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MOTIVACION PERSONAL

Desde que recuerdo, siempre quise ser médico y, muy probablemente, en eso tiene algo que
ver mi padre. Su dedicacidn y entrega a los pacientes, su esfuerzo constante por mantenerse al
dia (siempre con una revista médica y un rotulador fluorescente), el sonido del timbre o del
teléfono por las noches o el acompafiarle en alguna ocasion, durante los meses del verano, a
algun domicilio con la moto.

Ya en la Facultad de Medicina, la Hematologia fue una de las asignaturas que mas me gustd y
de hecho, fue la especialidad médica optativa que escogi en el rotatorio. Durante el tiempo
que estuve en el Servicio de Hematologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, con las Dras.
Salud Brunet y Anna Sureda comprendi que se trataba de una especialidad emocionalmente
dura (recuerdo que me llamé mucho la atencién, un despacho lleno de historias clinicas
marcadas con la palabra éxitus) y, al mismo tiempo, muy humana.

Una vez realizado el examen MIR, tuve claro que queria hacer la residencia en el Servicio de
Hematologia del Hospital Germans Trias i Pujol. Por aquel entonces, se trataba de un Servicio
pequefio y familiar del que senti que formaba parte desde el primer momento, gracias a la
calida acogida de la Dra. Milla y del Dr. Ribera, la amistad con José Tomas Navarro, Isabel
Granada, Juan Manuel Sancho y Blanca Xicoy y la colaboracién del resto de compafieros de
trabajo con los que tuve el placer de compartir muchas horas de trabajo, aperitivos, comidas y
cenas.

Una vez finalizada la residencia, tuve la suerte de poder seguir trabajando y colaborando en el
Servicio hasta la llegada del Institut Catala d’Oncologia (ICO) al Hospital. A partir de ese
momento, se inicidé otra etapa como facultativo especialista en la Unidad de Citogenética, un
mundo apasionante que he ido descubriendo de la mano de Isabel Granada.

Para finalizar la historia, la guinda del pastel: la tesis. Esa palabra que al mismo tiempo
aterroriza y atrae. El tema, tuve claro ya hace muchos afios que estaria relacionado con las
alteraciones citogenéticas en el post-TPH, pero el gran problema ha sido encontrar el tiempo y
el momento para realizarla.

Gracias al Dr. Feliu, Dr. Ribera, Dra. Milla, Dra. Granada Dr. Navarro, Dr. Sancho y Dr. Solé por

estimularme y ayudarme a llevar a cabo este proyecto.






MOTIVACION CIENTIFICA

Una vez finalizada la residencia, la Dra Fuensanta Milld me ofrecié la posibilidad de quedarme
en la seccién de citologia y posteriormente de formarme en citogenética. Poco a poco, tras
muchas horas de microscopio y gracias a la ayuda y al apoyo incondicional de la Dra Isabel
Granada, me fui introduciendo en el mundo del cromosoma.

Las alteraciones cromosdmicas depués de un TPH, me cautivaron muy pronto. El gran nimero
de factores implicados en su patogénesis: la terapia previa recibida (agentes alquilantes,
inhibidores de la topoisomerasa-Il...), los factores relacionados con el propio TPH (origen de los
progenitores hematopoyéticos, tipo de TPH, tipo de acondicionamiento, EICH, el acortamiento
telomérico que tiene lugar durante el primer aifo post-TPH...), la predisposicion hereditaria del
paciente debido a polimorfismos en genes que afectan tanto al metabolismo y transporte del
farmaco como a los mecanismos de reparacidon del DNA y de la apoptosis, el desconocimiento
del papel que juega cada uno de estos factores y el hecho de que, en algunos casos, sean
transitorias y no se acompafnen de progresion, signos mielodisplasicos o transformacion a
LAM, contribuyeron a que a partir del afio 2003 empezase a recogerlas y presentase los
resultados en diferentes congresos nacionales (2004 y 2011) e internacionales (European
Cytogenetics Conference 2005 y ASH 2008).

Por otro lado, en las ultimas décadas, se han descrito en la bibliografia multiples casos de LAM
y SMD después de un TPH efectuado a pacientes con mieloma multiple, linfoma de Hodgkin o
no hodgkiniano, entre otros. Estos casos estan bien caracterizados y , de acuerdo con la ultima
clasificacion de la WHO del 2008, se consideran neoplasias mieloides relacionadas con el
tratamiento. Sin embargo, las LAM que ocurren despues del TPH realizado a pacientes con
LAM siempre son consideradas una progresién de la LAM inicial.

De todo ello, surgié el preguntarme si puede haber algln factor citogenético o molecular que
nos permita diferenciar las LAM de novo de las LAM post-TPH efectuado a pacientes con LAM y

ello ha sido el motivo principal de la presente tesis doctoral.
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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico.

alo-TPH: transplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

alo-TPH-DE: alo-TPH a partir de un donante emparentado.
Alo-TPH-DNE: alo-TPH a partir de un donante no emparentado
ARNm: ARN mensajero.

ATO: trioxido de arsénico.

ATRA: acido holo-trans retinoico.

auto-TPH: trasplante autogénico de progenitores hematopoyéticos.

CALGB: Cancer and Leukemia Group B.

CBF: core binding factor.

CEBPA: CCAAT enhancer binding protein alpha.
CM: cariotipo monosémico.

CPH: células progenitoras hematopoyéticas.
DE: donante emparentado.

dm: doble mutado.

DNE: donante no emparentado.

DNMT3A: DNA metiltransferasa 3A.

ELN: European LeukemiaNet.

EMR: enfermedad minima residual.

FAB: clasificacion franco-américo-britdnica.
FISH: hibridacién in situ fluorescente.

FLT3: FMS-like tyrosine kinase 3.

FLT3-ITD: duplicacidén interna en tdndem del FLT3.
ICO: Institut Catala d’Oncologia.

IDH1: Isocitrate deshidrogenase-1.

IDH2: Isocitrate deshidrogenase-2.

IPRS: Integrative prognostic risk score.

ISCN: International System for Human Cytogenetic Nomenclature.

iv: intravenoso.

LAM: leucemia aguda mieloblastica.

LH: linfoma de Hodgkin.

LMMC: leucemia mielomonocitica crénica.

LNH: linfoma no Hodgkin.
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LPA: leucemia promielocitica aguda.
m: mutado.

MA: monosomia autosémica.

MI: mielofibrosis primaria.

min: minutos.

mMiRNA: microRNA.

MLL-PTD: duplicacién parcial en tdndem del gen MLL.

MRC: United Kingdom Medical Research Council
NMP: neoplasia mieloproliferativa.

NPM1: Nucleophosmin Member |.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PI3K: fosfatidilinositol 3-cinasa.

RC: respuesta completa.

RI: riesgo intermedio.

RDT: radioterapia.

ROS: radicales libres de oxigeno.

RT: retrotranscripcion.

sc: subcutaneo.

SG: supervivencia global.

SLP: supervivencia libre de progresién.

SMD: sindrome mielodisplasico.

s-LAM: leucemia mieloblastica aguda secundaria.

SNV: single nucleotid variations.

SWOG/ECOG: Southwest Oncology Group/Eastern Cooperative Oncology Group.

TET2: tet methylcytosine dioxygenase 2.

TKI: inhibidores tirosin cinasa.

t-LAM: leucemia mieloblastica aguda relacionada con el tratamiento.

t-NM: neoplasia mieloide relacionada con el tratamiento.

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.

t-SMD: sindrome mielodisplasico relacionado con el tratamiento.

vo: via oral.

wt: wild type (germinal).
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1. INTRODUCCION
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1.1. Leucemia aguda mieloblastica

1.1.1. Definicidn.

La leucemia aguda mieloblastica (LAM) es una proliferacién neoplasica clonal de células
inmaduras de estirpe mieloide, producida por una alteracidn en la regulacion del crecimiento y
la diferenciacién de las células hematopoyéticas. Esta alteracion da lugar a la acumulaciéon de
precursores mieloides inmaduros que conservan su capacidad replicativa, pero que han
perdido su capacidad de diferenciacion a células hematopoyéticas maduras.
Consecuentemente, la médula dsea estd ocupada por células tumorales que impiden la
hematopoyesis normal, lo que da lugar a una hematopoyesis ineficaz y la aparicion de
citopenias en sangre periférica. La definicion de LAM segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) requiere la presencia de un minimo de un 20% de blastos en médula dsea y/o
sangre periférica. También se puede realizar el diagnéstico de LAM cuando el porcentaje de
blastos en médula dsea y/o sangre periférica es inferior al 20%, en aquellos casos que
presentan la t(8;21)(g22;922), inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922), la t(15;17)(q22;q12) o
en la leucemia aguda eritroide, cuando los precursores eritroides representan mas del 50% de
la celularidad total de la médula dsea y el porcentaje de blastos en la poblacion no eritroide

supera el 20% (Vardiman et al, 2008).

1.1.2. Incidencia.

La incidencia de la LAM es de 3-5 casos/100.000 habitantes y afio, es ligeramente mas
frecuente en varones (relacion hombre:mujer de 5:3) y aumenta progresivamente con la edad,
especialmente a partir de la quinta o sexta década de la vida. En los paises occidentales las
LAM representan el 90% de las leucemias agudas de los adultos y el 15-20% de las leucemias

agudas de los nifios menores de 15 afios, con un pico de incidencia a los 3-4 afios.

1.1.3. Etiologia.

En la mayoria de los casos la etiologia de la LAM es desconocida, si bien determinados factores
predisponentes y posibles agentes leucemogenos han sido relacionados con un mayor riesgo

de padecer LAM (tabla 1).
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Tabla 1. Factores implicados en la etiologia de la LAM.

Enfermedades congénitas

*  Sindrome de Down
¢ Sindrome de Klinefelter
e Sindromes de insuficiencia medular congénita
- Anemia de Fanconi
- Neutropenia congénita grave (sindrome de Kostmann)
- Sindrome de Shwachman-Diamond
- Anemia de Diamond-Blackfan
¢ Sindrome de Bloom
. Ataxia-telangiectasia

. Neurofibromatosis de tipo 1 (enfermedad de Von Recklinghausen)

Radiaciones ionizantes

. Supervivientes a explosiones atémicas
. Supervivientes a accidentes nucleares
. Exposicidn ocupacional

o Pacientes irradiados

Neoplasias hematoldgicas

. Sindromes mielodisplasicos

. Neoplasias mieloproliferativas

Agentes toxicos

. Benceno y otros hidrocarburos aromaticos
. Tratamientos quimioterapicos

- Agentes alquilantes

- Inhibidores de laADN topoisomerasa Il

- Otros (antimetabolitos...)

La observacién ocasional de leucemia en varios miembros de una misma familia y la mayor
incidencia de leucemias entre hermanos gemelos univitelinos, sugiere un probable papel de la
herencia en la aparicion de las LAM.

Diferentes alteraciones citogenéticas se asocian a un mayor riesgo de desarrollar LAM, como la
trisomia del cromosoma 21 en el sindrome de Down. Se estima que el riesgo de desarrollar
una LAM en este grupo de pacientes es 10 a 20 veces superior al de la poblaciéon normal.

La anemia de Fanconi, enfermedad autosdmica recesiva caracterizada por presentar una
insuficiencia medular progresiva y alteraciones somaticas constitucionales (cardiacas, atresias
o estenosis), también presenta una elevada incidencia de sindromes mielodispldsicos (SMD),
LAM y tumores solidos.

Entre los diferentes tipos de cancer, la leucemia es la neoplasia mas asociada a las radiaciones

ionizantes, siendo la linea mieloide la mas frecuentemente afectada.
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Entre los agentes quimicos identificados como probables causantes de LAM estd el benceno.
Los trabajadores expuestos a este compuesto, como ha sucedido en la industria del calzado o
el petréleo, presentan un mayor riesgo de desarrollar LAM.

Las mejoras en el tratamiento de muchos tipos de cancer, hematopoyéticos o no, se han
traducido en muchos casos en un aumento de la supervivencia de estos pacientes y, por tanto,

en un incremento del riesgo de desarrollar una LAM secundaria al tratamiento (t-LAM).

1.1.4. Fisiopatologia.

La mayoria de las mutaciones encontradas en la LAM son consecuencia de eventos aleatorios
previos a la adquisiciéon de la mutacion "conductora" inicial. Se ha calculado que las células
progenitoras hematopoyéticas (CPH) normales pueden adquirir alrededor de 0.13 +/- 0.02
mutaciones "pasajeras" por afio de vida (Welch et al, 2012). El primer paso en el desarrollo de
una LAM requiere la adquisicion de una mutacion "conductora", por ejemplo PML-RARA o el
gen de la nucleofosmina (NMP1), en el contexto de una CPH que ya contiene cientos de
mutaciones "pasajeras” adquiridas al azar, que se han acumulado con el tiempo. Esta mutacion
"conductora" le confiere una ventaja proliferativa con la consecuente expansién clonal, que
acarreara tanto la mutacidon "conductora" como las mutaciones "pasajeras". Cuando se
produce una segunda mutacién "conductora", por ejemplo la duplicacion interna en tandem
del gen FLT3 (FLT3-ITD), todas las mutaciones "pasajeras" adquiridas desde el primer evento
también serdn capturadas. Estas células daran lugar al clon fundador que se detecta en el
momento del diagndstico y que contiene unas pocas mutaciones "conductoras" y muchas
mutaciones "pasajeras" que ha ido capturando desde el primer evento. El nimero de
mutaciones "pasajeras" adquiridas dependera del tiempo trascurrido desde el evento inicial y
de la tasa mutacional de estas células y se calcula que puede oscilar de decenas a cientos de
mutaciones (Walter et al, 2012). En muchos casos sdlo se necesitan una o dos mutaciones
“conductoras" adicionales para el desarrollo de una LAM. Posteriormente, las células del clon
fundador pueden adquirir mutaciones cooperantes adicionales, que daran lugar a subclones
que pueden contribuir a la progresion de la enfermedad o a la recaida (Welch et al, 2012)

(Figura 1).

23



Figura 1. Origen de las mutaciones "conductoras" y "pasajeras" durante la evolucién de la LAM

(tomado de Welch et al, 2012).
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En el proceso de la leucemogénesis se ha propuesto la cooperaciéon entre dos tipos de
mutaciones, las mutaciones de clase | y las de clase Il. Las mutaciones de clase | resultan de la
activacién constitutiva de receptores tirosin quinasa o de genes de la via de transduccion de
sefiales en RAS-BRAF-MEK-ERK que confieren una ventaja proliferativa y/o de supervivencia a
los progenitores hematopoyéticos, al estimular el ciclo celular y la proliferacién. Las
mutaciones de clase Il, por su parte, inactivan factores de transcripcién y dan lugar a una
pérdida de la diferenciacion hematopoyética y a la adquisicion aberrante de propiedades de
auto-renovacion (Tabla2).

Esta hipdtesis se basa en la extrapolacion de lo observado en pacientes con cancer, en los que
coexisten mutaciones en genes que participan en diferentes vias, mientras que genes que
participan en la misma via raramente estdn mutados en la misma muestra (Yeang et al, 2008).
La coexistencia de mutaciones en genes de la misma clase en la LAM también es muy poco
frecuente y se limita a mutaciones en N-RAS, TP53, MLL-PTD y NMP1. Generalmente estas
mutaciones se adquieren en el momento de la recaida y en casi todos los casos se presentan
conjuntamente con mutaciones de clase | y Il, por lo que se ha sugerido que puede tratarse de
eventos tardios, una vez establecidas las mutaciones en ambas subclases (Ishikawa et al,

2009).
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Tabla 2. Mutaciones de clase | y clase II.

Dominio tirosin cinasa FLT3-ITD + FLT3-TKD

Mutaciones puntuales cKIT

Mutaciones puntuales cFMS

Mutaciones clase | Mutaciones puntuales JAK2

Via RAS/BRAF Mutaciones puntuales en KRAS o NRAS

Mutaciones puntuales en BRAF

Mutaciones puntuales en PTPN11

Factores de transcripcion Reordenamientos AML1/CBFB

Mutaciones puntuales en AML1

Reordenamientos del gen MLL

MLL-ITD

Mutaciones clase Il
Reordenamientos del gen RARA

Reordenamientos del gen EVI1

Mutaciones puntuales de CEBPA

Mutaciones puntuales de NPM1

También se ha observado, en modelos murinos, que la combinacién de PML-RARA con
mutaciones en JAK1 o FLT3-ITD, puede acelerar el desarrollo de una LAM (Kelly et al, 2002;
Wartman et al, 2011).

El hecho de que se haya descrito la asociacién entre mutaciones de clase | y algunas proteinas
de fusién, como por ejemplo entre c-KIT o RAS y las LAM con afectacidon del complejo core
binding factor (CBF), la asociacidon entre mutaciones de clase | y mutaciones en AML1 y la
frecuente asociacién entre las mutaciones en NMP1 y la FLT3-ITD, o MLL y RAS o entre MLLy
BRAF también apoyan esta hipdtesis (Pedersen-Bjergaard et al, 2008; Renneville et al, 2008).
Este alto grado de exclusividad mutua dentro de las mutaciones de clase | y Il sugiere la
ausencia de ventaja proliferativa en las mutaciones adicionales de genes dentro de una misma
clase y que las mutaciones de dos genes de la misma clase puede inducir la apoptosis en lugar
de la transformacién leucémica (Pedersen-Bjergaard et al, 2006).

Los reordenamientos en AML1/CBFB, MLL, RARA y EVI1 se presentan mayoritariamente en el
momento del diagndstico y raramente durante la evolucidn de la enfermedad o en subclones,
lo que sugiere que las mutaciones de clase Il a menudo representan eventos primarios de la
leucemogénesis. El hecho de que pacientes con FLT3-ITD en el momento del diagndstico
recaigan sin esta mutacién y que en ocasiones se presenten de forma simultanea dos tipos
diferentes de mutaciones clase |, generalmente representando diferentes subclones, también
apoya esta hipotesis.

El sindrome plaquetario familiar con predisposicion a la leucemia mieloide aguda (FPD/LAM)
es una enfermedad autosémica dominante, consecuencia de una mutacion heterocigota en el
gen de transcripcion RUNX1, locacalizado en el cromosoma 21g22. Esta entidad se caracteriza

por una trombocitopenia moderada, una disfuncién plaquetar y un mayor riesgo de desarrollar
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una LAM. La frecuente asociaciéon de este sindrome con 7g-/-7, también sugiere que las
mutaciones de clase Il preceden a las mutaciones de clase | (Deguchi et al, 2002; Renneville et
al, 2008).

TP53 es un gen supresor de tumores, localizado en el cromosoma 17 p13.1, que juega un papel
importante en la apoptosis, la estabilidad genética y la inhibicién de la angiogénesis. Se ha
sugerido que la inhibiciéon de TP53 puede favorecer la apariciéon de nuevas alteraciones
citogenéticas durante el desarrollo de la LAM (Ishikawa et al, 2009). Este hecho junto con su
asociacion con el cariotipo complejo (Haferlach et al, 2008) y con mutaciones tanto de clase |
como de clase Il, han propiciado que las mutaciones en TP53 sean consideradas una nueva
clase de mutaciones de tipo Il implicadas en la leucemogénesis (Pedersen-Bjergaard et al,

2008) (Figura 2).

Figura 2. Vias de transduccién de sefales y clasificacidon de las mutaciones en SMD y LAM

(tomada de Pedersen-Bjergaard et al, 2008).
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1.1.5. Manifestaciones clinicas y hallazgos de laboratorio.

Las manifestaciones clinicas en los pacientes con LAM son consecuencia de la insuficiencia
medular, secundaria a la infiltracion por células blasticas de la médula dsea y al bloqueo de la
diferenciacion mieloide, y a la infiltracion de érganos y tejidos. Su inicio es generalmente
agudo, aunque en ocasiones se puede detectar de forma fortuita en una analitica de control
(Tabla 3).

Tabla 3. Manifestaciones clinicas en la LAM.

Manifestaciones clinicas secundarias a la insuficiencia medular

Anemia Intensidad variable (palidez cutdnea, astenia, actfenos,

cefaleas, disnea, taquicardia...).

