:100 de MMC para que
haya 40ng/ml (ver calculos en anexo1).

14.Dejarlos incubando nuevamente en estufa a 37° con el tapén abierto.

15.Desechar en el contenedor de residuos XXX el vial de mitomicina, la pipeta, los
guantes y la mascarilla. Retirar la bata.

16.A las 72h proceder al sacrificio segun el procedimiento UDHEM-PI-12.

c) Siembra y cultivo de sangre periférica para cariotipo constitucional (SP en tubo

de 10ml con heparina sodica)

1. Descongelar los tubos de cultivo con PBMAX necesarios, en el bafio a 37°.

2. Identificar los tubos con una etiqueta de Gestlab y rotular el dia de finalizacion
de cultivo.

3. Sembrar 0.4ml de sangre total con la micropipeta.

4. Dejar 72h en estufa a 37°C con el tapon abierto, moviendo suavemente al menos

una vez al dia.
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4. REGISTROS:

Se registrara en Gestlab en “protocolo de cultivo” la realizacién de la siembra,
eligiendo del desplegable de “estado” sin sembrar, en proceso, finalizado 72h,
finalizado 24h o no procede.

6. DOCUMENTOS:
IT Pautas basicas de trabajo en el laboratorio UDHEM-IT-5

Hoja de registro de valores preanaliticos UDHEM-M-11
Procedimiento de registro de muestras en el laboratorio de citogenética UDHEM-PI-10

6. ANEXOS:
Anexo 1 Calculos de la MMC

7. REVISIONES:

REV1 (9/2015) Primera edicion.
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ANEXO 1 CALCULO DE LA MITOMICINA
1mg/ml =1pg/pl=1000ng/pl
10ng/ml =50ng/5ml
1000ng-------- Tul
50ng---eeee X x=0.05 pl = 5yl de una dilucién 1/100 (10 ul de mitomicina stock+990 ul de medio)
40ng/ml =200ng/5ml
1000ng-----+- 1ul
200ng---reeee X x=0.2 pl = 20yl de una dilucién 1/100 (10 pl'de mitomicina stock+990 pl de medio)
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1. OBJETO:
Definicion de las actividades reguladas por el documento y el propdsito de las mismas.

2. ALCANCE:
Ambito de aplicacion del documento y areas afectadas.

3. DESCRIPCION:

SACRIFICIO AUTOMATICO DE LOS CULTIVOS (HANABI-P1)

1. Anadir 0,1 ml del antimitético colcemid al frasco de cultivo, mezclar bien.

2. Dejar en estufa de CO2 durante:

1 hora las linfoblasticas (SLPC, LNH). Frasco de cultivo de tapon azul o de tapén

rojo marcados con un punto.
30m las mieloblasticas (LMA, LMC, SMD, SMPC).
3. Transferir el contenido a un tubo conico y poner en el HANABI.
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Main Safety Filter
Door STOP Switch
‘\ Power Switch
' s » 1
yd Operation
=]
7 Az ,// Panel
:" - —— D&ﬁ‘ . )
_ v ‘ ® c D\ — Light Switch
[~ Cooling Box : NV S N wstEC [ .
! q._ FAN Switch
. Fixative
Bottle ol |® == N
_ ] -& &- == 0| main Door
Hypotonic ® Safety Key
Bottle e Release
PBS Bottle /
" I: TANK-A
Front 41—
Door i :
|- Power Inlet TANK-B
Distilled
:] Water
\
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6.1 Encendido de la maquina.
Main
Door HEPA Filter
.| ool
P oo o
i [ ] @_ [« ]
; B o | [ ] e
| PBS Hypo Fixative 2 -

| = |

G} G, i T

1. Pulsar el boton POWER.

2. Comprobar las garrafas de la parte inferior.

a. La garrafa DW “Distilled water” (H,O destilada) debe estar completamente
llena.

La garrafa A “Rinse” (donde la maquina desecha el liquido de lavado de
puntas) debe estar completamente vacia.

La garrafa B “Fixative” (donde la maquina desecha el sobrenadante de los
tubos) debe estar completamente vacia.
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3. Preparar el CLK y el CARNOY segun tabla adjunta teniendo en cuenta el numero
de tubos a procesar y cambiar las botellas de H20, situadas en el lateral izquierdo ,
que se usan para el proceso de limpieza, por las de Hipoténico (CIK) y Fijador

(Carnoy) haciendo coincidir cada botella con su correspondiente tubo (esta

indicado).

MUESTRAS CARNOY (METANOL + ACIDO A)
1 40 (30+ 10)
2 80 (60+ 20)
3 110 (90+ 30)
4 160 (120+ 40)
5 200 (150+ 50)
6 240 (180+ 60)
7 280 (210+ 70)
8 320 (240+ 80)
9 360 (270+ 90)
10 400 (300+ 100)
11 440 (330+ 110)
12/16 480 (360+ 120)

4. Encender el ventilador FAN y la luz LIGHT, son dos interruptores situados debajo

de la pantalla tactil que deben pasar a ON.
6.3.2 Puesta en funcionamiento

1. Ir a la pantalla tactil. Debe usarse siempre con el lapiz que hay situado al lado de la
pantalla En la mayoria de los procesos parpadeara la opcién adecuada para

facilitar el uso.

RELGEMNT EXCHANGE AN
2. Seleccionar REAGENT EXCHANGE.
3. Seleccionar HYPOTONIC y START Hyaotonic caom | *E
¥
(se lava el tubo del CIK). PES (1~50m) ok
4. Seleccionar FIXATIVE y START — ) ik %ok
(se lava el tubo de Carnoy). (=l

5. Seleccionar PBS y SKIP (para saltar este SkKIP I|

paso). START STCP Washing Yater I
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Seleccionamos SELECT PROTOCOL.
Seleccionamos el protocolo A'y .
Seleccionar MAIN PROCESS y =1

Seleccionar el numero de cultivos (4, 8, 12 6 16) que vamos a procesar. Si no

© & N o

coincide con ninguna de las opciones se coge el numero mayor y se rellenan con

agua destilada) y .