Neutropenia Predisposicion a infecciones.

El 30-50% de los pacientes presentan fiebre al
diagnostico.

Focos infecciosos mas frecuentes: orofaringe,

pulmones, piel y area perirrectal.

Trombocitopenia Manifestaciones hemorragicas (purpura, gingivorragias,
epistaxis, hemorragias retininas y conjuntivales,

hematuria, hematemesis, melenas, hemoptisis).

Manifestaciones clinicas secundarias a la infiltracion extramedular

Sistema nervioso central Infiltracién meningea (5-7%), generalmente
asintomatica (M4 y M5). Signos y sintomas secundarios
a la hipertension endocraneal (vémitos, cefalea, edema
de papila, somnolencia).

Infiltracién de pares craneales (Vy VII)

Leucostasis: cefalea, confusién, inestabilidad a la

marcha, trastornos visuales y coma.

Hepaticas, esplénicas y ganglionares Esplenomegalia moderada (50% de los pacientes).

Adenopatias, poco frecuente (M5)

Cutdneas Infiltracién cutdanea < 10% de los pacientes (mas
frecuente en M4 y M5 de la FAB).

Sindrome de Sweet o dermatosis neutrofilica aguda
(nédulos o placas de color rojo, dolorosos,
habitualmente en extremidades y que en ocasiones

pueden preceder al diagndstico de LAM).

Mucosa oral Hipertrofia gingival (M4 y M5).

Oculares Infiltracién del nervio éptico (papiledema, dolor ocular,

visidén borrosa o ceguera unilateral de inicio brusco)

Pulmonares Neumonia.
Hemorragia pulmonar.

Leucostasis pulmonar (infiltrados intersticiales).
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Gastrointestinales Disfagia (generalmente secundaria a candidiasis).
Infecciones del area rectal y perirrectal.
Tiflitis o colitis necrotizante (>10% de los pacientes que

reciben quimioterapia intensiva).

Cloromas Masas o tumores sélidos de células leucémicas en
localizaciones diversas: hueso, mama, ovarios, Orbita,
duramadre, intestino delgado...(pueden preceder en

meses al diagndstico de una LAM)

Manifestaciones por hipercelularidad o liberacion de sustancias

Leucostasis e hiperviscosidad Manifestaciones neurolégicas y pulmonares.

Liberacidon de sustancias intracelulares Coagulacion intravascular diseminada.

tromboplastinicas

Alteraciones metabdlicas Hiperuricemia, acidosis lactica, alteracion del

metabolismo del potasio...

Sindrome de lisis tumoral Hiperuricemia, hiperpotasemia, hiperfosfatemia e

hipocalcemia e insuficiencia renal.

Sintomas inespecificos

Astenia, anorexia, dolores osteomusculares.

Respecto a los datos de laboratorio, generalmente se observa una anemia normocitica,
normocromica y arregenerativa, secundaria a la anulacién del tejido hematopoyético normal
por la proliferacion leucémica. A veces presenta un caracter megaloblastico, debido al excesivo
consumo de 4acido félico por parte de las células leucémicas y, excepcionalmente, la anemia
tiene caracter hemolitico. Las anomalias eritrocitarias cualitativas como la anisopoiquilocitosis
son especialmente intensas en la eritroleucemia. Se observa también de forma practicamente
constante una trombocitopenia secundaria a la disminucién de precursores medulares y las
dismorfias plaquetares son frecuentes. Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan
una leucocitosis superior a 20x10e9/L, pero sélo en un 5-25% la hiperleucocitosis es superior a
100x10e9/L. El resto de los pacientes presentan una cifra normal de leucocitos o una
leucopenia (25%). El andlisis de las poblaciones leucocitarias generalmente pone de manifiesto
una neutropenia, secundaria a la insuficiencia medular y a la presencia de células blasticas.
Excepto la coagulacidon intravascular diseminada que puede observarse en la leucemia
promielocitica y cursa con un descenso de la tasa de protrombina, una disminucion del
fibrindgeno sérico y la presencia de productos de degradacion del fibrindgeno, como el dimero
D, otras alteraciones de la hemostasia y la coagulacion son poco comunes e inespecificas.

Los pacientes con LAM no presentan alteraciones bioquimicas especificas y mayoritariamente
son reflejo del elevado recambio celular. Son frecuentes la hiperuricemia, el aumento de la

lactatodeshidrogenasa sérica, la hipocalcemia, la hiperpotasemia y la hiperfosfatemia.
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En el frotis de médula ésea se observa, en la mayoria de los casos, una celularidad abundante
debido a la infiltracidon por blastos leucémicos. En una pequefia proporcion de pacientes se
puede observar un frotis medular hipocelular (5-10%) debido a la presencia de cierto grado de
fibrosis (especialmente frecuente en la variedad megacarioblastica) o a un excesivo
empaquetamiento medular secundario a la infiltracion blastica leucémica. La blastosis
medular, que debe ser igual o superior al 20%, suele oscilar entre el 50 y el 100% de la

celularidad total y su aspecto varia segun el tipo morfoldgico.

1.1.6. Clasificacion.

La LAM es una enfermedad heterogénea que se puede clasificar en funcidn de varios criterios.
La clasificacion franco-americano-britanica (FAB), nacida en 1976 a raiz de una serie de
reuniones de trabajo de citélogos franceses, americanos y britanicos, se basaba
exclusivamente en criterios morfoldgicos y en el comportamiento citoquimico de las células
blasticas y estuvo vigente practicamente hasta el afio 2000. Inicialmente se definieron 7
categorias (Bennett et al, 1976) y posteriormente, tras la incorporacion de los criterios
inmunoldgicos se anadieron los subtipos de leucemia aguda megacarioblastica (Benet et al

1985) y leucemia aguda indiferenciada (Benet et al 1991) (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion FAB de las leucemias agudas.

TIPO CARACTERISTICAS

<3% blastos MPO+; marcadores celulares mieloides o positividad para MPO por
LAMO (no diferenciada)
ultraestructura

LAM1 (sin maduracién) >3% blastos MPO+; ausencia o poca granulacién en los blastos

LAM2 (con maduracion) >3% blastos MPO+; granulacién en mas de un 10% de los blastos

Granulacién intensa, astillas citoplasmaticas; negatividad para HLA-DR. Hay una
LAM3 (promielocitica)
variante hipogranular

>20% promonocitos, esterasas inespecificas positivas. Hay una variante con
LAM4 (mielomonocitica)
eosinofilia

Dos variantes LAM5a (monoblastos) y LAM5b (promonocitos). Positividad para
LAM5 (monocitica)
esterasas y marcadores celulares monociticos (CD14 y CD11)

Eritroblastos >50% y 230% blastos mieloides entre las células no eritroides;
LAMBG (eritroblastica)
positividad para glicoforina

Positividad para marcadores plaquetarios por inmunofenotipo (CD41 y CD61) o
LAM7 (megacarioblastica)
ultrastructura

FAB: grupo Franco-Americano-Britanico; LAM: leucemia aguda mieloblastica; MPO: mieloperoxidasa;

CD: cluster of differentiation; HLA: antigeno leucocitario humano.
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A finales de la década de los 90, un grupo de expertos de multiples paises, impulsado por la
OMS, efectud una nueva clasificacién (Harris et al, 1999) que incorporaba los conocimientos
inmunofenotipicos y citogenéticos a los clasicos clinicos y morfoldgicos, lo que resulté en el
reconocimiento de nuevas entidades con relevancia clinica, terapéutica y prondstica, que se

han ido incorporando a sucesivas actualizaciones, la Ultima en el afio 2008 (tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de la OMS (2008) de la LAM.

SUBTIPOS

LAM con alteraciones genéticas | « | AM con t(8;21)(922;922); RUNXI-RUNX1T1
recurrentes *  LAM con inv(16)(p13.1g22) 0 t(16 ;16)(p13.1;q22); CBF8/MYH11
* LA promielocitica con t(15;17)(g22;q12); PML/RAR«a

* LAMcon t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

*  LAM con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

* LAMconinv(3)(q21;926.2) o t(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1

®*  LAM (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1

®*  LAM con mutacién de NPM1

. LAM con mutacion de CEBPA

LAM con alteraciones relacionadas con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con tratamiento

LAM no especificadas *  LAM minimamente diferenciada
®*  LAM sin maduracion

®*  LAM con maduracién

®* LA mielomonocitica

®* LA monoblastica y monocitica

®  LAeritroblastica

®* LA megacarioblastica

® LA basofilica

®  Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides *  Mielopoyesis andmala transitoria

relacionadas con sindrome de L . ,
. Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

Down

Neoplasia blastica de células dendriticas plasmocitoides

*Tomado de WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 2008.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud; LA: leucemia aguda; LAM: leucemia aguda mieloblastica.
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En funcion de su historia natural, la LAM también se puede clasificar en tres categorias
diferentes:

- LAM secundaria (s-LAM) en pacientes con una historia previa de sindrome

mielodisplasico (SMD) o neoplasia mieloproliferativa (NMP), LAM con displasia

multilinea o LAM con alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD (tabla 6).

Tabla 6. Alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD (tomado de WHO Classification of

Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 2008).

Cariotipo complejo

>3 alteraciones citogenéticas no relacionadas. Se excluyen:
1(1;22)(p13;913), inv(3)(q21926.2) o t(3;3)(q21;926.2), t(6;9)(p23;934),
1(8;21)(922;922), t(9;11)(p22;923), t(15;17)(q22;912), inv(16)(p13.1922)
o t(16;16)(p13.1;922).

Alteraciones desequilibradas

-7/del(7q)
-5/del(5q)
i(17a)/t(17p)
-13/del(13q)
del(11q)
del(12p)/t(12p)
del(9q)
idic(X)(q13)

Alteraciones equilibradas

t(11;16)(g23;p13.3)
t(3;21)(926.2;622.1)
t(1;3)(p36.3;g21.1)
t(2;11)(p21;923)
1(5;12)(933;911.2)
t(5;7)(933;q11.2)
t(5;17)(g33;p13)
t(5;10)(933;921)
t(3;5)(a25;934)

- Neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento (t-NM). en individuos

previamente expuestos a quimioterapia y/o radioterapia.
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- LAM de novo en ausencia de un SMD/NMP previo o a la exposicion a

quimioterapia y/o radioterapia previa.

1.2. LAM de novo.

1.2.1. Alteraciones citogenéticas.

Las alteraciones citogenéticas y moleculares en el momento del diagndstico son uno de los
factores prondsticos mas importantes para la estratificacion de los pacientes con LAM en
diferentes categorias prondsticas (Smith et al, 2011). Si bien las diferentes clasificaciones
existentes (CALGB, SWOG/ECOG, MRC y ELN) estan de acuerdo en que los pacientes con
afectacién del complejo CBF deben ser incluidos en el grupo de riesgo favorable, los pacientes
con cariotipo normal en el grupo de riesgo intermedio y los pacientes con cariotipo complejo
en la categoria de riesgo adverso, difieren en la clasificacion de las restantes alteraciones
citogenéticas recurrentes, en la definicién de cariotipo complejo (>3, >4 6 2 5 alteraciones no
relacionadas) y Unicamente la clasificacion de la European LeukemiaNet (ELN) incluye las
alteraciones moleculares. Por otro lado, Breems et al (J Clin Oncol 2008) sugirieron la
existencia de un nuevo grupo citogenético de riesgo adverso, denominado cariotipo
monosémico (CM), caracterizado por la presencia de una monosomia autosdmica (MA)

acompafiada de otra MA o de una alteracion estructural.

1.2.1.1. Categorias de riesgo citogenético segun el United Kingdom Medical Research Council

trials (MRC).
En el afio 1998, a partir del estudio de 1612 pacientes (364 nifios menores de 15 afios y 1062

adultos) diagnosticados de LAM de novo (337 nifos y 1460 adultos) y s-LAM (22 nifios y 119
adultos) y tratados entre los afios 1998 y 1995 segun el protocolo AML 10, Grimwade et al
(Blood 1998) analizaron el impacto prondstico de las alteraciones citogenéticas presentes en el
momento del diagndstico. En la tabla 7 se recogen los diferentes grupos de riesgo con las
alteraciones citogenéticas asignadas a cada uno de los grupos.

En este estudio, el valor predictivo de las alteraciones citogenéticas al diagndstico se mantuvo
en todos los grupos de edad analizados, en los pacientes diagnosticados de LAM de novo y s-
LAM, en los pacientes tratados exclusivamente con quimioterapia y en aquellos en los que se
realizd un trasplante de progenitores autogénico (auto-TPH) o alogénico (alo-TPH). Este ultimo
hecho confirma la observacién, ya reportada por otros autores, que el impacto prondstico de

las alteraciones citogenéticas en el momento del diagndstico también se mantiene en el
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contexto del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) en primera remisién completa

(RC) (Gale et al 1995; Ferrant et al, 1997).

Tabla 7. Categorias de riesgo citogenético segun el MRC (tomado de Grimwade et al, 1998)

RIESGO MRC 1998

Favorable t(8;21)(922;922)
Independientemente de la presencia

inv(16)/ t(16;16)
de alteraciones adicionales.

t(15;17)

Intermedio Cariotipo normal

+8

+21

+22

del(7q)

del (9q)

Anomalias 11923

Alteraciones citogenéticas no incluidas en las categorias de

pronéstico favorable o adverso.

Adverso -5/del(5q)

-7

Anomalias 3q

Cariotipo complejo (=5 alteraciones)

Dado que en este primer estudio las alteraciones citogenéticas presentes en menos de 20
pacientes no fueron consideradas individualmente y se asignaron al grupo de riesgo
intermedio, en el afio 2010 Grimwade et al (Blood 2010) analizaron el impacto prondstico de
las alteraciones citogenéticas en el momento del diagndstico en una serie de 5876 pacientes
diagnosticados de LAM (435 s-LAM) entre los afios 1988 y 2009 y tratados con los protocolos
vigentes en cada momento (AML 10, AML 12 y AML 15), con el objetivo de determinar el
impacto prondstico de las alteraciones citogenéticas recurrentes poco frecuentes. Como
resultado de este analisis se propuso una nueva clasificacion que se muestra en la tabla 8.

Ambos estudios confirmaron que en los pacientes con afectacién del complejo CBF las
alteraciones citogenéticas adicionales, incluidas las de prondstico desfavorable, no tienen
impacto prondstico sobre la tasa de RC, supervivencia libre de progresién (SLP) ni

supervivencia global (SG).
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Tabla 8. Categorias de riesgo citogenético segun el MRC (tomado de Grimwade et al, 2010).

RIESGO MRC 2010

Favorable t(8;21)(922;q922)

Independientemente de la presencia
inv(16)/ t(16;16)
de alteraciones adicionales.

t(15;17)

Intermedio Entidades no incluidas en las categorias de prondstico favorable o
adverso.

Adverso Anomalias 3q, excepto t(3;5)(q21~25;931~35)

inv(3)(921026)/ t(3;3)(q21;026)
-5/ add(5q)/ del(5q)
-7/ add(7q)/ del(7q)

t(6;11)(927;923)

t(10;11)(p11~13;923)

t(11g23), excepto t(9;11)(p21~22;q23) y t(11;19)(q23;p13)

t(9;22)(g34;q11)

-17/anomalias 17p

Cariotipo complejo (>4 alteraciones)

1.2.1.2 Categorias de riesgo citogenético segun el Southwest Oncology Group/Eastern

Cooperative Oncology Group Study (SWOG/ECOG).

En el afio 2000 Slovak et al (Blood 2000) analizaron el impacto prondstico de las alteraciones
citogenéticas en el momento del diagndstico en una serie de 609 adultos jovenes (< 56 afios)
diagnosticados de LAM, tratados con quimioterapia, auto-TPH o alo-TPH de donante
emparentado (DE). A diferencia de la clasificacion propuesta por el MRC, considera una cuarta
categoria de riesgo indeterminado que incluye las alteraciones citogenéticas que no han sido
incluidas en las categorias de prondstico favorable, intermedio o adverso (Tabla 9).

En este estudio se sugiere que las alteraciones citogenéticas en el momento del diagndstico
tienen un impacto prondstico en la tasa de respuesta al tratamiento de induccidén y que
también podria participar en el impacto prondstico de las diferentes modalidades terapéuticas

una vez alcanzada la RC.
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Tabla 9. Categorias de riesgo citogenético segliin el SWOG/ECOG (tomado de Slovak et al,
2000).

RIESGO SWOG/ECOG

Favorable 1(8;21)(922;922) sin del(9q) o cariotipo complejo

inv(16)/ t(16;16)/ del(16q)

t(15;17) +/- alteraciones secundarias

Intermedio Cariotipo normal

-Y

+6

+8

del(12p)

Adverso Cariotipo complejo (23 alteraciones)

Alteraciones 3q

-5/del(5q)

t(6;9)

-7/del(7q)

Alteraciones 9q

t(9;22)

Alteraciones 11q

Alteraciones 20q

Alteraciones 21q

Alteraciones 17p

Indeterminado Alteraciones no incluidas en las otras categorias

1.2.1.3. Categorias de riesgo citogenético segun el Cancer and Leukemia Group B (CALGB).

En el afio 2002 Byrd et al (Blood 2002) analizaron de forma prospectiva el impacto prondstico
de las alteraciones citogenéticas al diagndstico, en la tasa de RC, SLP y SG a los 5 afios, en una
serie de 1213 pacientes adultos diagnosticados de LAM de novo que recibieron una terapia de
induccion similar (CALGB 8461). A diferencia de las clasificaciones previas, el valor prondstico
de las diferentes alteraciones citogenéticas recurrentes se evalué de forma independiente
para cada una de las variables analizadas (Tabla 10).

En este estudio también se observé que en los pacientes con t(8;21), inv(16)/t(16;16) y t(9;11)
la presencia de alteraciones citogenéticas adicionales e incluso cariotipo complejo no tenian

impacto prondstico sobre la tasa de RC, la SLP ni la SG.



Tabla 10. Categorias de riesgo citogenético segun el CALGB (tomado de Byrd et al, 2002).

RIESGO REMISION COMPLETA INCIDENCIA ACUMULADA DE RECAIDA SUPERVIVENCIA GLOBAL
Favorable 1(8;21)(922;922) t(8;21)(922;922) t(8;21)(922;922)
inv(16)/ t(16;16) inv(16)/ t(16;16) inv(16)/ t(16;16)
del(9)(a)
Intermedio | Cariotipo normal Cariotipo normal Cariotipo normal
-Y +8 aislada/+8 mds otra alteracion -Y
t(6:9) del(9q) del(5)(q)
-7/ del(7q) t(9;11) del(7q)
+8 aislada/+8 mas otra alteracion +11 t(9;11)
del(9q) +13 +11
t(9;11) del(11q)
+11 alteraciones 12p
del(11q) +13
t(11;19)(g23;p13.1) del(20q)
+13 +21
del(20q)
+21
Adverso Cariotipo complejo (>3 alteraciones) Cariotipo complejo (>3 alteraciones) Cariotipo complejo (=3

alteraciones)

inv(3)/t(3;3) -7 inv(3)/t(3;3)
alteraciones 12p +21 t(6;9)
t(6;11)
-7

+8 aislada/+8 mas otra alteracion

t(11;19)(g23:p13.1)

Dada la falta de consenso en la definicion de cariotipo complejo por las diferentes

clasificaciones previas (presencia de > de 5 anomalias citogenéticas o > de 3 en ausencia de las

alteraciones citogenéticas que afectan el complejo CBF), se analizé el impacto de la presencia

de 3 ¢ 4 alteraciones frente a 5 6 mds sin observarse diferencias significativas, por lo que en

este estudio se definid el cariotipo complejo como la presencia de = 3 alteraciones (Figura 3).
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Figura 3. Supervivencia global de los pacientes diagnosticados de LAM vy cariotipo complejo
definido por la presencia de > 3, 3 6 4, y > 5 alteraciones (excluidos los pacientes con t(8;21),

inv(16)/t(16;16), t(9;11) y cariotipo normal) (tomado de Byrd et al, 2002).
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1.2.1.4. Categorias citogenéticas segun la European LeukemiaNet (ELN).