10.Seleccionar SET SAMPLES vy abrir la puerta exterior.

11.En este paso, la pantalla nos indicado donde deben situarse los tubos para que
estén equilibrados. Seleccionamos SET START y cuando la maquina emita una
sefal acustica y se ilumine un piloto verde situado en la pared del interior abrimos

la puerta de la centrifuga hasta el fondo.

12.Delante tendremos el ST1 donde colocar los tubos. La pantalla indica las
posiciones correctas y confirmara que estan bien puestos cambiando la posicion a
color azul. Cuando el ST1 esta completo se colorea el OK (situado en la esquina
superior izq).

13.Se cierra la tapa de los tubos y se cierra el botdn negro que se debe encajar y
apretar hacia abajo (se oye clic).

14.Se cierra la tapa de la centrifuga y parpadea la opcion NEXT que tendremos que
seleccionar.

15.En este momento la centrifuga pasa al ST2. Volvera a encenderse la luz verde
cuando podamos abrir. Se repiten los pasos igual que en ST1. Si en este ST no
hubiera que colocar tubos hay que asegurarse que el boton negro esté bien
cerrado (este paso es muy IMPORTANTE). Presionar NEXT.

16.Esto se repite con los 4 ST.

17.Cerrar la puerta delantera y seleccionar MAIN START durante 5seg.

18.El equipo empezara a procesar y tardara en torno a 1,30-2,00h.

19.Cuando ha terminado emite una sefial acustica y parpadea START.

PoNpRATT  Lape
<\§ﬁ VALENCIANA Departament de Salut

122 Pagina 6 de 11



UNIDAD
DIAGNOSTICO
B HEMATOLOGICO

La Fe
Departament

de Salut s ; =
k
PROCEDIMIENTO DE SACRIFICIO

UDHEM - PI- 12 REV2(9/2015)

20.Pulsar START vy retirar los tubos mediante el mismo procedimiento que para
ponerlos (Pasos del 11 al 14).
21.Una vez terminado se puede volver a poner o pasar a limpiar el equipo (Anexo 1)

22.Los tubos pasan automaticamente al protocolo de extensiones.

Sacrificio manual de los cultivos MO

- Transferir el contenido a un tubo de centrifuga y centrifugar a 1200rpm durante 10

minutos.
- Decantar el sobrenadante dejando el boton y agitar el tubo para que se resuspenda.

- Choque osmdtico: afiadir gota a gota con una pipeta pasteur, unos 8mL de CLK

0.075M, agitando al mismo tiempo. Dejar actuar 30 minutos al bafio maria a 37° C.

- Centrifugar de nuevo, decantar el sobrenadante y afiadir 5mL del fijador Carnoy
(metanol: acido acético 3:1) gota a gota y con agitacion suave continua en el vortex.

Dejar actuar a temperatura ambiente 10 minutos.

- Centrifugar y decantar el sobrenadante, afiadir 5 ml del fijador Carnoy y dejar en

nevera 30 minutos.

- Centrifugar y decantar, anadir 1mL de fijador Carnoy, resuspender el boton, pasar a
un tubo NUC debidamente identificado con pegatinas y pasar a hacer las

extensiones.

Sacrificio SP fragilidad y constitucional

- Transferir el contenido a un tubo coénico y centrifugar a 1500 rpm. durante 5 minutos.
- Decantar el sobrenadante dejando el botdn y agitar el tubo para que se resuspenda.

- Choque osmotico: anadir gota a gota con una pipeta pasteur, unos 8ml de CLK

0.075M, agitando al mismo tiempo. Dejar actuar 15 minutos a temperatura ambiente.
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- Adadir 0.5mL de Carnoy (metanol: acido acético 3:1) gota a gota y con agitacion

suave continua en el vortex y agitar con una pipeta (primera fijacion).
- Centrifugar de nuevo 1500 rpm. durante 5 minutos, decantar el sobrenadante.

- Adadir 5mL del fijador Carnoy y dejar actuar a temperatura ambiente 10 minutos
(segunda fijacion).

- Centrifugar de nuevo 1500 rpm. durante 5 minutos y decantar el sobrenadante.
- Anadir 5mL del fijador y dejar 10minutos (tercera fijacion).

- Centrifugar de nuevo 1500 rpm. durante 5 minutos y decantar el sobrenadante.
- Anadir 5mL del fijador y dejar 20 minutos en la nevera (cuarta fijacion).

- Centrifugar de nuevo 1500 rpm. durante 7 minutos y decantar el sobrenadante.

- Anadir 1mL de fijador, resuspender el ‘boton y realizar las extensiones
inmediatamente (ver protocolo). La muestra sobrante seran transferidas a un tubo
NUC debidamente identificadas y comprobando que la pegatina de identificacion

corresponde con la muestra. Se deben archivar almacenandolas a -80°C.

5. REGISTROS:
Se registrara el sacrificio en gestlab, en el protocolo de cariotipos

5. DOCUMENTOS:
Manual de instrucciones del Hannabi Harvester

6. ANEXOS:
ANEXO 1 Limpieza y mantenimiento del Hannabi
7. ‘REVISIONES:

REV1(9/2015) Primera edicion.
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ANEXO 1 LIMPIEZAYY MANTENIMIENTO DEL HANNABI

Este procedimiento debe realizarse siempre al finalizar el dia. La funcion es eliminar el
HYPOTONIC y el FIXATIVE de los tubos y agujas y cambiarlos por Hz0. Por ello

siempre que se haya hecho el proceso de inicializacion (aunque no se haya usado)

hay que hacerlo.

0 N O o0~ WO DN -

. Seleccionar MAIN.

. Seleccionar REAGENT EXCHANGE.

. Cambiar las botellas de HYPOTONIC y FIXATIVE por las de H,0 destilada.

. Seleccionar HYPOTONIC y START (se lava el tubo del CIK).

. Seleccionar FIXATIVE y START (se lava el tubo de Carnoy).

. Seleccionar PBS y SKIP (para saltar este paso).

. Seleccionar NEEDLE WASHING.

. Seleccionar REAGENT SET y poner 4 tubos con H,O destilada y pulsar START.

Este proceso limpiara las agujas de aspiracion.

9. En la pantalla parpadea REMOVE. Pulsar y sacar los tubos.

11.

12.

. Automaticamente se pone en marcha el proceso PUMP DRYING (tardara 300seg).

Este proceso es para el secado de la centrifuga.

Durante este procedimiento se puede vaciar las garrafas A y B y rellenar la de H;O
destilada.

Cuando termine POWER.

Una vez a la semana (LUNES) se debe purgar el compresor:

1. Abrir la puesta inferior. EI compresor es la bomba situada en la parte inferior
izquierda.
2. Desenrollar el tubo de plastico que sale del compresor y colocarlo dentro de

una garrafa.
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3. Abrir la llave de paso del compresor poco a poco para que vaya vaciando el
agua que tiene en el interior.
4. A la derecha del compresor hay una pequefa ampolla de cristal (con letras

chinas). En la parte inferior tiene una pequefia bolita que hay que presionar dos

UNIDAD
DIAGNOSTICO
HEMATOLOGICO

REV2(9/2015)

o tres veces con un papel para que absorba el agua que sale.

PBS / Hypotonic Solutions

126

Vol. | Proc. Number of Samples
ABC| No. ltems [mi] | Times a1 = 3 5
1 | Reagent exchange 40 1 40 40 40 40
2 | Injection 5 1 20 40 &0 80
1 3 | Refresh injection ling 25 1 25 25 25 25
4 | Amount of reserve 50 1 50 50 50 50
Totalvalume [ml] 138 163 187 211 |
Fixative Solutions
Vol. | Proc. Number of Samples
'J“|"°'|_ ftems (mi]|Timesl—2 T 8 T 12 T 76
1 | Reagent exchange a0 1 an 30 an 30
2 | G process Injection 0.5 1 2 4 B 8
4 3 | Injection 5 4 a0 160 240 320
4 | Refresh injection line 12 4 48 48 48 48
5 | Amount of reserve 50 1 50 50 50 50
Tatal valume [ml] 210 292 374 456
22 GENERALITAT Lafe
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1. OBJETO:

Describir el procedimiento para realizar las extensiones y tefirlas.

2. ALCANCE:

Afecta a las extensiones y tincion de muestras realizadas en
Citogenética de la UDHEM.

3. DESCRIPCION:

3.1 Etiquetas de gestlab para extensiones:

Sacaremos la lista de trabajo para ver las extensiones que h
sacaremos etiquetas de esos casos de la siguiente manera:

-En el teclado, pulsaremos F2 (barra superior)
-En la pantalla que se abrira haremos clic sobre la impresora.

-Haremos clic sobre “Etiquetas para tubos/recipientes”. se abrira la ventana de

el laboratorio de

ay que hacer. Y

impresion.
: Etgumt s derog sfcm - -
I _|_ 1ﬂ|“ﬂmw | m[hﬂ-ﬁ-l.!ﬂﬁwll
EOSTNLIATE G [ ——— -
[ VIE3] (OO HEMATOLOGIAY HEMOTER () gt tocums , ]
pbtescede | 20027 WOSPITAL LA FE BULEVAR SUR | (3] fogustes edos e rbis ooy i
Wider/apecilots | 47807 | |BROSETASOLAZ ROCO @ Documante de pog = 1=
. (st Ly O probecoon de debes LPD) NN
LM g FLUGA -
I v PLCE: TR
h Inf e gl
LELITwba MTLOIDE A5LAE

-En el apartado impresora, elegir “portas”
-En Intervalo de pagina, elegir “pagina actual”

-En Numero de copias, poner el nimero de etiquetas necesario
para FISH, en funcion del n°® de portas)

%GENERAUTAT Lape
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Escriba imeros de pagna yio rtervalos
separados por comas, Ejemplo, 1,3,5-12

3.2 Extension automatica (' Hanabbi Spreader)

1. Pulsar el boton POWER para encender el equipo.

2. Comprobar que la cubeta situada en la parte posterior tiene H,O destilada hasta la
marca.

3. Pulsar el boton READY.
4. Silas muestras estan recién procesadas pasar a realizar las extensiones (Paso 9).

<2 GENERALITAT Lafe
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5. Si son de dias anteriores, centrifugar las muestras que se van a procesar a
1200rpm 10 min 01500rpm 5min.

6. Quitar el sobrenadante y afiadir entre 0,5 y 1,0mL (segun el pelet) de fijador Carnoy
recién hecho.

7. Comprobar que las temperaturas de BASE, BATH (bafio) y WALL (pared) estan
en 10,0.

8. Comprobar que DRY IND esta entre 8,5 y 9,0. Segun la morfologia de las
metafases podemos modificar el DRY IND entre estos valores para mejorarla.

9. Etiquetar los portas correspondientes y numerarlos con lapiz.
En los casos de fragilidad se escribira con lapiz 72B, 72, M10, M40 y DEB.

TUBOS: 72 MMC 10  MMC40 DEB
/] ] Y
EXTENSIONES: 72B 72 MMC 10 MMC40 DEB

10. Abrir la tapa y colocar la gradilla de portas en su posicion.
11.Cerrar la tapa y pulsar READY.

12.Cuando el piloto verde (OPTIMUM) esta encendido se abre la puerta corredera
superior y se anaden en cada uno de los agujeritos 20uL de muestra.

13.Cerrar la puerta y pulsar DRYING que pasara a color rojo.

14.Cuando el DRYING se apague abrir la puerta grande y sacar la gradilla de portas.
15.Realizar este proceso con cada uno de los casos a procesar.

16.Cuando se acabe vaciar el recipiente de H20 y limpiar con un pafo humedo.

17.Mirar en el microscopio invertido para ver la densidad celular y la extension de los
cromosomas.

-En caso de que estén aglomeradas las células, afiadir dos gotas mas de fijador
Carnoy a la suspensién celular en el NUC o tubo conico.