La clasificacién propuesta por la ELN en el afio 2010 se diferencia de las restantes
categorizaciones del riesgo citogenético por incorporar en la estratificacién de los pacientes
con cariotipo normal, las alteraciones moleculares reconocidas en la clasificacion de la OMS
2008 y por la subdivision del grupo de riesgo intermedio en intermedio-l e intermedio-ll
(D6hner et al, 2010). Ademas, los pacientes con cariotipo normal y NMP1 mutada con FLT3-ITD
no mutado o CEBPA mutado quedan asignados al grupo de prondstico favorable (Tabla 11).

Posteriormente Rolling et al (J Clin Oncol 2011) evaluaron el impacto prondstico de dicha
clasificacion en una cohorte de 1862 pacientes (1557 evaluables) tratados con el mismo
esquema terapéutico (AML 96) entre los afos 1996 y 2005. En este estudio, al comparar la SG
de los pacientes con afectacion del complejo CBF, NPM1+/FLT3-ITD-, CEBPA+/FLT3-ITD- y
riesgo intermedio | y Il, se observd una mayor SG en el grupo con afectacién del complejo CBF
respecto a los grupos NPM1+/FLT3-ITD- y CEBPA+/FLT3-ITD- con cariotipo normal. Estos dos
ultimos subgrupos presentaban a su vez una mayor SG que los pacientes asignados a los
grupos de riesgo intermedio | y Il, hecho que justificaria la asignacién de los pacientes

NPM1+/FLT3-ITD-, CEBPA+/FLT3-ITD- en el grupo de riesgo favorable (Figura 4).
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Tabla 11. Categorias de riesgo citogenético segun la ELN (tomado de Déhner et al, 2010).

RIESGO ELN

Favorable t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922)/ t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

NPM1 mutada sin FLT3-ITD
Cariotipo normal

CEBPA mutada

Intermedio-I NPM1 mutada y FLT3-ITD

NPM1 no mutaday FLT3-ITD Cariotipo normal

NPM1 no mutada sin FLT3-ITD

Intermedio-Il t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Entidades no incluidas en las otras categorias.

Adverso inv(3)(921926.2) o t(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); reordenamiento MLL

-5/ del(5q)

-7

Alteraciones 17p

Cariotipo complejo (23 alteraciones, sin t(8;21), inv(16) o
t(16;16), t(15;17), t(9;11), t(6;9), inv(3) o t(3;3),

reordenamiento MLL).

Figura 4. Supervivencia global (SG) de acuerdo con las categorias de riesgo citogenético de la
ELN, incluidos los siguientes subgrupos dentro del riesgo favorable: CBF, NPM1+/FLT3-ITD- y
CEBPA+/FLT3-ITD- (tomado de Rollig et al, 2011).
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En este estudio también se confirmé el impacto prondstico de las diferentes categorias de
riesgo citogenético (favorable vs. intermedio-l vs. intermedio-Il vs. adverso) a pesar que en los
pacientes > de 60 afios no se observaron diferencias significativas en la SG ni en la SLP entre
los grupos intermedio-1y Il. Este hecho fue confirmado posteriormente por Mrdézek et al (J Clin
Oncol 2012) que compararon, en una serie de 1550 pacientes, las tasas de RC, SLP y SG de los
pacientes menores y mayores de 60 afios de forma independiente. Dada la diferente
proporcién de las alteraciones citogenéticas entre ambos grupos (Figura 5) y el peor
prondstico de los pacientes mayores de 60 afios en todas las categorias (Figura 6), los
pacientes jovenes y ancianos deberian analizarse de forma separada al utilizar esta

clasificacion.

Figura 5. Distribuciéon de los pacientes < de 60 afios (A) y > de 60 afios (B) segln las categorias

citogenéticas prondsticas propuestas por la ELN (tomado de Mrozek et al, 2012).




Figura 6. SLP (A) y SG (B) en pacientes < 60 afios; SLP (C) y SG (D) en pacientes > 60 afios de

acuerdo con las categorias de riesgo citogenético de la ELN (tomado de Mrozek et al, 2012).

>
m

~— Favorable (n = 339)
Intermediate-| (n = 144)
— Intermediate-Il (n = 156)

1.0 4 ~— Favorable (n = 324) 1.0 1%
Intermediate-| (n = 109)
— Intermediate-ll (n = 123)

£ 0.8 — Adverse (n = 90) 0.8 — Adverse (n = 179)
2 B
=] =
i 5 0.6 E g 0.64
= =1
Lo g
w o =
v 2 044 © O 044
[z = o o
© — S =
1] o
%3 0.2 0.2 1
=] Y
P<.001 P< 001
T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
c Time {years) Time (years)
1.0 4 —— Favorable (n = 120) 1.0 —— Favorable (n = 145)
Intermediate-1 (n = 83) Intermediate-l (n = 136)
— Intermediate-Il {n = 139) — Intermediate-l (n = 222)
084 = Adverse (n = 89) 0.8 —— Adverse (n = 229)

Disease-Free Survival
{probability)
Overall Survival
{(probability)

0 1 2 3 H 5 0 1 2 2 4 5
Time (years) Time (years)

1.2.1.5. Cariotipo monosémico

En el afio 2008 Breems et al, dada la falta de consenso en la definicidn del cariotipo complejo
como la presencia de = 3 (Slovak et al 2000; Byrd et al 2002; Dohner et al 2010), > 4 (Grimwade
et al 2010) 6 2 5 (Grimwade et al, 1998) alteraciones citogenéticas no relacionadas, analizaron
el impacto pronédstico de las diferentes anomalias del cariotipo complejo (pérdida de > 1
cromosoma, ganancia de > 1 cromosoma y la presencia de alteraciones estructurales,
cromosomas marcadores o anillos) en una serie de 1975 pacientes, entre 15 y 60 afios de
edad, diagnosticados de LAM (excepto leucemia aguda promielocitica) entre los afios 1997 y
2004, y tratados segun los protocolos vigentes (AML 4, AML 4a,AML 29 y AML 42) en cada
momento (Breems et al, 2008).

En este estudio se observd que los pacientes con una MA o 2 2 MA en el momento del
diagndstico, presentaban una < SG que aquellos que no presentaban ninguna MA (SG a los 4
afios 12%, 3% y 27% respectivamente; p < 0.001) (Figura 7). Del mismo modo, los pacientes
que presentaban > 2 alteraciones estructurales presentaban una < SG respecto los pacientes
sin alteraciones estructurales o con una alteracién estructural (SG a los 4 afios 11% vs 24%; p<
0.001). El impacto prondstico peyorativo del CM se mantuvo en los pacientes con cariotipo

complejo (figura 7) y en los pacientes con alteraciones citogenéticas de mal prondstico (-5/-7),
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pero la presencia de cromosomas extra, cromosomas marcadores o anillos no tuvo impacto

prondstico en la SG.

Figura 7. SG de los pacientes diagnosticados de LAM, excluidos los pacientes con afectacion del
complejo CBF. (A) SG en relacidn al numero de MA presentes en el momento del diagndstico.
(B) SG en relacion al CM vy cariotipo complejo, definido como la presencia de > 3 alteraciones

citogenéticas (tomada de Breems et al, 2008).
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Como resultado de este estudio se definid un subgrupo de pacientes de muy mal prondstico,
denominado CM, caracterizado por la presencia de una MA acompafiada de otra MA o de una
alteracion estructural, y se definieron 4 grupos de riesgo citogenético (Tabla 12) con diferente

impacto prondstico (Figura 8).



Tabla 12. Categorias de riesgo citogenético segun Breems et al.

RIESGO Breems et al

Favorable inv(16)(p13.1922)/ t(16;16)(p13.1;022)

t(8;21)(922;022)

Intermedio Cariotipo normal

X/ -Y
Adverso Otras alteraciones citogenéticas + CM-
Muy adverso Otras alteraciones citogenéticas + CM+

Figura 8. Supervivencia global de las cuatro categorias prondsticas propuestas por Breems et al

(tomada de Breems et al, 2008).
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Posteriormente se ha confirmado en diferentes estudios la asociacién del CM con la edad
avanzada y su impacto prondstico peyorativo en pacientes de edad avanzada, en pacientes con
cariotipo complejo, con alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia y con
anomalias citogenéticas de riesgo adverso (-5/del(5q), -7, anomalias 17p y cariotipo complejo)
asi como su baja asociacion con la FLT3-ITD o con mutaciones del gen de la NMP1 (Medeiros et
al, 2010; Haferlach et al, 2012; Kaiser et al, 2012).

Respecto al beneficio del alo-TPH en este subgrupo de pacientes, los resultados son
controvertidos (Fang et al, 2011; Oran et al, 2011; Kaiser et al, 2012) y probablemente estos

pacientes sean candidatos a recibir nuevas estrategias terapéuticas.



1.2.2. Alteraciones moleculares.

El 45% de los pacientes adultos con LAM presentan un cariotipo normal y se consideran, por
los diferentes grupos prondsticos, de riesgo citogenético intermedio. Sin embargo, la
respuesta al tratamiento es muy heterogénea por lo que, en un intento de mejorar la
clasificacion prondstica y el tratamiento adaptado al riesgo en este grupo de pacientes, el
estudio de los marcadores moleculares se han ido incorporando en el diagndstico de las LAM.
Se han descrito mutaciones somaticas en una gran variedad de genes con diferente impacto
prondstico: CEBPA, NPM1, FLT3, c-KIT, TET2, ASXL1, IDH1 o IDH2, DNMT3A, PHF6, ETV6, JAK2,
HRAS, NRAS, KRAS2, PTEN, PTPN11, MLL-PTD, HIPK2, ASXL1, SF3B1, GATA2, CBL, WT1, TP53,
EZH2, TERC, TERT... Estas mutaciones se pueden agrupar en 9 categorias (The Cancer Genome
Atlas Research Network, 2013) (Figura 9) (Tabla 13). De todas estas mutaciones, tres ya se
estudian de forma sistemdtica: las mutaciones en el gen de la NPM1 y CEBPA y FLT3-ITD
(Pfeiffer et al, 2013).

Figura 9.Complejidad mutacional en la LAM (tomado de Patel et al, 2012)
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Tabla 13. Clasificacion de las mutaciones observadas en la LAM.

Fusion de genes de transcripcion PML-RARA

MYH11-CBFB

RUNX1-RUNX1T1

PICALM-MLLT10

Mutaciones en el gen de la NPM1

Genes supresores de tumores TP53

WT1

PHF6

Metilacion del ADN DNMT3A/DNMT3B

TET1/TET2

IDH1/IDH?2

Factores de transcripcion RUNX1

CEBPA

Vias de sefializacion FLT3

KIT

KRAS/NRAS

PTPs

Modificadores de la cromatina MLL-PTD

ASXL1

EZH2

KDMG6A

Genes del complejo cohesina STAG2

SMC3

RAD21

SMCI1A

Genes del complejo Espliceosoma

Recientemente, diferentes estudios han identificado una serie de genes y microRNA (miRNA)
cuya expresién aberrante (sobre o infraexpresidn) también parece tener impacto pronéstico
en la LAM (Marcucci G et al, 2005; Marcucci G et al, 2007; Schwind S et al, 2011). Los miRNA
son secuencias de ARN monocatenario no codificante, formados por 22 nucleétidos. Los
miRNA maduros se unen a una ribonucleoproteina que dara lugar a un complejo llamado RISC
(RNA induced silencing complex). Este complejo se une a la regidn 3’ del ARN mensajero
(ARNm) blanco, donde se encuentran secuencias de regulacidn para la transcripcidn y
traduccién. De esta forma se produce el silenciamiento de determinados genes con la
resultante inhibicidn de la traduccidn proteica. Cada miRNA puede tener varios ARNm blanco.
Cuando un miRNA esta infraexpresado y su blanco es un oncogen favorece el desarrollo
neopldsico, mientras que cuando estd sobreexpresado actia como un supresor tumoral
(Jongen-Lavrencic et al, 2008).

Del mismo modo, la metilacidon de las regiones promotoras de los genes, con el consecuente
silenciamiento en la expresion del gen correspondiente, asi como la modificacién de histonas
mediante metilacién, acetilacién o fosforilacidn, también tiene implicaciones prondsticas y

terapéuticas (Figueroa et al, 2010).
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1.2.2.1. Mutaciones en el gen del receptor FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3).

Las mutaciones dentro del gen FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) representan una de las
alteraciones genéticas mas frecuentes en pacientes con LAM. El gen FLT3 pertenece a la
familia de receptores tirosina cinasa clase Ill, que incluye FMS, c-KIT, PDGFR-a y PDGFR-8. La
unién de su ligando FLT3-ligand induce un cambio conformacional, homodimerizacién y
activacion subsecuente de vias de sefializacidn intracelular.

El gen FLT3 contiene 24 exones, se localiza en el cromosoma 1312 y en humanos codifica una
proteina de 993 aminodcidos que se expresa en las células progenitoras hematopoyéticas e
interviene en su proliferacidn y diferenciacion. También se ha encontrado en la placenta, las
goénadas, el cerebro y otros drganos linfo-hematopoyéticos, como el higado, el bazo y el timo.
La proteina FLT3 estd compuesta por una region extracelular con cinco dominios, semejantes a
las inmunoglobulinas, una secuencia transmembrana y una porcién intracelular conformada
por un segmento yuxtamembrana (JM) seguido de un dominio tirosina cinasa (TKD) (Figura

10).

Figura 10. Estructura del FLT3 (tomado de Cuervo-Sierra et al, 2012).
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Las mutaciones de FLT3 provocan una fosforilizacion constitutiva del receptor en ausencia de
ligando, con el consecuente incremento de la proliferacidn celular e inhibicién de la apoptosis,
a través de la activacion de diferentes vias de transduccion y sefalizacion como
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), STAT5, JAK2 y MAPK (Figura 11). También producen un
bloqueo en la diferenciacién mieloide mediante la inhibicién de CEBPA y PU.1 (Reindl et al,

2006; Meshinchi et al, 2009).
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Figura 11. Vias de sefializacion de FLT3 (tomada de Swords et al, 2012).
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En la LAM se han identificado dos clases mayores de mutaciones activadoras de FLT3: las FLT3-
ITD y las mutaciones puntuales del dominio tirosina cinasa (FLT3-TKD). La FLT3-ITD fue descrita
por primera vez en el afio 1996 (Nakao et al, 1996), se detecta en el 20%-30% de los pacientes
con LAM vy resulta de la duplicacién de un fragmento dentro de la regiéon del dominio JM
codificado por los exones 14 y 15 de FLT3, que puede variar entre 3 y 400 pares de bases y
siempre ocurre en multiplos de tres.

En la actualidad la FLT3-ITD se considera un factor prondstico adverso asociado a una mayor
probablilidad de recaida y una menor SG, pero no afecta de forma significativa la tasa de RC
(Frohling et al, 2002; Thiede et al, 2002).

Diferentes estudios han observado que el impacto prondstico de la FLT3-ITD puede variar en
funcidn de otros factores como el nivel del alelo mutado, el tamafio de la mutacion, el nimero
de mutaciones, asi como de su asociacién con el estado mutacional del gen de la NPM1.

Los pacientes con FLT3-ITD y pérdida de la expresidon del alelo no mutado presentan un
especial mal prondstico (Gale et al, 2008). Esta pérdida tiene lugar como consecuencia de una
disomia uniparental adquirida, que puede ser parcial, secundaria a la recombinaciéon somatica
entre cromosomas homélogos, o total, con la consecuente duplicacién del cromosoma
homdlogo remanente que presenta la FLT3-ITD (Fitzgibbon et al, 2005; Griffiths et al, 2005). El
cociente (ratio) entre el alelo mutado y el alelo germinal también parece tener impacto

prondstico y nos permite considerar diferentes subgrupos prondsticos. Asi, los pacientes con

46



LAM de riesgo citogenético intermedio y con una ratio baja (< 0.8) presentan una SG
comparable a la de los pacientes con LAM sin FLT3-ITD (Reneville et al, 2008).

Si bien en algln estudio se ha sugerido que el tamafio del ADN insertado puede ser de
importancia prondstica, con una menor SG y SLP para aquellos pacientes en los que el tamafio
insertado es superior a 40 nucledtidos (Stirewalt et al, 2006), este hecho no ha sido
confirmado posteriormente en otros estudios (Gale et al, 2008). También es controvertido el
impacto prondstico del nimero de FLT3-ITD presentes en el mismo paciente. Este hecho se ha
observado hasta en un 23% de los pacientes y si bien inicialmente la presencia de mas de una
mutacién se habia asociado a una menor SG a los 5 afios (Kottaridis et al, 2001), este hecho
tampoco ha sido confirmado posteriormente (Gale et al, 2008).

El impacto prondstico de la FLT3-ITD también varia en funcion del estado mutacional del gen
de la NPM1. En este sentido, Gale et al (Blood 2008) diferenciaron 3 grupos con diferente
impacto prondstico: favorable (FLT3-ITD-/ NPM1m), intermedio (FLT3-ITD-/ NPM1wt o FLT3-
ITD+/ NPM1m)y adverso (FLT3-ITD+/ NPM1wt).

Alrededor de un 5-10% de pacientes con LAM presentan mutaciones puntuales dentro del
dominio tirosina cinasa de FLT3. En la mayoria de los casos estas mutaciones resultan de la
sustitucidn de tirosina por acido aspartico en el coddn 835 (D835Y) y su significado prondstico
es controvertido (Yamamoto et al, 2001).

El estado mutacional de FLT3 puede variar a lo largo de la evolucidon de la enfermedad.
Aproximadamente un 9% (4-27%) de los pacientes pierden la FLT3-ITD en el momento de la
recaida, mientras que aproximadamente un 6% la adquieren en este momento. Ademads en un
6% de los pacientes FLT3-ITD, el tamafio o el nimero de mutaciones puede variar en el
momento de la recaida (Shih et al, 2002; Cloos et al 2006). Lo mismo ocurre con las
mutaciones puntuales del gen FLT3, que pueden perderse en el momento de la recaida en el
50% de los pacientes (Shih et al, 2004). Esta inestabilidad limita su utilidad como marcador de
enfermedad minima residual (EMR) y sugiere que las mutaciones en FLT3 son un evento
genético secundario, que pueden ocurrir en un subclon pero que no afectan la stem-cell

leucémica (Renneville et al, 2008).

1.2.2.2. Mutaciones en CEBPA (CCAAT enhancer binding protein alpha).

El gen CEBPA estad localizado en el cromosoma 19q13.1 y codifica para el factor de
transcripcién CCAAT enhancer binding protein alpha, perteneciente a la familia de los cierres
de leucina. Estd implicado en la diferenciacién de los granulocitos y su disrupcion resulta en un
bloqueo selectivo y temprano de la maduracién granulocitica. Las mutaciones de CEBPA se

suelen observar en un 9% de todas las LAM y en un 5-14% de las LAM de cariotipo normal
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(Snaddon J et al, 2003; Frohling et al, 2004; Taskesen et al, 2011). Las mutaciones pueden
tener lugar tanto en la parte N-terminal, que comporta la formacidon de una proteina mas
corta, o en la parte C-terminal, que afecta a la region de union del DNA, a la homodimerizacion
y a la heterodimerizacion. Los pacientes con LAM y mutaciones en CEBPA pueden dividirse en
dos subgrupos: los que presentan una Unica mutacién (CEBPA’™) y los que presentan 2
mutaciones (CEBPA®™). En la mayoria de las LAM CEBPA®™, ambos alelos estdn mutados y
generalmente presentan una mutacion en la parte N-terminal y la otra en la parte C-terminal.
En las LAM CEBPA®™, las mutaciones pueden ocurrir tanto en la parte N-terminal como en la
parte C-terminal. Aunque inicialmente estos dos subgrupos no fueron considerados en la
evaluacion del impacto prondstico de esta mutacidn, estudios recientes sugieren que sdlo las
LAM con CEBPA®™ se asocian a un prondstico favorable (Figura 12) y que en estos casos la
asociacion con otras mutaciones, como NPM1 y FLT3-ITD, es inferior a la observada en las LAM

CEBPA®™ (Taskesen et al, 2011).