-Si no se ven células ni metafases, centrifugar NUC o tubo coénico a 1500rpm 5
min., quitar el sobrenadante de fijador Carnoy y resuspender el boton con menos
cantidad de fijador Carnoy.
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18.Se deben realizar 2 extensiones para cariotipo (4 si no hay metafases o son
escasas) mas las de FISH correspondientes.

19.Para las muestras de fragilidad, las dos extensiones marcadas como 72B se
seguira el proceso normal. Las otras dos de 72h, y las 6 de M10, M40 y DEB
continuaran en el paso 5 del apartado de Tincion (no las pondremos en horno, ni
en tripsina)

TUBOS: 72 M40  DEB

Ot

EXTENSIONES: 72B 72 M 10
— [ 8/
— — R
Extension y tincion Extensiones SOLO CON GIEMSA

normal

20.Dejar envejecer las preparaciones 1 hora en horno de desecacion a 90°C o toda la
noche a 60°.

21.Sacarlos del horno de desecacion 10 minutos antes de la tincién para que se
atemperen.

&2 GENERALITAT Lape
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3.3 Tincién
1. Preparar un vaso con 100ml de PBS.
2. Preparar la tripsina (ha de estar en nevera al menos una hora antes de la tincién).

3. Tenir un primer porta de cada caso sumergiéndolo en la solucion de Tripsina
alrededor de 10 segundos (ajustar en funcion de las condiciones ambientales del
laboratorio) sin dejar de agitar el porta durante ese tiempo.

Lavar con PBS (no mas de 3 segundos)

Sumergir en el Coplin con Giemsa 3 minutos.

Extraer el porta con unas pinzas y lavar con agua

Dejar secar el porta al aire, inclinado en una bandeja

Limpiar el porta por el reverso para quitar restos de colorante

© ® N o A

Observar al microscopio, buscar una metafase y ver si tienen bandas y no estan
desflecados. Si la tincion es correcta, tedir el resto con los mismos tiempos y dejar
secar al aire.

10.Si estan desflecados reducir el tiempo de tripsina 1 segundo/cada vez.

11.Si no estan bandeados aumentar el tiempo de Giemsa al 5% durante 1
minutos/cada vez.

12.Si estan muy bandeados reducir el tiempo de Giemsa al 5% durante 1
minutos/cada vez.

13.Una vez estan secos hay que cubrirlos: Se ponen dos gotas de pegamento Eukit
en cada porta y se cubren con un cubre de 60x24.

14.Se dejan reposar unos 10 minutos y después con una punta de pipeta o similar se
eliminan las burbujas poco a poco.

3.3 Pegado del cubre para portaobjetos

Se cubriran las extensiones para cariotipo, una vez estén secas.

<2 GENERALITAT Lafe
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1. Con el cuentagotas preparado con Eukit y Xilol (ver procedimiento de preparacion
de reactivos UDHEM-IT-4) pondremos dos gotas en los extremos de cada porta, lo
suficientemente grandes como para cubrir todo el campo microscépico, sin crear
espacios vacios o de aire entre el cubre y la muestra.

2. Pondremos un cubre de 24x60mm encima, asegurandonos de que solo hay uno,
ya que si se pone doble no se podra leer en el metafer. Si se forman burbujas de
aire, las retiraremos haciendo presién con una punta de Micropipeta para que se
elimine por los bordes.

3. Limpiaremos el excedente de Eukit con un pafiuelo si hay restos.

4. Esperaremos de 15 minutos a 1 hora de sellado y prepararemos los portas para
introducirlos en el Metafer segun la Instruccion de uso del Metasystem UDHEM-IT-
3.

5. En caso de ser necesario se puede limpiar el Eukit con Xilol.

3.4 Extension de forma manual (cariotipo)

1. Coger un portaobjetos previamente guardado a 4°C con metanol

2. Secar el porta, cubrirlo con fijador y al mismo tiempo que se decanta el fijador se
tiran 1 6 2 gotas de la preparacion, se flamea y se deja secar. Alternativamente,
secar en plancha a 38°C.

3. Seguir en el punto 9 del apartado 3.1 (Extension automatica, spreader)

4. REGISTROS:
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MODIFICACIONES
REVISION FECHA DESCRIPCION
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INTRODUCCION

El 40-50% de las Leucemias Mieloblasticas Agudas (LMA) presentan cariotipo
normal. En este grupo se hacen necesarios nuevos marcadores moleculares
especificos que contribuyan a estratificar de una manera mas eficaz a los
pacientes en nuevos grupos y subgrupos de riesgo. Entre estos marcadores se
encuentra el gen FLT3 (FMS-Tyrosine Kinase 3), localizado en 13q12, que
codifica para un receptor de factores de crecimiento. Este gen desempefa un
papel importante en la supervivencia de las stem cell y la diferenciacion
mieloide. El anadlisis de blastos leucémicos en pacientes con LMA, ha permitido
la identificacion de dos mutaciones somaticas para el gen FLT3 que
proporcionan informacién prondstica independiente: las duplicaciones internas
en tandem (ITD) y la mutacion puntual en la posicion Asp835 (D835).

Las duplicaciones internas en tandem (ITD) estan presentes en
aproximadamente el 20% de las LMA (5-16% en la leucemia infantil), y tienen
lugar en los exones 11 y 12 del gen, en una regidon que codifica el dominio
yuxtamembrana de la proteina. Las duplicaciones consisten en una secuencia
insertada entre los aminoacidos 575 y 613 que induce la activacion
constitucional de la proteina y la cascada de senales downstream asociada a
ella (STAT5, MAP kinasas, Ras...).

En general, estas mutaciones se asocian con cifas elevadas de leucocitos y
mal prondstico, en especial en aquellos casos en los que el ratio para la
relacion area alelo mutado/area alelo wild-type supera el valor 0.78. En estos
casos, los pacientes presentan menor supervivencia global y libre de
enfermedad y mayor riesgo de recaida.

El otro tipo de alteracion a destacar es la mutacion puntual 835, presente en el
7% de las LMA. Esta alteracion también provoca la activacion constitucional de
la proteina pero tiene lugar en el loop de activacion en el seqgundo dominio
tirosin —quinasa (TKD). Se asocia con una tendencia a tener menor
supervivencia libre de enfermedad aunque el valor prondstico no esta del todo
claro.

El estudio de mutaciones de FLT3 esta indicado para todas aquellos pacientes
con LMA al diagndstico o en recaida.

PCR caracteristicas del ensayo

La deteccion de la mutaciones ITD se efectuan siguiendo el método de Thiede
et al. (Blood 2002; 99:4326-35). El método se fundamenta en la amplificacion
mediante PCR de los exones 11 y 12 del gen FLT3 en donde recaen las
duplicaciones parciales en tandem, empleando primers marcados con
fluorogenos (6-FAM).

Ademas, se analiza el ratio ITD mutante/salvaje mediante electroforesis capilar
y el sofware Genemapper de Applied Biosystems.
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DETECCION DE LAS DUPLICACIONES PARCIALES EN TANDEM (ITD) DE FLT3

PROCEDIMIENTO

Programa de PCR

Etapa T (¢C) |Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 11 min
Desnaturalizacion |94 30s
Ciclos x27 | Hibridacion 57 1 min
Elongamiento 72 2 min
94 30s
Extension final 60 45 min
(para adicionar
colas poli A a las
moleculas)

Programa ITDFAM Termociclador Mastercycler

Mezcla de reactivos.

Reactivo Volumen en Concentracion
ul final
DNA 2 (5ng) 5ng
AmpliTaqGold (5 U/ul) 0.2 1U
Tampén TaqGold 10x 5 1x
MgCl, (25 mM) 3 1.5mM
Cebador 6-FAM-11F (5 5 0.5 uM
pmol/ul)
Cebador 12R (5 pmol/ul) 5 0.5 uM
dNTPs (10 mM) 1 0.2 mM
H.O estéril 28.8
TOTAL 50
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TESTADO

Se realiza el testado de 10 pl de los productos de PCR en minigel de agarosa Nusieve
al 3% empleando el Marcador de pesos moleculares $X174 DNA/Hinfl Marker (MBI
Fermentas).

Los resultados del testado son:
Una banda de 330 pb correspondiente al salvaje

Una banda de méas de 330 pb correspondiente al alelo mutado (el tamafio del
amplificado puede variar en funcion de la repeticién)

Las muestras que resultan positivas son las que se utilizan para el analisis de
fragmentos mediante electroforesis capilar, donde se establecera el ratio entre las
areas del alelo salvaje y el alelo mutado.

Electroforesis Capilar

Para el andlisis de fragmentos se toman 0.5ul del producto de PCR y se mezclan con
12ul de formamida desionizada y 0.5yl del marcador GS ROX 500. Las muestras se
corren por triplicado en el ABI 3130 segun las condiciones descritas en la tabla.

Modulo Carrera Tiempo Tiempo Filtro Polimero
Inyeccién Carrera
FragmentAnalysis_POP7 12 30 min D POP7

En general se debe observar que el pico dominante (normal o mutado) debe tener un
valor por encima de 2000 unidades arbitrarias e inferior a 8000 ua (ya que en caso de
saturacion el programa no puede calcular el area). El ruido de fondo no debe exceder
las 20ua. Para ajustar estas condiciones podemos modificar alguno de los parametros
anteriores especialmente el tiempo de inyeccion (si la sefal es baja se puede
aumentar el tiempo de inyeccion a 16 s).

Los resultados se analizan con el programa Genemapper v3.7 de Applied

El alelo normal genera un pico de 330 pb, si existe mutacion se vera un pico mayor ,
de tamafio variable en funcion del numero de duplicaciones insertadas
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a A.Normal
am 330 pb A.Mutado
. 364 pb
U
. ‘ \ | I J. | ( | /l |
DyesZatmple Peak |Sample File Manes |Marker  |Allele Size Height Ares Data Point
| B,23 ITC-12270 f=a 33038 4396 283M 4228
[ ] B.23 ITD-12270 123 36427 3568 23917 4594

Area Mutado 23917/Area Salvaje 28301= 0.84

SECUENCIAS DE LOS CEBADORES

Nombre Secuencia Stock

11F’ 5-6-FAM-GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA 100 uM
GC-3’

12R! 5-CTTTCAGCATITTGA CGG CAACC -3 100 uM

Cebadores Caja 3

REACTIVOS Y EQUIPO REQUERIDO

AmpliTagGold 5 U/uL
Buffer TagGold 10 mM % Applied Bisosystems manufactured by Roche
MgCl, 25 mM

Cebador 6-FAM-11F TIB MolBiol
Cebador 12R

Termociclador Eppendorf MasterCycler Personal
POP7

GS 500 ROX Applied Bisosystems
Formamida Desionizada

Secuenciador ABI 3130 de Applied Biosystems

Genemapper Software version 3.7 de Applied Biosystems
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'Thiede C et al. Analysis of FLT3-activating mutations in 979 patients with acute myelogenous
leukemia:association with FAB subtypes and identification of subgroups with poor prognosis. Blood

2002; 99:4326-35
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DETECCION MOLECULAR DE LA MUTACION D835 EN EL FLT3 CON
EMPLEO DE SONDAS DE HIBRIDACION EN EL LIGHTCYCLER

INTRODUCCION

FLT3/FLK2/STKI1 se localiza en el 13q12 y codifica un receptor de membrana tirosina-
cinasa tipo III que se expresa preferentemente en células progenitoras hematopoyéticas'.
La activacion del receptor, tras la union de su ligando (FL), produce su dimerizacion
con la consiguiente fosforilacion de los residuos tirosina cinasa. Esta activacion induce
vias de sefializacion celular que intervienen en la proliferacion y apoptosis®.