Figura 12. SG en funcidn del estado mutacional de CEBPA: mutado, doble mutado o no mutado

(tomado de Taskesen et al, 2011).
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También se ha descrito que la hipermetilacion del promotor de CEBPA, en pacientes con LAM
de cariotipo normal y con el genotipo CEBPA germinal o wild type (wt) y NPM1wt, es un factor

prondstico independiente para la SLP y para la SG (Lin et al, 2011).
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1.2.2.3. Mutaciones en el gen de la nucleofosmina (NPM1).

El gen de la NPM1 (Nucleophosmin Member ) se encuentra en el cromosoma 532 y codifica
para una fosfoproteina nucleolar de 294 aminoacidos que se traslada constantemente entre el
nucleo, el nucléolo y el citoplasma. Se han identificado algunas funciones como promotor de la
biogénesis de los ribosomas, control de la duplicacién del centrosoma durante el ciclo celular,
modulacién de la funcién de factores de transcripcion supresores de tumores y regulacion de
la funcién y estabilidad de varias proteinas nucleares por su propiedad de molécula chaperona.
Su forma germinal se localiza en el nucleo y su forma aberrante en el citoplasma. Este cambio
de localizacién puede deberse a mds de 26 mutaciones diferentes, que consisten en
inserciones o deleciones cortas (entre 4 y 10 pares de bases), en las posiciones 956 a 971, en el
exén 12 del gen. Estas comportan un cambio en el patrén de lectura, lo que dara lugar a
diferentes proteinas variantes que difieren en la porcién C terminal. La mutacidn A es la mas
comun y consiste en una duplicacion TCTG en la posicién 956 a 959.

Las mutaciones en el gen de la NPM1 son las mutaciones detectadas con mas frecuencia en la
LAM de novo. Se observan en un 35% de los pacientes con LAM y en un 50-60% de los
pacientes con cariotipo normal (Fernandez-Mercado et al, 2012; Graubert et al, 2014) y en la
ultima clasificacién de la OMS, se consideran una entidad provisional dentro del grupo de LAM
con alteraciones citogenéticas recurrentes (Tabla 4).

Las mutaciones de NPM1 no se observan en las LAM con t(8;21), inv(16)/t(16;16) o t(15;17) y
tampoco son frecuentes en las LAM de cariotipo complejo (Thiede et al, 2006), pero pueden
asociarse a otras alteraciones cromosdémicas como la +4, +8, del(9q) o +21 (Haferlach et al,
2009). Las LAM con NPM1m vy cariotipo normal presentan las mismas caracteristicas clinico-
bioldgicas, inmunofenotipicas y prondstico que aquellas que presentan alteraciones
cromosomicas (Figura 13).

En un 25% de los casos las mutaciones del gen de la NPM1 se asocian a mutaciones en IDH y
en un 40% a FLT3-ITD (Marcucci et al, 2011). En ausencia de FLT3-ITD o cuando la ratio alélica
FLT3-ITD/FLT3wt es baja, la mutacion de la NPM1 se asocia a un prondstico favorable (Déhner
et al, 2005; Thiede et al, 2006), por lo que actualmente se incluyen dentro del grupo de riesgo
citogenético favorable, junto con las LAM con afectacion del complejo CBF (Dohner et al,
2010).

Las mutaciones en el gen de la NPM1 también se asocian a buen prondstico en pacientes
mayores de 70 afios (Becker et al, 2010). Este hecho es importante, ya que va a permitir

identificar a un subgrupo de pacientes que se podran beneficiar de quimioterapia intensiva.
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Por otro lado, estas mutaciones suelen ser estables a lo largo de la enfermedad, por lo que son
una diana susceptible de ser analizada en los estudios de EMR mediante técnicas de reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR).

Figura 13. Supervivencia global (A) y supervivencia libre de evento (B) de los pacientes con

NPM1my cariotipo normal o alterado (tomada de Haferlach et al, 2009).
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1.2.2.4. Mutaciones en el gen c-KIT.

El gen c-KIT se localiza en el cromosoma 4qll-q12 y codifica para una proteina
transmembrana de 145 kD. Esta proteina pertenece a la familia de receptores tirosin cinasa
tipo lll. Las mutaciones en la familia tirosin cinasa confieren una ventaja proliferativa a las
células blasticas y cooperan con las mutaciones en el complejo CBF, RARA y MLL en el proceso
de la leucemogénesis.

El gen c-KIT consta de tres dominios: extracelular, transmembrana e intracelular con el
dominio tirosin-kinasa. Las mutaciones en c-KIT se observan principalmente en las LAM con
afectacion del complejo CBF, t(8;21) e inv(16)/t(16;16), con una incidencia del 20-30% vy en las
LAM con trisomia del cromosoma 4, aislada o asociada a la t(8;21). No se han encontrado
diferencias significativas entre las LAM de novo, las s-LAM o las t-LAM (Cairoli et al, 2006;
Paschka et al, 2006; Schnittger et al, 2006). En las LAM con afectacion del complejo CBF las
mutaciones de ¢c-KIT se han asociado a una menor SG y SLP (Cairoli et al, 2006; Paschka et al,
2006). Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que este efecto peyorativo se observa
sélo en los pacientes con t(8;21) pero no en aquellos que presentan inv(16)/t(16;16) (Patel et

al, 2012; Qin et al, 2014).
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Estas mutaciones son clinicamente relevantes debido a sus implicaciones terapéuticas, dado
que los inhibidores tirosin-kinasa pueden bloquear farmacoldgicamente la actividad de c-KIT

(Renneville et al, 2008).

1.2.2.5. Mutaciones en el gen TET2 (tet methylcytosine dioxygenase 2).

Las mutaciones en el gen TET2 se observan en el 12-32% de los pacientes con LAM y se han
asociado especificamente con NMP transformadas a LAM (Graubert et al, 2014).

TET2 se localiza en el cromosoma 4g24, tiene un papel clave en la desmetilacién del DNA y en
la regulacién epigenética, principalmente a través de la conversiéon de 5-metilcitosina a 5-
hidroximetilcitosina, y participa en la diferenciacion hematopoyética.

Las mutaciones en TET2 se asocian con frecuencia a mutaciones en el gen de la NPM1 y son
mutuamente excluyentes con las mutaciones en IDH1/2 (Gaidzik et al, 2012).

El impacto pronédstico de las mutaciones en TET2 es controvertido, mientras en algunos
estudios se han asociado a un prondstico adverso, con una menor SG en pacientes con LAM de
cariotipo normal que presentan mutaciones en CEPBA y/o NMP1 y FLT3wt (Metzeler et al,
2011; Patel et al 2012; Tian et al, 2014), en otros no se observa dicha asociacién (Nomdedéu et

al, 2012).

1.2.2.6. Mutaciones en IDH1 e IDH2 (Isocitrate deshidrogenase 1 y2).

Las mutaciones en R132 IDH1 y en R140 o R172 IDH2 se observan, respectivamente, en un 5-
10% y en un 15-20% de las LAM (Marcucci et al, 2010). Estas mutaciones son
mayoritariamente autoexcluyentes, y se observan preferentemente en las LAM de cariotipo
normal y en aquellas con NPM1m (Paschka et al, 2010; Nomdedéu et al, 2012).

El impacto prondstico de las mutaciones en IDH1 e IDH2 es controvertido. Mientras que en
algunos estudios se han asociado a un prondstico adverso en los pacientes con cariotipo
normal y genotipo favorable, NPM1m o CEBPAm y FLT3wt (Paschka et al, 2010; Marcucci et al,
2010; Nomdedéu et al, 2012) (Figura 14), en el estudio de Patel et al (N Engl J Med 2012) las
mutaciones en IDH1/2 en pacientes con NPMIm y FLT3wt, se asocian a un prondstico
favorable, con una mejoria en la SG. En este trabajo también se ha observado que las
mutaciones en /IDH2 R140Q se asocian a una mayor tasa de SG a los 3 afios (66%) en los

pacientes con LAM.
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Figura 14. (A) Supervivencia libre de progresion y (B) supervivencia global en pacientes jévenes
de bajo riesgo molecular de acuerdo con el estado mutacional de IDH1 (tomado de Marcucci et

al, 2010).
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1.2.2.7. Mutaciones en DNMT3A (DNA metiltransferasa 3A).

Las mutaciones en DNMT3A se presentan en el 25% de las LAM vy, al igual que los casos TET2 y
IDHm, se observan principalmente en LAM de riesgo citogenético intermedio (Ley et al, 2010).
Se han descrito un gran nimero de mutaciones, incluidas mutaciones nonsense, frameshift y
missense, pero la mas frecuente consiste en una mutacién missense en la posicién R882. En
pacientes con SMD las mutaciones en DNMT3A R882 se han asociado a una menor
supervivencia libre de transformacién a LAM y a una menor SG. En la LAM, estas mutaciones
se han asociado a una menor SG y a la coexistencia de la FLT3-ITD (Ley et al, 2010; Patel et al,
2012). Recientemente, en una cohorte de 1770 pacientes diagnosticados de LAM, se ha
observado sélo un modesto efecto en la SG del estado mutacional en DNMT3A. En este
estudio, las mutaciones en DNMT3A se han asociado a un prondstico adverso exclusivamente
en el subgrupo de pacientes de alto riesgo, segun los criterios de la ELN. Ademas, sélo las
mutaciones en DNMT3A R882 se han asociado a una menor SLP (Gaidzik et al, 2013).
Fernandez-Mercado et al, al no encontrar DNMT3A como mutacion Unica, han sugerido que
estas mutaciones necesitarian de otras alteraciones adicionales en el desarrollo

leucemogénico (Fernandez-Mercado et al, 2012).

1.2.2.8. Mutaciones en ASXL1 (Additional sex combs-like 1).

ASXL1 se localiza en el cromosoma 20q11 y se han descrito mutaciones somaticas en el exdn
12 de este gen en una gran variedad de neoplasias mieloides, incluidas la leucemia

mielomonocitica créonica (LMMC, 45%), los sindromes mielodisplasicos (SMD, 16%), la
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mielofibrosis primaria (Ml, 35%) y la LAM (s-LAM 30% y LAM de novo 6,5%) (Gelsi-Boyer et al,
2012). A pesar que todavia no esta bien establecido el papel exacto de ASXLI en la
hematopoyesis normal ni la contribucién de las mutaciones en ASXL1 en el desarrollo de las
hemopatias malignas, datos recientes sugieren que pueda tratarse de un gen supresor de
tumores. La presencia de mutaciones en ASXL1 en los SMD y en la LMMC, su asociacion en
ambos procesos con una menor SLP a LAM respecto los pacientes no mutados, asi como la
asociacién de estas mutaciones con la s-LAM, sugieren que estas mutaciones representan un
evento temprano en la leucemogénesis (Gelsi-Boyer et al, 2010, Thol et al, 2011, Schnittger et
al, 2013).

En la LAM, la incidencia de mutaciones en ASXL1 aumenta con la edad, en pacientes menores
de 60 aiios su incidencia es inferior al 10% y en adultos mayores de 60 afios superior al 10%
(Metzeler et al, 2011; Schinittger et al, 2013; Pashka et al, 2015). Las mutaciones en ASXL1 se
asocian con frecuencia a mutaciones en RUNX1, IDH2 y CEBPA y se detectan raramente en
pacientes NPM1m, DNMT3Am o con FLT3-ITD (Schnittger et al, 2013; Paschka et al, 2015).

El impacto prondstico de las mutaciones en ASXL1 en la LAM es controvertido. En algunos
estudios se ha asociado a un efecto adverso con una menor SG y SLP comparado con los
pacientes ASXLIwt (Schnittger et al, 2013). En otros estudios este efecto peyorativo sdlo se
observa en los pacientes con cariotipo normal y riesgo citogenético de prondstico favorable,
de acuerdo con las categorias de la ELN (Metzeler et al, 2011) o en pacientes de riesgo
citogenético intermedio sin mutaciones en NPM1 ni FLT3-ITD (Pratcorona et al, 2012) (Figura
15). También se ha observado una tasa menor de remisiones completas y un mayor riesgo de
muerte en los pacientes con el genotipo ASXL1Im/RUNX1m, presente en mas del 30% de las
LAM ASXLIm (Chou et al, 2010; Paschka et al, 2015). Por contra, en otros estudios no se ha
observado que las mutaciones en ASXL1 tengan impacto prondstico (EI-Sharkawi et al, 2014).
Dado que las mutaciones en ASXL1 conducen a una pérdida de H3K27me3, en particular en el
locus HOXA, la inhibicién farmacoldgica de la desmetilacién de H3K27 podria ser explorada

como enfoque terapéutico potencial en la LAM ASXLIm (Paschka et al, 2015).
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Figura 15. SG y SLP de los pacientes con LAM en funcidn del estado mutacional de ASXL1. (A)
SG de todos los pacientes. (B) SLP de todos los pacientes. (C) SG de los pacientes con riesgo
citogenético intermedio. (D) SG de los pacientes FLT3wt/NPM1wt (tomado de Pratcorona et al

2012)
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1.2.2.9. Duplicacion parcial en tandem del gen MLL (MLL-PTD) (Mixed lineage leukemia gene).

La MLL-PTD se encuentra preferentemente en pacientes con LAM y cariotipo normal o con
trisomia del cromosoma 11 como alteracién Unica, con una incidencia del 5-15% segun las
series (Whitman 2012; Steudel 2003; Shih 2005; Déhner 2002). Su incidencia aumenta con la
edad y también puede observarse en las t-LAM (Schnittger et al, 2000). En un 30-40% de los
casos se asocia con la FLT3-ITD, mientras que es rara su asociacion con otras mutaciones
(Basecke et al, 2006). Inicialmente, la MLL-PTD se asocid a un prondstico adverso debido a una
menor SG y SLP (Schnittger et al, 2000; Déhner et al, 2002), pero posteriormente se ha
observado que este prondstico adverso desaparece tras la implementacion de terapias
intensivas de consolidacién que incluyen el TPH (Whitman et al, 2007; Whitman et al 2012). En
un estudio reciente se ha observado que los pacientes que coexpresan la MLL-PTD y FLT3-ITD o
mutaciones en RUNX1 presentan una menor SLP comparados con aquellos que sélo presentan

la MLL-PTD (Ommen et al, 2014).
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La MLL-PTD contribuye a la leucemogénesis a través de la hipermetilacion del DNA vy la
represion de la transcripcion del alelo MLL germinal. La combinacidon de un inhibidor de la
ADN-metiltransferasa y un inhibidor de las histonas deacetilasas puede reactivar la
transcripcién del alelo MLL germinal dando lugar a un incremento de la muerte celular. Esta
observacién sugiere que estos pacientes podrian beneficiarse de estos tratamientos (Whitman

et al, 2005).

1.2.2.10. Mutaciones en el gen RAS.

El oncogen RAS codifica para una familia de proteinas transmembrana intercambiadoras de
Guanina que regulan la transduccién de sefales a través de su unidn con diferentes receptores
de membrana, incluidos c-KIT y FLT3. RAS tiene un papel importante en los procesos de
proliferacién, diferenciacién y apoptosis.

Las mutaciones puntuales en N-RAS y en K-RAS se han detectado, respectivamente, en un 10-
15% y en un 5% de las todas LAM. Se han asociado a la LAM con inv(16)/t(16;16) e
inv(3)/t(3;3), pudiéndose observar hasta en un 27-35% de los casos y muy raramente se
presentan conjuntamente con la FLT3-ITD (Bowen et al, 2005).

En los SMD, las mutaciones en RAS se han asociado con la progresidon a LAM, sin embargo en
LAM no se ha observado que estas mutaciones tengan impacto prondstico en la SG, SLP ni en
la tasas de RC (Ritter et al, 2004; Bacher et al, 2006).

Las mutaciones en RAS tienen interés desde el punto de vista terapéutico, debido a que
nuevos farmacos como los inhibidores de la farnesil-transferasa pueden inhibir la activacién de

RAS (Zhu et al, 2010).

1.2.2.11. Mutaciones en JAK2.

Las mutaciones en JAK2V617F se detectan en mads del 90% de casos de policitemia vera (PV),
en aproximadamente el 50% de pacientes con trombocitemia esencial (TE) y mielofibrois
idiopatica, y en un 70% de las LAM secundarias a una NMP (Renneville et al, 2008). Por el
contrario, en las LAM de novo es un evento raro y tan sélo se observa en un 1.6% de los casos.
Las mutaciones en JAK2V617F suelen presentarse en LAM con alteraciones citogenéticas y en
las LAM con afectacién del CBF su incidencia puede aumentar hasta un 3.6%. Recientemente,
se ha postulado que estas mutaciones podrian cooperar como mutaciones de clase | en las
LAM con t(8;21)/AML1-ETO, especialmente en aquellos casos de t-LAM con la t(8;21)/AMLI-
ETO (Schnittger et al, 2007).
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1.2.2.12. Sobreexpresion de BAALC (High brain and acute leukemia, cytoplasmic).

El gen BAALC se localiza en el cromosoma 8g22.3 y, aunque hasta el momento se desconoce su
funcién en la hematopoyesis normal y en el proceso de la leucemogénesis, recientemente se
ha sugerido que puede bloquear la diferenciacion mieloide y que requiere de una segunda
mutacion para adquirir una ventaja proliferativa e inducir una LAM (Heuser M et al, 2012).

El gen BAALC se expresa de forma natural en las células derivadas del tejido neuroectodérmico
y en las células progenitoras hematopoyéticas (Tanner et al, 2001). La sobreexpresion del gen
BAALC es considerada, por diferentes estudios, un factor prondstico adverso en los pacientes
diagnosticados de LAM con cariotipo normal (Baldus et al, 2003; Metzeler et al, 2009; Yahya RS
et al, 2013; Weber et al, 2014).

La sobreexpresion del gen BAALC se ha asociado a otras mutaciones de prondstico adverso
como FLT3-ITD, MLL-PTD, RUNXIm y WT1m (Weber et al, 2014), y con la sobreexpresién MN1
(Metzeler et al, 2009). También se ha observado una relacidn inversa entre los niveles de
expresion de BAALC y ERG, de forma que la sobreexpresion de EGR sélo tiene un impacto
prondstico adverso en la SG cuando se asocia con niveles bajos de expresion de BAALC
(Marcucci et al, 2005). Respecto a las mutaciones de buen prondstico, no se observa
asociacién con las LAM NPM1m pero si con las CEBPA®™, si bien no se ha observado que este
subgrupo de pacientes presente un comportamiento diferente a los pacientes CEBPA’™ o
CEBPAwt ( Weber et al, 2014).

Baldus et al (2006) evaluaron el impacto de la sobreexpresién del gen BAALC en pacientes
diagnosticados de LAM con cariotipo normal y FLT3-ITD e identificaron 4 grupos prondsticos

con diferencias significativas en la SG y SLP (Tabla 14).

Tabla 14. Grupos pronésticos de los pacientes con LAM y cariotipo normal en funcién de la

expresion de BAALCYy la ratio de la FLT3-ITD.

Grupos de riesgo SG a los 3 aios (%) ( P < 0.001)
Grupo | BAALC infraexpresado/ratio FLT3-ITD <0.8 | 58
Grupo I BAALC infraexpresado/ratio FLT3-ITD >0.8 | 38
Grupo lll BAALC sobreexpresado/ratio FLT3-ITD < 0.8 | 22
Grupo IV BAALC sobreexpresado/ratio FLT3-ITD>0.8 | O

Algunos estudios sugieren que la expresion de BAALC puede ser util, en los pacientes con LAM
y cariotipo normal, durante la monitorizacion de la EMR (Najima et al, 2010; Weber et al,

2014).



1.2.2.13. Sobrexpresion de WT1 (Wilms' tumor 1 gene)

El gen WT1 se encuentra en el cromosoma 11p13 y codifica para un factor de transcripcion
zinc-finger, un importante regulador de la hematopoyesis y una de las moléculas implicadas en
la regulacién de la apoptosis celular.

La incidencia de la sobreexpresion del gen WT1 oscila, segun los estudios, entre un 28-73%
(Barragan et al, 2004; Xiaodong et al, 2014) y estas diferencias se deben, principalmente, al
gen de referencia utilizado en la determinacion de la expresion del gen WT1 en los diferentes
estudios (Xiaodong et al, 2014).

La sobreexpresién en el gen WT1 es considerada por algunos autores un factor prondstico
adverso en pacientes diagnosticados de LAM de cariotipo normal (Damm et al, 2011),
especialmente en los pacientes con el genotipo NPM1Im/FLT3wt o en los pacientes con FLT3-
ITD (Barragdn et al, 2004; Xiaodong et al, 2014) (Figura 16), mientras que en otros estudios, la
sobreexpresion de este gen, no se ha demostrado que tenga impacto prondstico (Miyawaki et

al, 2010; Spassov et al, 2011).

Figura 16. SG y SLP en pacientes diagnosticados de LAM y cariotipo normal, en funcion de la
expresion del gen WTI1. (A-B) Pacientes con genotipo NPM1m/FLT3wt. (C-D) Pacientes sin el

genotipo NPM1m/FLT3wt ni la FLT3-ITD. (E-F) Pacientes con FLT3-ITD (tomada de Xiaodong et
al, 2014).
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1.2.2.14. Sobreexpresion de MN1 (meningioma | gene)

El gen MN1 se localiza en el cromosoma 22g12 y codifica para una proteina de 150 KDa que
participa en un complejo de regulacién génica con el receptor nuclear RAR-RXR o el receptor
de la vitamina D. En modelos murinos, se ha observado que la sobreexpresion de de MN1
participa en el desarrollo de la LAM en cooperacidn con el gen de fusion CBFB-MYH11, y que la
proteina de fusién MNI-TEL puede promover el crecimiento de células progenitoras
hematopoyéticas y, junto con HOXA9, inducir una LAM.

La sobreexpresién de MN1 se ha asociado a NMP1wt, sobreexpresion de BAALC, miR-181a
(Langer et al, 2009; Schwind et al, 2011) y miR-181b, e infraexpresiéon de miR-22a (Xiang et al,
2013). Diferentes estudios han demostrado que la sobreexpresion de MN1 se asocia a un peor
prondstico, con una tasa menor de RC, SLP y SG, en pacientes diagnosticados de LAM,
principalmente en aquellos con un cariotipo normal (Heuser et al, 2006; Langer et al 2009; Aref

et al, 2013; Xiang et al, 2013).

1.2.2.15. Sobreexpresion de EVI1 (ecotropic viral integration site-1).

El gen EVI1 se localiza en el cromosoma 326 y codifica para una proteina nuclear zinc finger,
capaz de unirse de forma especifica a la secuencia de ADN. La expresion aberrante de EVI1 se
observa en el 8-10% de las LAM (Lugthart et al, 2008; Groschel et al, 2010) y se ha asociado
con diferentes alteraciones citogenéticas, principalmente con la inv(3;3)/t(3;3), la monosomia
del cromosoma 7 (aislada o en el contexto de un cariotipo complejo) y con reordenamientos
del cromosoma 11923 (Groschel et al, 2010; Bindels et al, 2012). Por el contrario, no se suele
encontrar en las LAM de riesgo citogenético favorable y, en las LAM de cariotipo normal, se ha
asociado con el genotipo triple negativo NPM1wt/FLT3-ITD negativa/ CEBPAwt (Grischel et al,
2010) (Figura 17).

Figura 17. Distribucién de las diferentes alteraciones cromosdmicas en la LAM con

sobreexpresion de EVI1 (tomada de Groschel et al, 2010).
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La sobreexpresion de EVI1 se ha asociado a un impacto prondstico adverso, especialmente en
la LAM de riesgo citogenético intermedio (Haas K et al, 2008; Groschel et al 2010) y se ha
sugerido que estos pacientes podrian beneficiarse de un alo-TPH, de donante emparentado o

no emparentado, en primera RC (Groschel et al 2010).

1.2.2.16. Sobreexpresion de ERG (ETS-related gen).

El gen ERG estd localizado en el cromosoma 21922 y diversos estudios han observado que su
sobreexpresidon tiene un impacto prondstico adverso, con una menor SG y SLP, en los
pacientes diagnosticados de LAM y cariotipo normal (Marcucci et al, 2005; Metzeler et al,
2009).

En un estudio mds reciente Marcucci et al (2007) evaluaron el impacto prondstico de la
expresion de ERG en combinacién con el estado mutacional de FLT3 y NPM1 y observaron que
los niveles de expresién de EGR sélo modificaban el prondstico de los pacientes FLT3-ITD
negativos y de los pacientes que presentaban NPM1m, pero no de los pacientes FLT3-ITD
negativos ni NMPI1wt. Asi, en funcion de los niveles de expresiéon de ERG definieron, en los
pacientes con genotipo FLT3-ITD negativos/NPM1m, dos subgrupos prondsticos: un grupo de
prondstico favorable que presentaba niveles bajos de expresién de ERG y un grupo de mal

prondstico con niveles elevados de ERG (Figura 18).

Figura 18. (A) SLP y (B) SG en pacientes FLT3-ITD negativos/ NPM1m, segin los niveles de

expresion de ERG (tomado de Marcucci et al, 2007).
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Por otro lado, Metzeler et al (J Clin Oncol 2009), en funcién de los niveles de expresién de ERG
y del estado mutacional de CEBPA, FLT3 y NMPI1, propusieron reclasificar los pacientes

diagnosticados de LAM y cariotipo normal en 3 subgrupos (Tabla 15) con diferente impacto
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prondstico en la SG (Figura 19). Segun este estudio, los pacientes de bajo riesgo serian
candidatos a quimioterapia intensiva, los de alto riesgo a un alo-TPH vs. terapias
experimentales, mientras que en los pacientes de riesgo intermedio el tratamiento éptimo

todavia estaria por definir (Metzeler et al, 2009).

Tabla 15. Grupos de riesgo en pacientes con cariotipo normal en funcidn de los niveles de

expresion de ERG y del estado mutacional de CEBPA, FLT3 y NMP1.

Grupos de riesgo

Bajo riesgo CEBPAmM

CEBPAwt/FLT3wt/NPM1m/niveles bajos de ERG

Riesgo intermedio CEBPAwWt/FLT3wt/NPM1m/niveles altos de ERG

CEBPAWt/FLT3wt/NPM1wt

CEBPAwt/FLT3-ITD/niveles bajos de ERG

Alto riesgo CEBPAwWt/FLT3-ITD/niveles altos de ERG

Figura 19. SG de los pacientes con LAM y cariotipo normal en funcién de los grupos de riesgo

propuestos por Metzeler et al (J Clin oncol, 2009) (tomado de Metzeleret al, 2009).
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1.2.2.17. Integrative prognostic risk score.

Se han elaborado diferentes escalas de riesgo que incluyen factores moleculares, citogenéticos
y clinicos en las LAM con cariotipo normal o de riesgo citogenético intermedio.

Rockova et al (Blood 2011), tras analizar el impacto prondstico de la expresion de EVI1, WTI,
BAALC, ERG, BCL2, ABCB1, INDO, CD34, BCL2 y MN1 y de las mutaciones somaticas en FLT3, N-
RAS, CEBPA®™, CEBPA™™, NPM1, IDH1 e IDH2 en 439 pacientes diagnosticados de LAM de riesgo
citogenético intermedio, segun los criterios de Breems et al (J Clin Oncol 2008), reclasificaron
los pacientes en un subgrupo de prondstico favorable y otro de prondstico adverso con

diferencias significativas en la SG y SLP (Tabla 16)(Figura 20).

Tabla 16. Clasificacidn de los pacientes de riesgo citogenético intermedio segun Rockova et al

(2011).

Grupos de Riesgo

expresiéon de CD34 < 0.398

Prondstico intermedio favorable expresion de CD34 > 0.398 y CEBPA"™"

expresion de CD34 > 0.398, IDH2m y no CEBPA™"

Prondstico intermedio adverso expresién de CD34 > 0.398, IDH2wt y no CEBPA"™

Figura 20. Supervivencia global y supervivencia libre de progresion segun las categorias de
riesgo citogenético propuestas por Breems et al y tras la reclasificacién del grupo de riesgo

intermedio segun los criterios de Rockova et al (tomado de Rockova et al, 2011).
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Por otro lado, Damm et al (Blood 2011) elaboraron el integrative prognostic risk score (IPRS)
que, a partir de 9 criterios (2 clinicos y 7 marcadores moleculares) que incluyen la edad, cifra
de leucocitos, estado mutacional de NPM1/FLT3-ITD, CEBPA y SNP rs16754, y los niveles de
expresion de BAALC, ERG, MN1 y WTI (tabla 17), definieron 3 grupos de riesgo con diferente
tasa de RC, SG y SLP (Figura 21).

Tabla 17. Integrative prognostic risk score (IPRS) (Bajo riesgo: 1-7 puntos; Riesgo intermedio: 8-

10 puntos; Alto riesgo: 11-15 puntos) propuesto por Damm et al (Blood 2011).

IPRS Puntuacién
Edad > 40 afos vs. < 40 afos 3
Ratio NPM1m/FLT3-ITD: alta vs. baja 2
CEBPAmM vs. CEBPA wt 2
WT1 SNP rs16754 2
Expresion de BAALC: alta vs. Baja 2
Leucocitos = 25x10e9/L vs. < 25x10e9/L 1
Expresion de MN1: alta vs. Baja 1
Expresion de ERG: alta vs. Baja 1
Expresion de WT1: alta vs. Baja 1

Figura 21. SG de acuerdo con el IPRS en los pacientes con LAM (A) y LAM con cariotipo normal

(B) (tomado de Damm et al, 2011)
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En este estudio también se evalud la capacidad del IPRS de predecir la eficacia de realizar un
alo-TPH a partir de un donante emparentado (alo-TPH-DE) en primera RC, comparado con una
consolidacidon con altas dosis de citarabina y daunorubicina o un auto-TPH. En el grupo de bajo
riesgo no se observaron diferencias significativas en la SG ni en la SLP entre ambos grupos. En
el grupo de riesgo intermedio los pacientes que recibieron un alo-TPH-DE presentaron una
menor SG y SLP y en el grupo de alto riesgo se observé una mayor SG y SLP en el grupo de
pacientes que recibieron un alo-TPH-DE.

Patel et al (N Engl J Med 2012), clasificaron los pacientes de riesgo citogenético intermedio,
segun las categorias de riesgo citogenético propuestas por el SWOG/ECOG (Slovak et al, 2000)
y FLT3-ITD wt en 3 grupos con diferencias estadisticamente significativas en la SG a los 3 afios:
pacientes con IDH1 o IDH2 y NPM1 mutadas (SG 89%), pacientes con TET2, ASXL1, PHF6 o
MLL-PTD wt, sin mutaciones en IDH1/2 o NPM1 (SG 46,2%), y pacientes con TET2, ASXL1, PHF6
0 MLL-PTD mutadas (SG 6,3%). Del mismo modo, también clasificaron en 3 categorias
prondsticas a los pacientes de riesgo citogenético intermedio y FLT3-ITD: pacientes con
CEBPAmM (SG 42%), pacientes con CEBPA, TET2, DNMT3A o MLL-PTD wt (SG 35,2%), y pacientes
con trisomia 8 o con presencia de mutaciones en TET2, DNMT3A o MLL-PTD (SG 14,5%) (Figura
22).

Figura 22. Supervivencia global de los pacientes con LAM de riesgo citogenético intermedio y

FLT3-ITDwt (A) y con FLT3-ITD (B) (tomado de Patel et al, 2012).
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Tras la integracidon de las categorias de riesgo citogenético con el estado mutacional de FLT3-

ITD, NPM1, IDH1/2,ASXL1,MLL-PTD, PHF6, TET2, CEBPA y DNMT3A se obtuvo un esquema
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prondstico que identificaba 3 grupos de riesgo: favorable (SG 64%), intermedio (SG 42%) y
adverso (12%) (Figura 23 y 24)

Figura 23. Estratificacion del riesgo basado en un analisis citogenético y molecular integral

(tomado de Patel et al, 2012)
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Figura 24. Supervivencia global de los pacientes diagnosticados de LAM de acuerdo con la

estratificacion del riesgo propuesta por Patel JP et al (tomado de Patel et al, 2012).
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En este estudio, los pacientes fueron aleatorizados a recibir quimioterapia de induccion con
daunorubicina (90 mg/m? vs. 45 mg/m?) y citarabina y se observé que los pacientes con
mutaciones en DNMT3A o NPM1 y aquellos que presentaban translocaciones que implicaban
el gen MLL, presentaban una mayor SG cuando eran tratados con altas dosis de
daunorrubicina respecto los pacientes no mutados y aquellos que no presentaban

reordenamientos del gen MLL (Figura 25).

Figura 25. Supervivencia global en funcidn de la dosis de daunorubicina, el estado mutacional
de DNMT3A y NPM1, y la presencia de reordenamientos del gen MLL (tomado de Patel et al,
2012)
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1.2.3. Algoritmo diagndstico.

En funcidén de la frecuencia de presentacién y del impacto prondstico de las diferentes
mutaciones analizadas en la LAM, Renneville et al han propuesto un algoritmo para el cribado
de mutaciones en cada uno de los subgrupos citogenéticos (Renneville et al, 2008).

Asi, en las LAM con afectacidn del complejo CBF, deberia realizarse de forma sistematica el
estudio de mutaciones en FLT3-ITD y c-KIT para su estratificacién terapéutica y el uso potencial
de inhidores tirosincinasa (TKI). También puede realizarse el estudio de mutaciones en RAS y
FLT3-TKD, a pesar que el impacto clinico de estas mutaciones todavia no esta bien establecido.
En las LAM de riesgo intermedio, particularmente en aquellas con cariotipo normal, deberia
realizarse el estudio de la FLT3-ITD y las mutaciones en el gen de la NMP1. En el caso de que
ambas sean negativas deberia estudiarse las mutaciones en CEBPA. El cribado de otras

mutaciones como FLT3-TKD, MLL-PTD, WT1, RAS también puede ayudar a refinar el prondstico
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en este subgrupo de pacientes. Respecto a la sobreexpresion de EVI1, ERG, MN1 y BAALC,
todavia no estd bien establecido si tienen un impacto prondstico desfavorable independiente.

Hoy en dia el estudio mutacional en los subgrupos restantes, es decir, los que tienen
citogenética de prondstico adverso o LAM con la t(15;17) no estaria recomendado, dado que

su impacto prondstico es irrelevante (Figura 26).

Figura 26. Algorito diagndstico propuesto por Renneville et al (tomado de Renneville et al,

2008).
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1.2.4. Tratamiento.

El tratamiento de la LAM se efectua en funcién de los factores prondsticos, como la edad, el
estado general del paciente, la citogenética y genética molecular y la respuesta al tratamiento
inicial. Se consideran factores prondsticos adversos la edad avanzada, las s-LAM o t-LAM, las
LAM de estirpe eritroide, megacariobldstica o indiferenciada, la leucocitosis, la necesidad de 2
0 mas ciclos de quimioterapia para alcanzar la remisidn y la presencia de determinadas
alteraciones genéticas y moleculares (anomalias en los cromosomas 3q, 5 6 7, cariotipo

complejo, FLT3-ITD, entre otros).

66



El objetivo principal del tratamiento es conseguir la RC de la enfermedad a nivel molecular. Por
este motivo, existen 2 fases de tratamiento: de induccién a la remisién y de post-remision o
consolidacion. El tratamiento de induccidn mas empleado en la actualidad se basa en la pauta
3 + 7 que consiste en la combinacidn de daunorubicina 45 mg/m?” por via intravenosa durante
3 dias y citarabina 100 mg/m? por via intravenosa en infusion continua durante 7 dias, con la
que se obtiene la RC en el 55-80% de los pacientes (Estey et al, 2014). Se considera que un
paciente ha alcanzado la remisidn completa cuando la cifra de blastos en la médula dsea es
inferior al 5%. La mortalidad durante el proceso de induccidn es elevada, hasta un 20% de los

casos, y en un 15% de los pacientes puede observarse resistencia a la quimioterapia.

En los ultimos afios se estan llevando a cabo diversos estudios con el fin de determinar cual es
la antraciclina idénea y su dosis, asi como para evaluar la inclusién de nuevos farmacos en el

tratamiento de las LAM con factores de mal prondstico.

La curacion de los pacientes serd consecuencia de la erradicacion de la enfermedad a través de
la administracidn del tratamiento post-remision. Las opciones terapéuticas son muy variadas y
vienen determinadas principalmente por los factores prondsticos de la LAM en el momento
del diagndstico. Dichas opciones incluyen la administracién de quimioterapia intensiva
(quimioterapia de intensificacion o consolidacién de la remisidn), TPH en sus diferentes
modalidades (autogénico, alogénico de donante emparentado y no emparentado,

haploidéntico, de sangre de cordén umbilical) e incluso los tratamientos de mantenimiento.

La estrategia post-remision basada en quimioterapia intensiva se utiliza sobre todo en las LAM
de prondstico favorable, como las asociadas a traslocaciones del complejo CBF, donde se
describen tasas de supervivencia libre de evento a largo plazo del 60%. Estos esquemas
incluyen en la mayoria de casos la asociacion de una antraciclina y citarabina a dosis
intermedias o elevadas, o bien la administracidon de citarabina como agente Unico a dosis
elevadas (3 g/m?). Hoy en dia, el régimen dptimo a emplear para la consolidacién, la dosis y el
numero de ciclos de quimioterapia a administrar no estan bien establecidos. No obstante,
cuando se prevé realizar un TPH suele administrarse 1 solo ciclo de consolidacidn, mientras
gue cuando no se realiza TPH se tiende a administrar 2-3 ciclos.

El auto-TPH ha demostrado su eficacia tanto en pacientes con LAM en primera RC como en
segunda RC. Ademsds, y a diferencia de los primeros trabajos en los que la mortalidad
relacionada con el procedimiento del trasplante era elevada (14%-18%), en la actualidad Ila
realizacion de un auto-TPH con CPH procedentes de sangre periférica se asocia a tasas de

mortalidad inferiores al 5%, similares a las observadas con quimioterapia intensiva, debido en
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parte a la mayor efectividad del tratamiento de soporte, en especial de los agentes

antibacterianos y antifungicos.

El alo-TPH-DE es probablemente el tratamiento postremisién mas eficaz, especialmente para
pacientes en primera RC y factores prondsticos adversos. En pacientes sin disponibilidad de
hermano HLA-idéntico debe efectuarse una busqueda de un donante no emparentado (DNE) o
bien recurrir a progenitores hematopoyéticos de sangre de corddn umbilical. Recientemente
también se estan efectuando TPH a partir de familiares haploidénticos, con resultados

prometedores.

El papel del tratamiento de mantenimiento en la LAM, a excepcidn de la leucemia aguda
promielocitica, es controvertido y no ha sido suficientemente investigado, por lo que no forma

parte de las pautas habituales de tratamiento.

La leucemia aguda promielocitica dado que dispone de un tratamiento especifico, merece una
mencidn especial. La LAP se caracteriza por la presencia de la t(15;17), que da lugar a la
yuxtaposicion del gen PML, localizado en el cromosoma 15922, al gen RARalfa, de la familia de
los receptores de los retinoides, localizado en el cromosoma 17g12. El acido retinoico y sus
derivados, tras unirse al receptor RAR, es capaz de inducir la diferenciacién de las células
leucémicas. Hoy en dia el tratamiento de este subtipo de LAM consiste en la combinacion de
acido holo-trans retinoico (ATRA) e idarubicina, con la que se alcanzan tasas de RC superiores
al 90%. Las pautas de consolidacion incluyen también quimioterapia y ATRA a dosis y duracion
variable en funcidn del grupo prondstico, el cual viene determinado por la cifra de plaquetas o
de leucocitos en el momento del diagnéstico. Con este tratamiento se alcanza una SLE a largo
plazo superior al 70%. El TPH (autogénico o alogénico) queda reservado para casos en recaida,
una vez obtenida una nueva remisién, para la cual suele utilizarse el triéxido de arsénico, solo
o en combinacién con ATRA (Sanz et al, 2011). En la leucemia promielocitica aguda con
factores de bajo riesgo se han obtenido resultados excelentes con la combinaciéon de ATRA y

tridxido de arsénico, sin necesidad de quimioterapia citotéxica (Lo Coco et al, 2013).