En el gen FLT3 se han detectado mutaciones puntales D835 en el dominio tirosin
kinasa (TK2) que consisten mayoritariamente en sustituciones de nucleotidos. Estas
mutaciones se encuentran asociadas con las LMA y sindromes mielodisplasicos (SMD)
observandose en un 7% de las LMA y se asocian a una tendencia a peor supervivencia
libre de enfermedad (DFS) pero no se han podido relacionar con la hiperleucocitosis o
un peor prondstico’.

El método empleado se fundamenta en la utilizacion de sondas de hibridacion marcadas
con fluorégenos (F1t3 Sensor marcada con Fluoresceina y FIt3 Anchor con Red 640),
las cuales han sido disefiadas para el alelo normal, realizando PCR en tiempo real con
el sistema LightCycler empleando los cebadores descritos por Yamamoto et al.* Este
método tiene la ventaja de presentar una gran rapidez obteniéndose la misma
especificidad que los métodos convencionales basados en PCR seguida de digestion con

enzimas de restriccion.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Depositar el nimero de capilares necesarios (en cada ensayo se incluyen las muestras
a analizar, controles positivos y un control de reactivos en el que se sustituye la muestra
por agua.) en los adaptadores del bloque metalico previamente enfriado en la nevera.

2. Preparar la mezcla de reactivos en un tubo Eppendorf de 0,5 ml (volumen respecto n°
de muestras a analizar + 1) segun se indica en la Tabla L.

3. Afadir a cada capilar 8 pl de la mezcla de reactivos.

4. Afadir a cada capilar 2 pl del Cdna o DNA de las muestras, controles positivos y/o
H,O estéril.

5. Tapar los capilares y centrifugarlos en sus adaptadores a 2000 r.p.m durante 5

segundos en una micro centrifuga.

6. Colocar los capilares en el rotor del LightCycler.

Tabla I. Mezcla de reactivos.

H,O0 esteril 4.1

17F (5uM) 1 0.5uM
17Rc /17 R (5uM) 1 0.5uM
FIt3 Anchor (5pM) 0.45 0.2uM
fL T3 Sensor (5uM) 0.45 0.2uM
LightCycler Fast PLUS 1 x1
cDNA/DNA 2

Volumen Total 10
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PROGRAMA PCR

El programa del termociclador LightCycler consta de las etapas de desnaturalizacion
(Programa 1), amplificacion (Programa 2), analisis de curvas de fusion o de melting
(Programa 3) y el enfriamiento (Programa 4) siguiendo los pardmetros tal como a

continuacion se indica.

FLT3/D835
Parametros

1

45

1

N.Ciclos

Denominacion Desnatura. Amplifica. Enfria.
Seg 1 Seg2 Seg3 Seg 1

Target temperature [°C] 95 95 58 72

Incubation time [s] 600 5 10 15

Temperature 20 20 20 20

transition rate [°C/s]

Acquisition mode None None Single None

Nota.- El melting puede repetirse con un incremento de 0.2° C/seg cuando los picos no resulten

muy nitidos. Canal de lectura F2/F1.
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

Meaeltinng Peals

-{didT) Fluorescence (640/530)
u]
[m]
[m]
i

a5 s =5 en & b 3E a0 =5 =a  =s
Fig.1. Curvas de Fusion del genotipo normal (rojo) y heterocigoto (gris). El alelo
normal origina un pico a 63° C, mientras que el alelo mutado presenta un pico a 54°C.
Obsérvese como la muestra que presenta la mutacion presenta el pico normal y el propio
de la mutacion. Esta mutacion D835Y corresponderia a una sustitucion en el codon 835
de una guanina por una timina, incorpordndose el aminoacido tirosina (Tyr) en lugar

del aminoécido correspondiente, acido aspartico.

Asp — Tyr

Fig.2. Secuenciacion de la mutacion D835Y.
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Melting Pealks
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Fig.3. Curvas de Fusion de los dos tipos de mutaciones mas frecuentes. La muestra que
presenta la mutacion D835Y (rojo) presenta el pico normal a 63°C y el propio de la
mutacion a 54°C, en cambio la muestra que presenta la mutacion D835V (azul) presenta
el pico del alelo normal a 63°C y el pico del alelo mutado a 57°C, en el que se ha
sustituido una adenina por una timina, incorporandose el aminoéacido valina. Ambas

muestras presentan una mutacion puntual en el codon 835 del gen Flt3.

CEBADORES / SONDAS

Tablall. Cebadores y Sondas empleados en la amplificacion de cDNA.

FLT3 (Genbank Acc N° 408572

Sacuencias Gen  Posicign Tamaiio %CG  Tmi"C)
Primers
17E 5 COgGCAngAACoTECTTg & FLTA 24952512 18 BG7 6754
1R 5 ghAgACoogCATTgoooG & FLTA  Gbd-2561 16 722 1043
Sondas
hibridacicn
FIt3 anchor 5 AAGTCACATATCTTCACCACTTTECCT & FLT3 25152544 24 429 5804
FI3 sanzar 5 TCATRATATCTCqAqCCAATEE 31

FLT1 2565 2548 e, 455 G278
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Tablalll. Cebadores y Sondas empleados en la amplificacion de DNA.

FLT3 [Genbank Acc N* 12666292 )

Sacuencias Gen Posicidn Tamaiie %CG  Tm(*C)

Primars
17F § CCpCCAggAMCaTECTTg & FLT3  1824-1807 18 667 6754
1R § gCAQCC TCACAT ToCCos 3 FLT3 1711-1728 18 667 6742
Sondas
hibridacién
FIt3 anchor & AAGTCACATATCTTCACCACTTTCCCST ¥ FLTE 25162548 20 429 GaS
FIt3 zanzar § TCATpATATCTCgAgCOAATCD 3

FLT3 2565 2548 ) 455 5278

PREPARACION DE CEBADORES Y SONDAS

Stock cebadores: Los cebadores se preparan a una concentracion de 100 pM
almacenandose a —20° C (caja de cebadores en activo n° 2). La solucion de trabajo se

prepara en alicuotas a 5 uM .

Stock de sondas: La sondas se preparan a una concentracion 20 uM y se reparten en
alicuotas de 5 pl que se almacenan a —20° C. A cada una de estas alicuotas se anaden 15
ul de agua estéril con lo que resulta una concentracion final de trabajo de 5 uM que se

almacenan en nevera (4° C) durante su uso.

EQUIPO Y REACTIVOS

e LightCycler Instrument (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany,

n°cat. 2 011 468).
e Light Cycler-Capillaries (Roche Molecular Biochemicals, n° cat. 1 909 339).

e LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes. (Roche Molecular
Biochemicals, n° cat. 3 003 248).

149



BIBLIOGRAFIA

! Nakao M, Yokota S, Iwai T, et al. Internal tandem duplication of the flt3 gene found
in acute myeloid leukemia. Leukemia 1996; 10: 1911-1918.

? Drexler HG. Expression of FLT3 receptor and response to FLT3 ligand by leukemic
cells. Leukemia 1996; 10: 588-599.

> Whitman SP, Archer KJ, Feng L, et al. Absence of the wild-type allele predicts poor
prognosis in adult de novo acute myeloid leukemia with normal cytogenetics and the
internal tandem duplication of FLT3:a cancer and leukemia group B study. Cancer Res.

2001 Oct 1;61(19):7233-9.

* Yamamoto Y, Kiyoi H, Nakano Y, Suzuki R, et al. Activating mutation of D835

within the activation loop of FLT3 in human hematologic malignancies. Blood. 2001
Apr 15;97(8):2434-9.

150



DETECCION DE LAS MUTACIONES EN EL | 2147

GEN NPM1 MEDIANTE SONDAS DE PNT-63
HIBRIDACION EN EL LIGHTCYCLER 2.0

Laboratorio de Biologia Rev.: A
Molecular Fecha: 11/04/2011
Dept. Biopatologia
Clinica
Hospital Universitario La Fe Pagina 1 de 9
MODIFICACIONES

REVISION FECHA DESCRIPCION

A 13/02/08 DETECCION DE LAS MUTACIONES EN EL

GEN NPM1 MEDIANTE SONDAS DE
HIBRIDACION EN EL LIGHTCYCLER 2.0

A 11/04/11 DETECCION DE LAS MUTACIONES EN EL
GEN NPM1 MEDIANTE SONDAS DE
HIBRIDACION EN EL LIGHTCYCLER 2.0

PREPARADO RESPONSABLE APROBADO
Sandra Ballester Eva Barragan Eva Barragan
Eva Barragan Eva Barragan Eva Barragan

Métodos del Laboratorio de Biologia Molecular. Departamento de Analisis Clinicos. Hospital Universitario La Fe.
Fecha de creacion 11/04/2011.

151




DETECCION DE LAS MUTACIONES EN EL | 2147

GEN NPM1 MEDIANTE SONDAS DE PNT-63
HIBRIDACION EN EL LIGHTCYCLER 2.0

Laboratorio de Biologia Rev.: A
Molecular Fecha: 11/04/2011
Dept. Biopatologia
Clinica —
Hospital Universitario La Fe Pagina 2 de 9

DETECCION MOLECULAR DE LAS MUTACIONES EN EL GEN NPM1
MEDIANTE ELECTROFORESIS CAPILAR

El gen Nucleofosmina-1 se localiza en el 5935 y codifica una fosfoproteina
nucleolar de 294 aminoacidos que actua de lanzadera entre el nucleo y
citoplasma e interviene ademas de la sintesis ribosomal, en la regulacion de la
transcripcion del gen p53 a través de la proteina ARF." En el exén 12 del gen
NPM1 que codifica los ultimos 39 aa del extremo C-terminal de la proteina se
han detectado varios tipos de mutaciones heterocigotas. Practicamente todas
las mutaciones consisten en la insercion de cuatro bases, resultando una
localizacién citoplasmatica de la proteina mutada en lugar de su distribucion
normal en el nucleolo.

La deteccion de la mutacion NPM1 tiene un gran interés puesto que las
alteraciones genéticas que se dan en este gen son las mas frecuentes y
especificas en las leucemias mieloides agudas con cariotipo normal® lo que nos
permitira estratificar mejor a los pacientes en diferentes grupos de riesgo, asi
como la monitorizacion de la enfermedad minima residual y por tanto poder
adecuar mejor la terapéutica empleada.

El método empleado para la deteccion de mutaciones en el gen NPM1 se
fundamenta en la utilizacion de sondas de hibridacion marcadas con
fluordgenos (sonda Sensor marcada con Fluoresceina y Anchor con Red 640),
las cuales han sido disefiadas para el alelo normal, realizando una PCR en
tiempo real con el sistema LightCycler siguiendo el método descrito por
Schnittger et al’. Este método tiene la ventaja de presentar una gran rapidez.
Para detectar las mutaciones empleamos cDNA como muestra (las sondas de

hibridacion disefiadas complementan en una region exén-intrén).

Métodos del Laboratorio de Biologia Molecular. Departamento de Analisis Clinicos. Hospital Universitario La Fe.
Fecha de creacion 11/04/2011.
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Depositar el numero de capilares necesarios (en cada ensayo se incluyen las

muestras a analizar, controles positivos y un control de reactivos en el que se

sustituye la muestra por agua.) en los adaptadores del bloque metalico

previamente enfriado en la nevera.

2. Preparar la mezcla de reactivos en un tubo Eppendorf de 0,5 ml (volumen

respecto n® de muestras a analizar + 1) segun se indica en la Tabla I.

3. Anadir a cada capilar 9 ul de la mezcla de reactivos.

4. Ahadir a cada capilar 1 ul del cDNA de las muestras, controles positivos y/o

H>O estéril.

5. Tapar los capilares y centrifugarlos en sus adaptadores a 2000 r.p.m durante

5 segundos en una micro centrifuga.

6. Colocar los capilares en el rotor del LightCycler.

Tabla I. Mezcla de reactivos.