En base al descubrimiento cada vez mayor de nuevos marcadores prondsticos citogenéticos y
moleculares, estdn en desarrollo nuevos farmacos o nuevas formulaciones de agentes
guimioterapicos cldsicos, mayoritariamente todavia en fase de ensayo clinico, como las
formulaciones liposdmicas de daunorubicina o de citarabina, el anticuerpo monoclonal
gemtuzumab ozogamicina, los andlogos de nucledsidos (clofarabina, sapacitabina,
elacitarabina), los inhibidores de FLT3 (sorafenib, crenolanib, midostaurina), volasertib, los

inhibidores de farnesiltransferasa (tipifarnib), los inhibidores de histona deacetilasa
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(vorinostato), la lenalidomida y los inhibidores de la DNA metiltransferasa (decitabina,

azacitidina) (Zhu et al, 2010; Estey et al, 2014).

En la tabla 18 se recogen las recomendaciones de tratamiento propuestas por Estey H (Am J

Hematol 2014) para los diferentes grupos prondsticos.

Tabla 18. Recomendaciones terapéuticas en funcion de los grupos prondsticos (tomado de

Estey et al, 2014).

Int-2°

Ad-verse®

AN

ITD- or CEBPA+/-

Cytogenetic abnormalities
not in “favorable” or
adverse groups;

FLT3 MD+

—-5,-7,50-,abn 3q,17p,11q
(other than 9;11), 1(6;9),
complex; insufficient.
Insufficient metaphases
for analysis

(a) FLAG-ida if
age <60-65 or
(b) clinical trial

3 +7: Consider
(a) FLAG-ida if age <60-65
or (b) dinical trial; clinical
trial combining chemother-
apy with FLT3 inhibitor (e.g
quizartinib, crenolanib)
Clinical trial

(MSD) if risk NRM <20-25%.
If not HCT candidate
FLAG/ida then ara-C

as above or clinical trial

HCT from MSD or URD
if risk NAM < 30%;
otherwise as int-1 above.
If FLT3+ consider use of FLT3
inhibitor post HCT. If FLTITD+

consider use of FLT3 inhibitor post HCT

HCT from MSD or URD if risk

NRM < 40%; consider post-HCT trial;

if not HCT candidate clinical trial

f(nodified ELN
prognostic
group (Table 1) Subsets Induction Postremission Comments
“Favorable™ Inv (16) or t(16;16).t(8;21); 3 +7; consider ara-C at 1-1.5 g/m? daily x Consider HCT if risk
NK and NPM1+/ FLAG-ida if age <60-65 6 doses x 2 courses, NRM <20-25% post
FLT3 TD-; NK possibly preceded HCT and (a) CKIT +
and CEBPA+/+ by | course FLAG-ida (AR >25%), (b) age > 65
NK and CEBPA +/+ or (c) MRD after first
postremission course;
if (a), (b), or (c) and not
HCT candidate
consider dasatinib
Int-1° NK and NPM-/FLT3 3+7; consider HCT frem matched sibling denor Consider HCT from

unrelated donor (URD)
if CRp, CRi, or CR with

MRD and risk NRM <30%;

consider no HCT if
CR w/o MRD

Treat like int-1 if
CR w/o MRD

2 Similar to “good” in MRC age >60 classification (Table 1I, Fig. 1, Ref. 19).
© Similar to standard in MRC age >60 classification (Table II, Fig. 1, Ref. 19).
© Similar to “poor” in MRC age >60 classification (Table I, Fig. 1, Ref. 19).
NAM = non-relapse mortality after HCT, “Otherwise” = if risk NRM after HCT excessive as indicated in Table IV.

1.3. LAM relacionadas con el tratamiento (t-LAM).

1.3.1. Introduccidn.

En los ultimos afos, se han descrito multiples casos de t-LAM y t-SMD después de tratamientos

quimioterapicos con agentes alquilantes y/o inhibidores de la topoisomerasa Il en pacientes

afectos de linfoma de Hodgkin (LH), linfomas no hodgkinianos (LNH), cdncer de mama,

carcinoma de ovario o testicular (Eichenauer et al, 2014). También se han observado casos de

t-LAM/t-SMD después de un TPH efectuado a pacientes con mieloma multiple (Govindarajan

et al, 1996), LH o LNH (Chakraborty et al, 2009). Los resultados obtenidos con el tratamiento

estandar son pobres, con una supervivencia mediana estimada entre 8 y 16 meses (Smith et al,

2003; De Roos et al, 2007). El alo-TPH se considera la Unica opcién potencialmente curativa en

este subgrupo de pacientes, pero la SG observada es inferior a la de las LAM de novo,
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probablemente debido a la alta incidencia de alteraciones citogenéticas de alto riesgo que
presentan las t-LAM.

Las t-LAM representan el 10-20% de todas las LAM (Mauritzson et al, 2002), estan precedidas
por otras enfermedades, neopldsicas y no neoplasicas, tratadas con quimioterapia y/o
radioterapia y desde la ultima clasificacion de la OMS constituyen una entidad independiente
(Vardiman et al, 2008). La incidencia varia, en funcién de la enfermedad de base y del
tratamiento recibido, entre un 0.8% y un 6.3% a los 20 afios, y puede verse afectado cualquier
grupo de edad (Bathia, 2013). En el caso de los agentes alquilantes y la radioterapia (RDT) el
riesgo aumenta con la edad, mientras que en el caso de los inhibidores de la topoisomerasa I
el riesgo es similar en todos los grupos de edad. La mediana de tiempo hasta la aparicién de la
t-LAM es de 3 a 5 afios, con un marcado descenso del riesgo a partir de la primera década,
aunque ocasionalmente pueden observarse casos tardios (Bathia, 2013).

La t-LAM probablemente es consecuencia de diferentes eventos mutacionales, inducidos por la
citotoxicidad de la terapia previa recibida (Tabla 19), a los que se puede asociar una
predisposicidon hereditaria, debido a polimorfismos en genes que afectan tanto al metabolismo
y transporte del farmaco como a los mecanismos de reparacion del ADN (Goode et al, 2002;
Ding et al, 2012; Bathia, 2013). En este sentido, Ding et al han observado que los pacientes con
LH y LNH que presentan niveles bajos de expresion de TP53 y MTHFR, debido a la presencia de
los polimorfismos P72R y C677T, presentan un mayor riesgo de desarrollar posteriormente una
t-NM. Esto es consecuencia de la aparicién de alteraciones cromosdmicas durante el proceso
de reparacion del DNA, provocado por una menor actividad de MTHFR, combinado con una
apoptosis insuficiente de las células lesionadas, debido a una baja expresiéon de TP53, que
resultara en la acumulacidn de progenitores hematopoyéticos con el DNA dafiado y un
incremento en el riesgo de desarrollar una t-NM. En este estudio, también se observé una
asociacién entre t-NM vy la infraexpresién de enzimas detoxificantes como GSTM1, GSTT1 y
GSTP1, o la sobreexpresién de CYP3A4 que, como resultado de un menor aclaramiento o una
mayor activacion de los farmacos, producirdn un aumento del estrés genotdxico con la

consecuente lesién en el DNA (Ding et al, 2012) (Figura 27).
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Tabla 19. Agentes citotoxicos implicados en las t-LAM.

Agentes alquilantes

Melfalan, ciclofosfamida, mostaza nitrogenada, clorambucilo, alquilsulfonatos (busulfan), carboplatino,
cisplatino, derivados de tiazinas (dacarbacina, procarbacina), nitrosureas (carmustina, iomustina)

mitomicina C, aziridinas (tiotepa),

Radiaciones ionizantes

Campos amplios, incluida la irradiacion corporal total (ICT)

Inhibidores de la topoisomerasa Il

Antraciclinas (adriamicina, daunorrubicina, andlogos de adriamicina [4-epirubicina, idarubicina],
doxorubicinas liposomales, mitoxantrona), epipodofilotoxinas (etopdsido, tenipdsido), derivados de la

camptotecina (irinotecan, topotecan), actinomicina D, amsacranina.

Antimetabolitos

Antifolatos (metotrexato, raltitrexed, pemetrexed), andlogos de pirimidinas (5-fluorouracilo,
fluoropirimidinas orales, arabindsido de citosina, gemcitabina), analogos de las purinas (6-

mercaptopurina, tioguanina), analogos de la adenosina (fludarabina, pentostatina, cladribina).

Agentes que interactian con los microtubulos (generalmente en asociacion con otros farmacos):

Alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina), taxanos (paclitaxel, docetaxel y los nuevos taxanos),

analogos de las epotilonas

Figura 27. Genes candidatos implicados en la patogénesis de las t-NM (tomado de Ding et al,

2012).
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También se ha sugerido que la quimioterapia recibida, como consecuencia de una disfuncién
mitocondrial, puede elevar los niveles de los radicales libres de oxigeno (ROS). Esto provocara
un incremento en la lesién del ADN de las CPH y una disfuncion celular que a su vez
comportara el fracaso de la hematopoyesis y la acumulacién de mutaciones que, finalmente,

contribuiran al desarrollo de una t-NM (Li et al, 2011)(Figura 28).

Figura 28. Patogenesis de los t-SMD y de la t-LAM (tomado de Li et al, 2011)
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Clasicamente se ha postulado que existen dos grupos de t-LAM: t-LAM secundarias a AAy las

t-LAM secundarias a inhibidores de la topoisomerasa Il (tabla 20).

a- t-LAM secundarias a agentes alquilantes.

Se caracterizan por un periodo de latencia de 5 a 7 afios post-tratamiento, con una
morfologia habitual de tipo M1 o M2 segun el Grupo FAB, generalmente precedidas de

una fase previa de mielodisplasia y afectacién frecuente de los cromosomas 5y 7.

b- t-LAM secundarias a inhibidores de la topoisomerasa |l.

Su aparicidon es mas precoz y explosiva, sin una fase de mielodisplasia previa, con una
morfologia habitual de tipo M4 o M5 de la FAB y signos mielodisplasicos minimos o
ausentes. Generalmente se asocian a translocaciones equilibradas que implican a los
cromosomas 11923 (MLL) 6 21922 (RUNX1) o a anomalias citogenéticas favorables

como la t(15;17), t(8;21) o inv(16).



Tabla 20. Caracteristicas clinicas y bioldgicas de las t-LAM asociadas a agentes alquilantes e

inhibidores de la topoisomerasa Il.

Inhibidores de la topoisomerasa Il Agentes alquilantes
Periodo de latencia <2 afios 2-8 afos
Alteraciones cromosdmicas Reordenamientos 11923 (MLL), | del(5q),del(7q)

t(15;17)(PML-RARA),
t(8;21)(RUNX1-RUNX1T1)

Cariotipo complejo Raro Frecuente
Sindrome mielodisplasico previo | Raro Frecuente
Edad Jovenes Edad avanzada

1.3.2. Alteraciones citogenéticas.

Las alteraciones citogenéticas observadas en las t-LAM se pueden agrupar en tres grandes
grupos. El primer grupo incluye ganancias o pérdidas de material, sin alteraciones
estructurales sobreafiadidas. Las monosomias o deleciones de los cromosomas 5y 7 y las
trisomias del cromosoma 8 son las alteraciones mas frecuentes. El segundo grupo esta
formado por alteraciones estructurales equilibradas, sin pérdida ni ganancia de material
cromosomico. Las alteraciones equilibradas mas frecuentes son los reordenamientos que
afectan los cromosomas 11923, 21922, 17921 y la inv(16)(p13g22). El tercer grupo comprende
las LAM de cariotipo normal.

Las LAM de novo y las t-LAM son enfermedades heterogéneas que presentan alteraciones
citogenéticas idénticas, aunque difieren en la frecuencia en las que éstas se presentan. Asi, en
la LAM de novo se observa un cariotipo normal en mas del 50% de los casos, ganancias o
pérdidas de material en un 15-25%, generalmente 5qg-/-5, 79-/-7 6 +8, y translocaciones
equilibradas en el 15-20% de los pacientes. En la t-LAM las pérdidas y ganancias de material,
5q/-5 y 79-/-7, se observan en mas del 50% de los casos, las alteraciones estructurales
equilibradas, translocaciones e inversiones, en el 15-20%, y el 10-15% de los pacientes
presentan un cariotipo normal (Pedersen-Bjergaard et al, 2008).

En la t-LAM la presencia de 5g-/5- y 79-/7- se ha relacionado con una exposicién previa a
agentes alquilantes, frecuentemente formando parte de un cariotipo complejo, y las
translocaciones equilibradas generalmente se observan después de la exposicion a inhibidores
de la topoisomerasa Il. Finalmente, los pacientes que han sido tratados exclusivamente con
radioterapia, con antimetabolitos o con otros agentes citostaticos sin un potencial

leucemogeno bien definido, presentan un cariotipo normal.
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Hoy en dia se considera que las t-LAM, clasicamente divididas en dos grandes grupos,
secundarias a agentes alquilantes y secundarias a inhibidores de la topoisomerasa Il, pueden
subdividirse en 8 vias genéticas con diferente etiologia y diferentes caracteristicas bioldgicas
(Pedersen-Bjergaard et al, 2002; Pedersen-Bjergaard et al, 2006) (Figura 29).

Via 1. Incluye las t-LAM y t-SMD con 7g-/-7 aislada. Generalmente se presentan como t-SMD,
se han relacionado con la exposicion previa a AA, son frecuentes las mutaciones en AML1 y
RUNX1 y no se observan mutaciones en FLT3. Las mutaciones en AML1 se observan en el 38%
de los pacientes y su presencia se ha relacionado con la transformacién a LAM (Christiansen et
al, 2004). Los pacientes con mutaciones en AML1 también suelen presentar mutaciones en
TP53 o RAS lo que sugiere que estas mutaciones pueden participar en el proceso de
leucemogénesis (Pedersen-Bjergaard et al, 2006).

Via 2. Incluye los pacientes con 5g-/-5 sin otras alteraciones estructurales equilibradas.
Generalmente se presentan como t-SMD y también se han relacionado con la exposicion
previa a AA. Las mutaciones en RAS, AML1 y FLT3 son poco frecuentes, pero en un 77% de los
casos se observan mutaciones en TP53 (Pedersen-Bjergaard et al, 2006). Como consecuencia
de ello son frecuentes los cariotipos complejos, con cromosomas marcadores y amplificaciones
o duplicaciones de los cromosomas 11923 y 21g22. Algunos casos también presentan 7g-/-7.
Via 3. Esta via incluye las t-LAM con translocaciones equilibradas que implican al cromosoma
11923 (MLL) y se han relacionado con la exposicidn previa a inhibidores de la topoisomerasa I,
principalmente a epipodofilotoxinas (etopdsido, tenipdsido) (Bloomfield et al, 2002). En este
grupo las mutaciones en RAS y BRAF son frecuentes (Chistiansen et al, 2005).

Via 4. Incluye los pacientes con translocaciones equilibradas en el cromosoma 21922 e inv(16)
con el consecuente reordenamiento de los genes del complejo CBF, AML1 y CBFB. Estas
alteraciones se han relacionado con la exposicidn previa a inhibidores de la topoisomerasa |l,
principalmente a antraciclinas (adriamicina, daunorrubicina, doxorrubicina, mitoxantrona). A
excepcion de los pacientes con la t(3;21)(g26;922), que generalmente se presentan como t-
SMD, la mayoria de los pacientes de esta via se presentan como t-LAM. La 79-/-7 es la
alteraciéon cromosémica secundaria mas frecuente en pacientes con t-LAM y reordenamientos
del cromosoma 21922 (Slovak et al, 2002). En las LAM de novo con afectacién del complejo
CBF, las mutaciones en c-KIT son las que se observan con mas frecuencia.

Via 5. Incluye los pacientes con leucemia aguda promielocitica (LAP) y la t(15;17)(g22;q12-21)
con el consecuente reordenamiento de los genes PML y RARA. Se ha asociado con la
exposicién previa a inhibidores de la topoisomerasa Il, principalmente doxorrubicina y
mitoxantrona en mujeres afectas de cancer de mama (Mistry et al, 2005). Al igual que ocurre

en la LAP de novo, la FLT3-ITD se observa con frecuencia (Pedersen-Bjergaard et al, 2007).
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Via 6. Incluye los escasos pacientes con t-SMD o t-LAM y reordenamiento del gen NUP9S,
localizado en el cromosoma 11p15. Estos casos se han relacionado con la exposicidn previa a
inhibidores de la topoisomerasa Il y hasta el momento no se ha observado ninguna asociacion
con otras mutaciones.

Via 7. Incluye los pacientes con cariotipo normal y no se ha asociado con ningun tipo especifico
de terapia previa. Al igual que en las LAM de novo y cariotipo normal, se observan con
frecuencia mutaciones en FLT3, RAS y MLL-PTD (Andersen et al, 2001) y con menos frecuencia
en AML1 (Harada et al, 2003).

Via 8. Incluye los pacientes con una sola alteracién cromosémica, representa el 14% de todos
los t-SMD y t-LAM (Pedersen-Bjergaard et al, 2006), y no se asocian a ningun tipo especifico de
terapia previa. En este grupo de pacientes, las mutaciones en los genes de la via RTK/RAS-

BRAF, TP53 y AML1 son poco frecuentes (Chistiansen et al, 2005).

Figura 29. Vias genéticas de las t-LAM y de los t-SMD (tomada de Pedersen-Bjergaard et al,
2006).
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1.3.3. Alteraciones moleculares.

El espectro de mutaciones genéticas observado en las LAM de novo y en las t-NM es idéntico,
sin embargo sus frecuencias pueden variar en funcién de las caracteristicas citogenéticas o de
la forma de presentacién, t-SMD o t-LAM. Asi, la mayor frecuencia de mutaciones puntuales en
TP53 observadas en las t-NM respecto las LAM de novo, puede explicarse por el mayor nimero
de pacientes con t-NM que presentan 5g-/-5 y cariotipos complejos. No se observan
diferencias entre las LAM de novo y las t-NM en la frecuencia de mutaciones en AML1 (10-
20%), RAS o PTPN11. Las mutaciones en FLT3 y NPM1 son menos frecuentes en las t-NM que
en las LAM de novo, y no se observan diferencias entre ambas entidades cuando sélo se
consideran los pacientes con cariotipo normal. Finalmente, las mutaciones en cFMS y CEBPA
son poco frecuentes en las LAM de novo y no se han observado en las t-NM (Pedersen-
Bjergaard et al, 2008).

Recientemente, Shih AH et al (Haematologica 2013) han analizado las mutaciones de TP53,
TET2, DNMT3A, ASXL1, IDH1, IDH2, EZH2, EED, SUZ12, RBBP4, SRSF2, U2AF35 y SF3B1 en 38
muestras de pacientes diagnosticados de t-SMD/t-LAM. Todos los pacientes habian recibido
previamente tratamiento quimioterapico y/o RDT y 5 de ellos un transplante autogénico de
progenitores hematopoyéticos. Se hallaron mutaciones somaticas en el 42% de los casos (16
pacientes) y las mas frecuentes fueron las mutaciones en TP53 en el 21% (8 pacientes),
seguidas de las mutaciones en TET2 en el 10% (4 pacientes). En este estudio la combinacién de
agentes alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa Il se asocid a un incremento en la
frecuencia de mutaciones somaticas. La delecién del cromosoma 17p se observo en el 15% de
los casos (6 pacientes, 2 de ellos concomitantemente con mutacién de TP53). A diferencia del
resto de casos, los 12 pacientes con mutaciones de TP53 o pérdidas de 17p presentaron una
alta incidencia de alteraciones citogenéticas de alto riesgo: cariotipo complejo (91%), del(5q)/
-5/ (83%), del(7q)/-7 (50%), y una menor SG (8.8 meses frente 37.4 meses, p=0.0035), que
confirma el impacto peyorativo de esta mutacion, observado previamente por otros autores
(Chistiansen et al, 2001).

Por otro lado, Lindsley et al (Blood 2015) secuenciaron 82 genes involucrados en la
patogénesis de neoplasias mieloides en un subgrupo de 194 pacientes diagnosticados de s-
LAM (n=93) y t-LAM (n=101) incluidos en el ensayo clinico fase 3 ACCEDE, que aleatoriza a los
pacientes en dos brazos de tratamiento: amonafide y citarabina frente daunorubicina y
citarabina. Posteriormente, los resultados fueron validados en una cohorte de 105 pacientes
diagnosticados de LAM de novo, tratados en el Dana-Farber Cancer Institute. En este estudio

se identificaron tres patrones de mutaciones mutuamente excluyentes:
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- Mutaciones secundarias. Incluye 8 genes mutados con > 95% de especificidad en

las s-LAM frente las LAM de novo: ISRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2,
BCOR y STAG2. Estos 8 genes se encuentran frecuentemente mutados en los SMD,
lo que sugiere que podrian participar en la diferenciacion displasica y la
hematopoyesis ineficaz caracteristica de los SMD.

- Mutaciones de novo. Incluye 3 mutaciones que se encuentran infra-representadas

en las s-LAM respecto las LAM de novo: NMP1, MLL/reordenamientos de 11923 y
reordenamientos de CBFB.

- Mutaciones en TP53. Asociadas a cariotipo complejo, resistencia a la terapia y a

una menor supervivencia.
En el grupo de t-LAM (n=101) se identificaron 296 single nucleotid variations (SNV) y pequefias
inserciones o deleciones que afectaban a un total de 43 genes, con al menos una mutacion
detectada en el 97% (n=98) de los casos. El 33% (n=34) de los pacientes presentaban
mutaciones secundarias, un 23% (n=23) mutaciones en TP53 y un 47% (n=47) mutaciones de
novo. En este estudio, las t-LAM no presentaron un perfil de mutaciones especifico, pero las
mutaciones de TP53 también se asociaron a la presencia de cariotipo complejo, a menudo

cariotipo monosémico, con anomalias en los cromosomas 5y 7.

1.3.3.1 Mutaciones puntuales en TP53.

El gen TP53 esta localizado en el cromosoma 17p13.1 y tiene un papel critico en la regulacion
del ciclo celular ante un dafio del ADN. Una actividad andmala de TP53 implicard una
reduccion en la capacidad para reparar los dafios en el ADN, lo que dard lugar a una
inestabilidad genética y un aumento en el riesgo de leucemogénesis. Las mutaciones en TP53
se observan en menos del 10% de los pacientes con SMD y LAM de novo. Sin embargo, es la
alteracion genética detectada con mas frecuencia en las t-NM, donde la podemos observar en
un 20-50% de los casos (Christiansen et al, 2001). El tipo de mutacidn también es diferente, asi
en las LAM de novo la mutacidon mas frecuente son los cambios en los pares G-C, mientras que
en las t-LAM son las transversiones A-T (Christiansen et al, 2001)

Esta mutacidn, a menudo con pérdida de heterocigosidad, se asocia con 5g-/-5, la exposicion
previa a agentes alquilantes, cariotipos complejos y reordenamientos de los genes MLLy AML1
(Christiansen et al, 2001; Bowen et al 2009; Ricker et al, 2012).

Los pacientes con mutaciones en TP53 presentan un prondstico adverso con una menor SG a
los 5 aifos, respecto a los pacientes TP53wt. Cuando se valoran exclusivamente los pacientes

con TP53m, el efecto adverso parece que queda restringido a los pacientes con pérdida de
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heterocigosidad, mientras que los pacientes heterocigotos para TP53 presentan una SG similar

a la de los pacientes no mutados (Christiansen et al, 2001) (Figura 30).

Figura 30. (A) SG de los pacientes con t-NM y TP53m comparado con los pacientes no
mutados. (B) SG de los pacientes TP53m con y sin pérdida de heterocigosidad (tomado de

Christiansen et al, 2001).
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1.3.3.2. Mutaciones puntuales en AML1.

Las mutaciones puntuales en AML1 son las segundas mutaciones en frecuencia en las t-NM,
donde las podemos observar en un 15% de los casos. Suelen presentarse como t-SMD y se han
asociado a la exposicion previa a agentes alquilantes y a 7g-/-7 (Christiansen et al, 2004). En
los casos de transformacion a t-LAM, se ha observado la coexpresidon con mutaciones en RAS
(Christiansen et al, 2005). Se han descrito mutaciones missense, nonsense y frameshit, todas
ellas heterocigotas. Los pacientes con mutaciones missense presentan una menor SG

comparados con los que presentan mutaciones nosense o frameshit (Christiansen et al, 2004).

1.3.3.3. Mutaciones de genes gue codifican para el dominio tirosincinasa.

Se trata de mutaciones puntuales o duplicaciones internas, por lo general mutuamente
excluyentes. Las mutaciones en FLT3 se han relacionado con la exposicidn previa a RDT y con t-

LAM de cariotipo normal. Los pacientes con mutaciones en FLT3 y cKIT suelen presentarse
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como t-LAM. Las mutaciones en JAK2 son raras y se presentan como t-SMD con rasgos
mieloproliferativos y esplenomegalia (Desta et al, 2006), y no se observan mutaciones en cFMS

(Pedersen-Bjergaard et al, 2008).

1.3.3.4. Mutaciones en la via RAS/BRAF.

Estas mutaciones generalmente son mutuamente excluyentes y en los escasos casos en que se
presentan simultdaneamente, se suelen observar en subclones diferentes. Las mutaciones en
RAS no se asocian de manera especifica a ninguna terapia previa, a menudo se observan en
pacientes con cariotipo normal y se han relacionado con la transformacién de un t-SMD a una

t-LAM (Christiansen et al, 2005).

1.3.3.5. Mutaciones en genes gue codifican para factores de transcripcién.

Los reordenamientos en AML1, CBFB, MLL, RARA y EVI1 se han relacionado con la exposicion
previa a inhibidores de la topoisomerasa Il. Las mutaciones en NPM1 no se relacionan con
ningun subtipo especifico de terapia previa y frecuentemente se observan en pacientes con
cariotipo normal. Los pacientes con reordenamientos en AML1, CBFB, MLL o RARA y con
mutaciones en NMP1, generalmente se presentan como t-LAM, mientras que los pacientes
con reordenamientos de EVI1 y mutaciones puntuales en AML1 se suelen presentar como t-

SMD. No se observan mutaciones en CEBPA (Pedersen-Bjergaard et al, 2008).

1.3.3.6. Neoplasias relacionadas con la terapia (t-NM) después de un trasplante de

progenitores hematopoyéticos (TPH).

La incidencia de t-SMD y t-LAM después de un TPH es superior a la observada en pacientes
tratados por las mismas enfermedades con quimioterapia convencional y radioterapia, y es
una de las principales causas de mortalidad no relacionada con la recaida de la enfermedad. El
riesgo acumulado de t-SMD y t-LAM varia mucho segun los diferentes estudios, desde un 1.1%
a los 20 meses (Taylor et al, 1997) hasta un 24.3% a los 43 meses del TPH (Pedersen-Bjergaard
et al, 1997). La mediana de tiempo hasta la aparicion de la t-NM es de 12 a 24 meses después
del TPH (Bathia, 2013) y la mediana de supervivencia es de 6 meses, idéntica a la supervivencia
de los pacientes con t-NM en general.

El desarrollo de una t-NM después de un TPH es un proceso complejo con multiples etapas. En
primer lugar, la exposicidén previa a quimioterapia y/o RDT provoca un dafio en el ADN, una
disfuncidon mitocondrial, una alteracién en el metabolismo celular y una disregulacion de las
CPH. Posteriormente, el tratamiento de acondicionamiento puede causar nuevos dafios en el

ADN de las CPH similares a los producidos por la terapia pre-TPH. Finalmente, la reinfusion de
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estas CPH (en el caso del auto-TPH) con el DNA dafado, junto al estrés proliferativo que tiene
lugar durante la regeneracion hematopoyética provoca un mayor acortamiento en la longitud
de los teldmeros, con la consecuente inestabilidad genética, aparicion de alteraciones

citogenéticas y transformacion a una LAM (Akhtari et al, 2013; Bathia, 2013) (Figura 31).

Figura 31. Patogénesis de las t-NM post-TPH (tomada de Akhtari et al, 2013).
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Los teldmeros son estructuras especializadas de la cromatina que se encuentran localizadas en
los extremos de los cromosomas eucariotas y algunos cromosomas procariotas lineales. La
funcién de esta region del cromosoma no esta completamente establecida. Por un lado parece
participar en el ciclo celular, senescencia y control de la expresién genética a nivel
transcripcional. Por otro lado, el telémero ayuda a mantener la integridad del cromosoma
evitando la fusién de sus extremos y la degradacién por nucleasas, también participa en el
anclaje de los cromosomas a la matriz nuclear y tiene un papel muy importante durante la
meiosis, el apareamiento y la recombinacién homdloga (Blackburn, 1991). Los teldmeros se
acortan con cada divisién celular y el nUmero de divisiones que la célula puede experimentar
se correlaciona con la longitud de los telémeros. El acortamiento progresivo de los telémeros
funciona como un reloj mitético que limita el potencial proliferativo de las células al
desencadenar una cascada de sefializacién que induce al envejecimiento celular y coopera
para la apoptosis. En cada division celular se pierden entre 50 y 200 nucledtidos del telémero.
Cuando los teldmeros alcanzan un tamafio critico tienen dificultades para separarse durante la

mitosis, lo que favorece la aparicidon de asociaciones teloméricas, inestabilidad cromosémica y
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consecuentemente un incremento en la frecuencia de alteraciones cromosémicas (Shay,

1998).

También se ha sugerido un posible papel de la autoinmunidad en la patogénesis de la t-NM
después de un TPH, basado en el rol potencial de la autoinmunidad en la patogénesis de los
SMD, en la asociacién de los SMD con fendmenos autoinmunes y en el papel de la terapia
inmunodepresora en el tratamiento de estos sindromes (Akhtari et al, 2013). Por otro lado, en
un estudio se demostré que, en los pacientes que reciben un auto-TPH, la aparicién del
sindrome del injerto era un factor de riesgo independiente para el desarrollo de una t-NM
(Keung et al, 2010).

La quimioterapia previa recibida, principalmente la dosis total acumulada de agentes
alquilantes, se considera el factor de riesgo mas importante para desarrollar una t-NM (Stone
et al, 1994; Wheeler et al, 1997; Milligan et al, 1999). Diferentes factores apoyan esta
hipétesis. Por un lado, el numero de recaidas, reflejo indirecto del nimero de ciclos de
guimioterapia administrados, se asocia a un mayor riesgo de t-NM (Akhtari et al 2013). Por
otro lado, la incidencia de t-NM después de un alo-TPH es muy inferior a la observada tras un
auto-TPH, debido probablemente a que las células progenitoras del donante no han estado
expuestas a quimioterapia (Akhtari et al, 2013). El corto periodo de latencia entre el TPH y la t-
NM, inferior al observado en pacientes con t-NM tratados exclusivamente con quimioterapia,
también apoyaria esta hipdtesis (Bathia, 2013). Finalmente, en las t-NM son bastante
frecuentes las alteraciones que afectan a los cromosomas 5y 7, relacionadas con la exposicidn
previa a AAy, en diferentes estudios, las alteraciones citogenéticas presentes en el momento
de la t-NM se han observado también en el producto de aféresis o previamente al TPH
(Abruzzese et al, 1999).

En la misma linea, Li et al observaron que las células CD34+ de los productos de aféresis de
pacientes que recibieron un auto-TPH por un LNH o por un LH y posteriormente desarrollaban
una t-NM, presentaban una infra-expresién de genes relacionados con la funcién mitocondrial
y la fosforilizacién oxidativa (NRF2 y GABP), la ubiquitinacion de proteinas, la sintesis de
aminoacil-RNAt, la regulacién del ciclo celular (E2F1), el ciclo del citrato, el metabolismo de
aminodcidos, la reparacién del ADN (OCT1) y la diferenciacion hematopoyética (GF11 y
FOXA1), y una sobreexpresion de genes relacionados con la regulacién hematopoyética (CEBP,
HOX), la adhesion y la comunicacidn celular y con receptores acoplados a proteinas G, respecto
los pacientes que no presentaban una t-NM. La posterior progresién a una t-NM se ha

relacionado con la adquisicidon de una infra-expresion en genes relacionados con la regulacion
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del ciclo celular, la reparacién del ADN, la respuesta al estrés oxidativo y la diferenciacion

hematopoyética (Li et al, 2011) (Figura 32).

Figura 32. Cambios en la expresion genética en las células CD34+ durante el desarrollo de una

t-NM (tomado de Li et al, 2011).
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Segun diferentes estudios, la edad del paciente también constituye un factor de riesgo
independiente. Asi, los pacientes mayores de 40 afios presentan un riesgo superior de
desarrollar t-NM después de un TPH (André et al, 1998; Milligan et al, 1999).

El riesgo de t-NM después de RDT, como tratamiento Unico, es 10 veces inferior al riesgo tras
tratamiento con agentes alquilantes (Tucker et al, 1988) e incluso en algunos estudios esta
asociacién no se ha observado (Pedersen-Bjergaard et al, 1993). Sin embargo, se ha observado
que en pacientes trasplantados por un LNH o LH, el uso de irradiacién corporal total (ICT) en el
régimen de acondicionamiento constituye un factor de riesgo independiente para el desarrollo
de una t-NM. En dos estudios del instituto Dana Farber, en pacientes trasplantados por un
LNH, el uso de ICT en el régimen de acondicionamiento comportd un riesgo actuarial de t-
SMD/t-LAM del 18% a los 6 afios y del 19.8% a los 10 afios (Stone et al, 1994; Friedberg et al,
1999), mientras que en un estudio paralelo de la misma institucidn, en pacientes trasplantados
por un LNH o por un LH acondicionados sélo con quimioterapia, el riesgo fue de 4.4% a los 5
afios (Wheeler et al, 1997). Posteriormente, un estudio cooperativo del EBMT también
confirmé que la ICT en el régimen de acondicionamiento se asociaba a mayor riesgo de
desarrollar una t-NM (Milligan et al, 1999). También se ha sugerido que el riesgo de desarrollar

una t-NM tras un TPH acondicionado con ICT depende de la dosis total administrada; asi con
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dosis inferiores a 12 Gy no se ha observado un incremento en el riesgo de t-NM, mientras que
si se ha observado con dosis superiores a 13,2 Gy (Metayer et al, 2003).

El nimero de TPH recibidos, también es un factor de riesgo para desarrollar posteriormente
una t-NM. En un estudio en pacientes trasplantados por un mieloma multiple, el riesgo de
desarrollar una t-NM fue del 12% a los 4 afos en el subgrupo de pacientes trasplantados en
fases tardias de la enfermedad, y el 73% de estos pacientes recibié un trasplante en tdndem
(Govindarajan et al, 1996). Este efecto ha sido confirmado posteriormente por un estudio
cooperativo del grupo EBMT (Milligan et al, 1999).

Diferentes estudios han observado también un aumento en el riesgo de desarrollar una t-NM
cuando se utilizan CPH procedentes de sangre periférica, especialmente en aquellos casos
movilizados con etopdsido, en lugar de progenitores procedentes de médula ésea (Krishnan et
al, 2000; Beauchamp-Nicoud et al, 2003). Se ha sugerido que este incremento de t-NM puede
deberse a la contaminacién del producto de aféresis por células preleucémicas con el DNA
dafiado (Pedersen-Bjergaard et al, 2000).

También se ha observado un mayor riesgo de t-NM en funcion del nimero de células
mononucleadas infundidas (Sevilla et al, 2002), y en aquellos pacientes que han requerido mas
de una movilizacién con factores estimuladores de colonias granulo-monociticas (Waterman et
al, 2012) o con plerixafor (Deol et al, 2013). También se ha sugerido que una segunda
movilizacién daria lugar a un mayor acortamiento telomérico de los progenitores

hematopoyéticos, con la consecuente inestabilidad genética (Ricca et al, 2005).

1.3.3.7. Tratamiento.

Las opciones terapéuticas para los pacientes con t-NM incluyen los regimenes de
quimioterapia intensiva, dosis bajas de citarabina, retinoides, 5-azacitidina o decitabina y el
alo-TPH. Los resultados obtenidos con el tratamiento estdndar son pobres, con una
supervivencia mediana estimada entre 8 y 16 meses (Smith et al, 2003; De Roos AJ, 2007). Este
resultado probablemente esta relacionado con varios factores como la edad avanzada de los
pacientes, la presencia de comorbilidades, la resistencia a la terapia, la insuficiencia medulary
a la alta incidencia de alteraciones citogenéticas de alto riesgo que presentan las t-NM.

El alo-TPH se considera la Unica opcidén potencialmente curativa en este subgrupo de pacientes
pero, dada la alta tasa de mortalidad relacionada con el tratamiento, es una estrategia
terapéutica limitada a los pacientes mas jovenes y sin comorbilidades. En un intento de
identificar aquellos pacientes que se pueden beneficiar de un alo-TPH han surgido diferentes
escalas de riesgo como la propuesta por Litzow et al (Blood 2010) que, a partir del seguimiento

durante un periodo de 15 afios de 868 pacientes trasplantados por una t-NM en 33 paises
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diferentes, observaron que la edad > 35 afios, la citogenética de mal prondstico definida por el
SWOG/ECOG (Slovak et al, 2000), el estado de la enfermedad en el momento del alo-TPH (LAM
sin RC o t-SMD avanzado) y el tipo de donante utilizado (DNE) se asociaban a un prondstico
adverso. Con la combinacién de estos factores de riesgo, elaboraron un sencillo sistema de
puntuacién que permite clasificar a los pacientes en 4 grupos de riesgo con diferente impacto
prondstico. Asi, la SG a los 5 afios para los pacientes con ninguno, 1, 2, 3 6 4 de estos factores

fue respectivamente del 50%, 26%, 21%, 10% y 4% (Figura 33).

Figura 33. Probablilidad de SG después de un alo-TPH por una t-NM en funcidn de los factores

de riesgo propuestos por Litzow et al (tomado de Litzow et al, 2010).
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Los pacientes sin ninguno de los factores de riesgo presentaron un prondstico comparable al
de los pacientes trasplantados por un SMD o LAM de novo, pero representaban menos del 10%
de los pacientes estudiados.
Entre las estrategias dirigidas a disminuir el riesgo de las t-NM después de un TPH pueden
tenerse en cuenta:
- Indicacién del TPH en primera remisién completa en aquellos pacientes con prondstico
adverso.
- Modificaciones en el régimen de acondicionamiento, como el uso restrictivo de la ICT,
la combinacién de busulfan y ciclofosfamida, que se ha asociado a una menor SLP a los
5 afios (45%) y a una menor mortalidad no relacionada con la recaida (28%) (Bathia et
al, 2013), o el esquema BEAM (BCNU, citarabina, etopdsido y melfalan) asociado a un

menor potencial leucemadgeno (Harrison et al, 1999).
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Modificaciones en los esquemas de movilizaciéon. El uso de etopdsido se ha
relacionado con un mayor riesgo de desarrollar una t-NM con anomalias en los
cromosomas 11923y 21922 (Krishnan et al, 2000).

Analisis citogenético convencional o mediante técnicas de hibridacidon in situ
fluorescente del producto de aféresis para descartar la presencia de alteraciones

citogenéticas en los progenitores hematopoyéticos que se van a infundir.
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2. HIPOTESIS
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Los pacientes diagnosticados de LAM reciben tratamientos adaptados al riesgo con
guimioterapias que incluyen inhibidores de la topoisomerasa Il (antraciclinas) y
citarabina. Una vez alcanzada la RC, en funcién de la citogenética y de la biologia
molecular, algunos se consolidaran con un TPH, previo acondicionamiento con agentes
alquilantes  (ciclofosfamida, melfalan, busulfan, thiotepa), antimetabolitos
(fludarabina) e irradiacion corporal total (ICT). Los agentes alquilantes, inhibidores de
la topoisomerasa |, antimetabolitos y las radiaciones ionizantes estan implicados en la
patogenia de las LAM relacionadas con la terapia (t-LAM) y de los sindromes
mielodisplasicos relacionados con la terapia (t-SMD). Por otro lado, se han descrito t-
LAM y t-SMD después de un TPH en pacientes afectos de LH, LNH o MM con una
incidencia acumulada del 6-7% a los 5 afios. Dados los tratamientos previos recibidos,
las LAM post-TPH podrian corresponder a una t-LAM o bien a una recaida de la LAM

inicial.