MIX

HO esteril

Cl,Mg (25 mM)
NPM1 F (5uM)
NPM1 R (5pM)
NPM1 anchor (5uM)

NPM1 sensor (5uM)

LightCycler Fast Start Hyb Probes
cDNA

Volumen Total

Volume [pl]  [Final]

3.2
1.2
1
1
0.8

0.8
1
1
10

3mM
0.5uM
0.5uM
0.4uM

0.4uM

x1

Métodos del Laboratorio de Biologia Molecular. Departamento de Analisis Clinicos. Hospital Universitario La Fe.

Fecha de creacion 11/04/2011.
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PROGRAMA PCR

El programa del termociclador LightCycler NPM.EXP consta de las etapas de
desnaturalizacion (Programa 1), amplificacién (Programa 2), andlisis de curvas
de fusion o de melting (Programa 3) y el enfriamiento (Programa 4) siguiendo

los parametros tal como a continuacion se indica.

Parametros Progr. 1 Prog. 2 Prog.4

N.Ciclos 1 45 1

Denominacion Desnatur. Amplifica. Enfria.
Seg 1 Seg 2 Seg 3 Seg 1

Target temperature 95 95 58 72 40

[°C]

Incubation time [s] 600 1 8 10 30

Temperature 20 20 20 20 20

transition rate [°C/s]

Acquisition mode None None Single None None

640/530

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Métodos del Laboratorio de Biologia Molecular. Departamento de Analisis Clinicos. Hospital Universitario La Fe.
Fecha de creacion 11/04/2011.
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Alelo normal
Tm 53°C
Alelo mutado
Tm 452 C
0.0080 - Tipo 1 ins gtct
00055 —
!E o0.0050 —
: 00045 —
ﬁ o.00480 —
& 0.0035 —
? 00030 —
E 0.0025 —
8 o.00z0—
m 00015 —
§ o000 —
=) 0.0005 —
0.0000 —
-0.0005 — T T T T T 0 0 T 0 T 0 T 0
3650 380 0.0 2.0 440 a45.0 3.0 S0.0 S5z2.0 54.0 S5.0 S53.0 S0.0 (==
Temperature {(*C)

Fig.1. Curvas de Fusion del genotipo normal (rojo) y heterocigoto (azul). El
alelo normal origina un pico a 53°C, mientras que el alelo mutado presenta un
pico a una Tm menor, la cual varia dependiendo del tipo de mutacién que
presenta. En la Tabla Il se puede observar las diferentes temperaturas de
fusion para las mutaciones mas frecuentes. Posteriormente a la PCR en tiempo

real caracterizamos la mutacion para aquellas muestras positivas mediante

secuenciaciéon conociendo asi el tipo de mutacibn que presenta

secuenciacién de las mutaciones tipo A 'y D no es necesario puesto que

presentan picos bien diferenciados).

(la
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Tabla Il. Inserciones mas frecuentes su Tm correspondiente.
TIPO ™ (°C)
MUTACION
A:TCTG 45
B: CATG 39
Pu: CTTG 40
D: CCTG 43
Ku: CCGG 40
TCC";CCACTGCCA‘E}HAGANCNTGN‘I\}UTGGC c T

Fig.2. Cromatograma resultante tras la secuenciacion.

Eventualmente puede realizarse una electroforesis en gel de agarosa al 2%

del producto de PCR donde se pueden observar dos bandas en aquella

muestra que presenta la mutacion, si por el contrario dicha muestra no

presenta mutacion aprecera una séla banda correspondiente a un tamano de

206 pb.
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1: NPM1+

Fig.3. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % de los productos de PCR en

tiempo real.

CEBADORES / SONDAS

Tabla Il. Cebadores y Sondas empleados para la deteccion de la mutacién
NPM1.

NPM1 (Genbank Acc N° 40353732)

Secuencias Gen Posicion Tamafio %CG Tm(°C)

Primers Npm1
NPM1F 5TCCCAAAGTGGAAGCC 3 879-895 16 56.3 52
NPM1R 5GGAAAGTTCTCACTCTGC 3 1067-1085 18 50  50.5
Sondas Npm1
hibridacién
925-951 26 50 595
NPM1 anchor ~ 5'CGGATGACTGACCAAGAGGCTATTCA--FL 3'
NPM1 sensor ~ 5'RED640-ATCTCTGGCCGTGGAGG—PH 3' 953-970 17 64.7 465
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PREPARACION DE CEBADORES Y SONDAS

Stock cebador: Los cebadores se preparan a una concentracion de 100 pM
almacenandose a —20° C (caja de cebadores en activo n? 2). La solucion de

trabajo se prepara en alicuotas a 5 pM.

Stock de sondas: La sondas se preparan a una concentracion 20 uM y se
reparten en alicuotas de 5 pul que se almacenan a —20° C. A cada una de estas
alicuotas se afiaden 15 pl de agua estéril con lo que resulta una concentracion

final de trabajo de 5 yM que se almacenan en nevera (4° C) durante su uso.

EQUIPO Y REACTIVOS

e LightCycler Instrument (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany, n® cat. 2 011 468).

e Light Cycler-Capillaries (Roche Molecular Biochemicals, n® cat. 1 909
339).

o LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes. (Roche
Molecular Biochemicals, n° cat. 3 003 248).
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
General Universitario de Alicante, en su sesion del dia 26 de Abril de 2017, y una vez
estudiada la documentacion presentada por el Dr. Pascual Fernandez Abellan,
Jefe de Seccién del Servicio de Hematologia del Hospital General Universitario de
Alicante, tiene bien a informar que el proyecto de investigacion titulado “Leucemia
aguda mieloide NPM1+: Estudio, supervivencia a largo plazo,
supervivencia libre de progresion y factores prondsticos”, se ajusta a las
normas deontolégicas establecidas para tales casos.

Y para que conste a los efectos oportunos, firmo la presente en Alicante con
fecha quince de Mayo de dos mil diecisiete.
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Secretaria del CEIC

Avda. Pintor Baeza, 12 - 03010 ALICANTE - Tfno.: 965 933 000 - Fax 965 245 971
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