El efecto citotoxico de los tratamientos previos, junto con el acortamiento en la
longitud de los telémeros que tiene lugar durante el primer afio del TPH, debido a los
numerosos ciclos replicativos de las células progenitoras hematopoyéticas, podrian
condicionar una inestabilidad genética que favoreceria la aparicion de nuevas
alteraciones citogenéticas. En consecuencia, las LAM post-TPH podrian presentar una

mayor complejidad citogenética que las LAM en el momento del diagnéstico.

La incidencia de t-NM después de un alo-TPH es muy inferior a la observada tras un
auto-TPH, debido probablemente a que las células progenitoras del donante no han
estado expuestas a quimioterapia. Asi, suponiendo que las LAM post-TPH puedan
corresponder a t-LAM, su incidencia deberia ser superior después de un auto-TPH.
Ademas, dada la reinfusién de CPH con el ADN lesionado, deberian presentar una

mayor complejidad citogenética.

TP53 es el gen mutado con mayor frecuencia en las t-LAM. Dicha mutacion, asi como
las pérdidas de TP53 se han asociado a una mayor complejidad citogenética y a una
menor supervivencia global (SG). Las LAM post-TPH podrian presentar pérdidas de
TP53 con mas frecuencia que las LAM al diagndstico y ello relacionarse con la

complejidad citogenética.
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3. OBJETIVOS

91



92



Los objetivos de la presente Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Caracterizar las alteraciones citogenéticas de las LAM post-TPH y compararlas con las

caracteristicas citogenéticas de las LAM antes del TPH.

2. Analizar los factores implicados en la etiopatogenia de las LAM post-TPH.

3. Analizar la incidencia de las deleciones de TP53 en las LAM al diagnéstico y post-TPH
(mediante hibridacidn in situ fluorescente) y su relacidn con el cariotipo complejo, el

cariotipo monosdmico y la delecién del cromosoma 5q.
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4. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
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4.1. Pacientes

Estudio retrospectivo de los 151 pacientes diagnosticados de LAM que recibieron un TPH entre
febrero de 2000 y junio de 2014 en la Unidad de Transplante Josep Carreras del Servicio de
Hematologia Clinica del Institut Catala d’Oncologia (ICO)-Hospital Germans Trias i Pujol. Los
pacientes procedian de los Servicios de Hematologia del ICO-Hospital Germans Trias i Pujol
(Badalona) y del ICO-Hospital Josep Trueta (Girona).

En la presente estudio se ha definido la LAM post-TPH como toda LAM que aparece tras la
realizacién de un TPH.

En el momento del diagndstico de la LAM y de la LAM post-TPH se realizaron los siguientes
estudios:

4. Diagnostico citoldgico de acuerdo con los criterios de clasificacion de la OMS del 2008
(Swerdlow et al, 2008).

5. Estudio citogenético convencional mediante cultivos de 24 horas de células
procedentes de médula désea. Los cariotipos se formularon de acuerdo con la
normativa del International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) 2013
(Shaffer et al, 2013).

6. Hibridacidn in situ fluorescente (FISH) para descartar el reordenamiento del gen MLL
en todos los casos de cariotipo normal. En algunos casos se han aplicado sondas de
FISH para confirmar la presencia de determinadas alteraciones, de acuerdo con las
instrucciones del manual de la casa comercial.

7. Estudio del estado mutacional de FLT3, NMP1, D835 y CEBPA.

Se han recogido las siguientes variables clinico-bioldgicas: edad, sexo, fecha del diagnédstico,
diagndstico citoldgico segun la clasificacion de la OMS del 2008, férmula cromosdmica segun la
normativa ISCN 2013, reordenamiento del gen MLL (FISH) y estado mutacional de FLT3, NMP1,
D835 y CEBPA en el momento del diagndstico y de la LA

M post-TPH, tratamiento previo recibido, estado de la enfermedad en el momento del TPH,
fecha del TPH, tipo de TPH, acondicionamiento recibido, profilaxis de la enfermedad injerto
contra huesped (EICH), presencia de EICH, fecha de la LAM post-TPH, fecha y estado del ultimo
seguimiento.

Las alteraciones citogenéticas se categorizaron en normal, alterada, sin crecimiento y no
realizada y segun el grupo de riesgo prondstico citogenético propuesto por el MRC (Grimwade
et al, 2010) y la presencia o no de cariotipo monosémico (Breems et al, 2008). Los cariotipos
alterados se clasificaron en funcion de la ploidia, del nimero de alteraciones observadas (<3-
24), del tipo de alteracidn (equilibrada vs desequilibrada o numérica [trisomias y monosomias]

vs estructural, en funcién del brazo cromosémico afecto).
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El estado mutacional de FLT3, NMP1, D835 y CEBPA se ha categorizado en germinal, mutado y
no realizado.
Se ha realizado, en las muestras del diagndstico y de la LAM post-TPH de 20 pacientes, el

estudio, por FISH, de la delecién del gen TP53.

4.2, Material

La médula ésea ha sido el tejido utilizado para realizar el estudio citogenético y molecular en la
mayoria de los casos. En su defecto, en aquellos casos con una cifra de leucocitos > 30x10e9/L
y/o mas de un 10% de blastos, se ha utilizado muestra procedente de sangre periférica.

La muestra de médula dsea se ha obtenido por puncién aspiracién con un trdcar, a nivel
esternal o en cresta iliaca posterosuperior. Para realizar el estudio citogenético la muestra se
ha recogido en un tubo de centrifuga que contenia 5 mL de medio RPMI-1640 y heparina
sodica al 1%, y para realizar el estudio molecular en un tubo EDTA.

La muestra de sangre periférica se ha obtenido mediante puncién venosa. Se han extraido 2-5
mL de sangre periférica que se han recogido en un tubo de Heparina Litio para el estudio
citogenético y en un tubo EDTA para el estudio molecular.

Las muestras han sido procesadas en la mayoria de los casos el mismo dia de su extracion,
aunque pueden conservarse en nevera (22-892) y procesarse a las 24 horas, con el riesgo de

una mayor muerte celular.

4.3. Métodos

4.3.1. Estudios citogenéticos

4.3.1.1. Técnica de cultivo de médula dsea

En una campana de flujo laminar, en condiciones de esterilidad, se preparan dos frascos con
medio de cultivo (75% RPMI-160, 2% penicilina-estreptomicina, 2% L-glutamina y 1% heparina
sddica) y se enumeran con el nimero de la muestra que se va a sembrar. Se suplementan con
con 1 mL de suero bovino fetal (20% restante) y se afiade 1 gota de de tampdn HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid).

La muestra se centrifuga a 1700 rpm durante 7-10 minutos (min). Se extrae el sobrenadante
con una pipeta Pasteur y se homogeneiza el botdon celular. Posteriomente se realizan dos
cultivos de 0,1 mL y de 0,3 mL de botdn celular y se introducen en una estufa de C02 al 5%

durante 24 horas.
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Veinte minutos antes de extraer el cultivo de la estufa se afiaden 50 pL de Colcemid, un
antimitético que detiene la divisidn celular.

La muestra se decanta en un tubo de centrifuga, se centrifuga a 1700 rpm durante 7-10 min y
se aspira el sobrenadante. Se afiaden a la muestra 3 pipetas Pasteur de choque hipoténico KCL,
previamente calentado a 372C, se resuspende el botén celular después de cada pipeta y se
deja actuar 25 min a 379C.

Se afiaden 10 gotas de fijador o solucidon Carnoy (metanol — acido acético 3:1), se resuspende y
se deja actuar durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifuga a 1700
rom durante 7 min y se aspira el sobrenadante. Se afaden 3 pipetas Pasteur de fijador, se
centrifuga a 1700 rpm durante 7 min y se aspira el sobrenadante. Esta ultima operacidn se
repite un minimo de dos veces para eliminar los restos celulares.

Después de la ultima centrifugacidn se resuspende el botén celular, se realizan las extensiones
a mano alzada (3-4 por cultivo), se secan en una placa calefactora a 372C y posteriormente, en
un microscopio invertido se controla la calidad de las extensiones.

Las preparaciones se envejecen durante 1 hora a 1002C. Una preparacion de cada caso se
sumerge en solucion 2xSSC a 652C y se lavan con agua del grifo. Se tifie con una parte de
colorante Wright y tres partes de solucién Sérensen (1 mL + 3 mL por portaobjetos) durante 2
min y medio. Si los cromosomas han quedado bien bandeados, se tifien las extensiones
restantes de la misma forma, de lo contrario se realiza otra prueba (menos tiempo de tincion si
los cromosomas estan muy tenidos, mas tiempo en solucidén 2xSSC si no se ven bandas o no
sumergirlos en solucion 2xSSC si los cromosomas se han deshecho). Con este tipo de tincién se

obtiene el patrén de bandas G.

4.3.1.2. Analisis de resultados

El estudio de los cromosomas se ha realizado en el microscopio éptico, segin el patréon de
bandas G. Siempre que ha sido posible, se ha analizado un minimo de 20 metafases. El
cariotipo se ha descrito segln las recomendaciones del ISCN 2013 (Shaffer et al, 2013). Se ha
considerado un cariotipo normal, cuando se han analizado un minimo de 20 metafases
normales. Las alteraciones estructurales y las trisomias se han considerado clonales cuando se
han observado en un minimo de dos metafases, y las monosoias en un minimo de tres. El
cariotipo complejo se ha definido como la presencia de cuatro o mas alteraciones
cromosomicas, segun el United Kingdom Medical Research Council trials (MRC) (Grimwade et
al, 2010). Las alteraciones citogenéticas se han clasificado en 3 grupos prondsticos (favorable,
intermedio y adverso), de acuerdo con los grupos de riesgo citogenético propuestos por el

MRC (Grimwade et al, 2010). El cariotipo monosdmico se ha definido como la presencia de una
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monosomia autosdmica acompafiada de otra monosomia autosdmica o de una alteracion

estructural (Breems et al, 2008).

4.3.2. Técnica de hibridacién in situ fluorescente (FISH)

- Preparacién de la muestra y extensién: a partir de las células fijadas con solucidn Carnoy se

tira una gota a mano alzada en un portaobjetos (unas horas antes de la hibridacién) y se marca
el drea de hibridaciéon con un lapiz de diamante. En el caso de portaobjetos tefiidos para el
estudio citogenético de bandas G, se destifien previamente en solucién Canoy hasta que
desaparezca completamente la tincidn.

- Preparacién de la sonda: se descongela la sonda a temperatura ambiente y protegida de la

luz. Para cada drea de hibridacién se prepara un tubo eppendorf con 3,5 uL de tampdn de
hibridacién, 0,5 uL de sonda i 1 uL de agua destilada.

- Hibridacidn: se prepara la cdmara himeda (estufa o Thermobryte) a 372C y la placa de
hibridacion a la temperatura adecuada segun la sonda o el tipo de extension. Se aplican 5 plL
de sonda sobre el drea a hibridar, se cubre con un cubreobjetos y se sella con cola. Se
desnaturaliza en la placa de hibridacion durante 3 min a 742C en el caso de nucleos en
interfase o0 4 min a 752C cuando se trate de extensiones destenidas. Posteriormente, se
introduce el portaobjetos en la cdmara hiumeda a 372C y se incuba, a oscuras, durante toda la
noche.

- Lavados post-hibridacién: una vez retirado el cubreobjetos, el portaobjetos se introduce en

una solucidn 0.4xSSC / 0.3% NP40 a 732C durante 2 min. Las extensiones se lavan, a
tempertura ambiente, en solucion 2xSSC / 0.1% NP40 durante 5-60 segundos v,
posteriormente, se dejan secar en vertical, al aire y a oscuras.
- Contratincion: se aplican 10 uL de DAPI Il sobre el area de hibridacién, se cubre con un
cubreobjetos y se guarda en el congelador y a oscuras a -202C.

- Andlisis de resultados: el analisis de las sefales de hibridacion se ha realizado en el

microscopio de fluorescencia. Se han contado 200 nucleos y los resultados se han descrito
segln las recomendaciones del ISCN 2013 (Shaffer et al, 2013).

- Sondas utilizadas:

> LS| MLL (reord. 11g23) Dual Color Break Apart (Vysis): consiste en una mezcla de 2

sondas: una sonda de 350 Kb que hibrida la porcion centromérica del punto de ruptuta
del gen MLL (bcr) marcada con SpectrumGreen y una sonda de 190 Kb que hibrida la

regiéon telomérica de MLL, marcada con SpectrumOrange. Interpretacién de

resultados: las células normales muestran un patréon con dos sefales de fusién,
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mientras que las células con translocaciones tipicas presentan una sefial roja, una

sefial verde y una sefial de fusion.

Cantramara 11g23 region Talomars
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LSI MLL Dual Color, Break Apart

> LS| 7931 (D75522) SpectrumOrange / CEP 7 SpectrumGreen (Vysis): consiste en una

mezcla de sondas que incluye la sonda locus especifica LSI D75522 SpectrumOrange,
de 200 Kb aproximadamente, y la sonda centromérica CEP 7 SpectrumGreen , utilizada

como control interno del cromosoma 7. Interpretacion de resultados: las células

normales muestran dos sefiales verdes y dos rojas, las células deleccionadas una sefial
roja y dos verdes, y las células con monosomia una sefial roja y una verde.

» CEP 8 SpectrumOrange (Vysis): se trata de una sonda especifica para la region alfa-

satélite (centromérica) 8p11.1-q11.1, mezclada con tampdn de hibridacién vy

predesnaturalizada. Interpretacién de resultados: en una célula normal, el patrén

esperado es de dos sefiales rojas y en una célula con trisomia, se observan tres sefiales
rojas.

> LS| TP53 SpectrumOrange/ CEP 17 SpectrumGreen (MetaSystems): consiste en una

mezcla de dos sondas que incluye una sonda LSI TP53 marcada con SpectrumOrange,
con un tamafio aproximado de 172 Kb, que hibrida en la regién 17p13.1 y que cubre
por completo el gen TP53 y una sonda centromérica CEP 17, que hibrida la region

17p11.1-q11.1 del cromosoma 17. Interpretacidn de resultados: las células normales

presentan un patrén de fluorescencia de dos sefales rojas y dos verdes. Las células con
deleccidn presentan un patron de hibridacion de 1 sefial roja y dos verdes y las células

con monosomia una sefal roja y una sefial verde.
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4.3.3. Estudios moleculares

4.3.3.1. Procesamiento de la muestra

4.3.3.1.1. Sangre periférica (10 mL EDTA)

- Centrifugar el tubo 10 min a 2200 rpm.

- Recoger el plasma en un tubo nuevo de 10 mLy centrifugar durante 10 min a 220 rpm.

- Guardar el plasma en un criotubo y guardar en el congelador de -20/-80°C.

- Afadir 10 mL de tampdn de lisis de eritrocitos (TLE) al precipitado celular e incubar en
rotacién durante 10 min.

- Centrifugar el tubo durante 10 min a 2000 rpm.

- Resuspender el precipitado celular (leucocitos) en un volumen de TLE que ocupe, como
maximo, una cuarta parte del cono del eppendorf de 2 mL. En caso de que el pellet esté muy
sonrosado, resuspender en un volumen de TLE que ocupe la totalidad del eppendorf.

- Centrifugar 10 min a 2000 rpm.

- Retirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL de TRIZOL y/o en 150 pL de RA.

- Guardar los leucocitos resuspendidos a -202C.

4.3.3.1.2. Médula dsea (EDTA)

- Poner todo el volumen de médula ésea en un tubo de 20 mL con TLE (9 mL de TLE por 3 mL
de médula dsea).

- Dejar en rotacidn durante 10 min.

- Centrifugar el tubo 10 min a 2000 rpm. Repetir el paso anterior hasta conseguir un
precipitado celular blanco, libre de eritrocitos.

- Retirar el sobrenadante, lavar el pellet, resuspenderlo en TLE y repartirlo en diferentes
eppendorfs de 2 mL.

- Centrifugar los eppendorfs 10 min a 2000 rpm.

- Retirar el sobrenadante y resuspender los pellets en 1 mL de TRIZOL y/o 150 pL de RA.

- Guardar los leucocitos resuspendidos a -202C.

4.3.3.2. Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) mediante QIACube (QIAGEN, lzasa)

- Poner en marcha el QlACube.
- Abrir la puerta.
- Poner en un tubo de 2 mL, 150 pL de solucién RA como control negativo.

- Homogeneizar los pellets celulares eluidos en 150 pL de RA, en un tubo de 2 mL, con una
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pipeta de 200 pL.

- Poner en los cubiletes las columnas de silicagel y los eppendorf de 1,5 mL (donde finalmente

obtendremos la muestra), rotulados con el nimero de la muestra, siquiendo el esquema

siguiente:

Rotor Adapter

Loading the rotor adapters

Slot for
colledion

tube lid

Collection tube

L2 Place o 1.5 ml elution tube and o spin column into the disposable rotor adapter. Make sure to
L'I p|ace the lids into the correct position. For more information about position and tube tvoe. see the
relevant proioco| sheet.
i =
s
Slet for spin
column fid
Spin column
Middle position for an additional column B
Slot for callaction tube lid without lid [required for some applicafions|
Posicion Columna/Eppendorf Posicion tapa
1 Rneasy spin columna L1
2 - -
3 Eppendorf final 1.5 mL L3

- Colocar los cubiletes en la centrifuga y los tubos de 2 mL

agitador siguiendo el siguiente esquema:

@
£

Canirifuge
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con las muestras en el bloque
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- Colocar un tubo de microcentrifuga Eppendorf con la proteasa (proteasa liofilizada + 5.5 mL
del solvente de proteasa en alicuotas de 400 pL) en la posicion A de la bandeja de accesorios,
situada al lado de las puntas.

- Verificar que haya puntas suficientes (1000 y 200 pL).

- Colocar las botellas de los reactivos necesarios, sin tapa, en el soporte de reactivos, en el

siguiente orden:

» 1.Nada

» 2.Tampodn AL

» 3. Etanol absoluto

» 4, Tampdon AW1 (95 mL AW1 concentrado + 125 mL etanol absoluto)
» 5. Tampdén AW2 (66 mL AW2 concentrado + 160 mL etanol absoluto)
» 6. Agua libre de RNasas y Dnasas

- Cerrar la puerta.

- Poner en marcha el QlACube.

- Seleccionar el programa “QlAamp DNA blood”.

- Esperar que el QlACube finalice todo el procedimiento.

- Retirar los cubiletes y las muestras, siguiendo el orden anterior.

- Conservar los eppendorf de 1,5 mL con el ADN.

- Tirar todo el fungible (cubiletes, columnas de silicagel y tubos de 2 mL).

- Leer las concentraciones de las muestras en el nanodrop. Si la segunda ratio 260/230 es < a 1,
la muestra se volverd a pasar por el QlIACube, para sacar las impurezas que hayan quedado.

Documentacién de referencia: instrucciones proporcionadas por la casa comercial QIAGEN,

Izasa (Protocol Sheet, QlAcube quick-star guide y QlAcube installation guide).

4.3.3.3. Extraccion de acido ribonucleico (ARN) mediante QlACube Trizol

- Encender la centrifuga para que baje a 4°C.

- Clavar en hielo las muestras de células resuspendidas en una solucién estabilizadora de
acidos nucleicos (Trizol) conservadas en un tubo de 2 mL a -202C (almacenamiento corto) y a -
802C (almacenamiento a largo plazo) y esperar que se descongelen. Seguidamente,
homogeneizar con la pipeta de 1000 pL.

- Preparar un tubo de 1,5 y de 2 mL para cada muestra (rotulados con el nimero de la muestra
correspondiente). Afiadir un control negativo con 500 plL de agua libre de RNAsas.

- Poner, en la campana de gases, 200 uL de cloroformo en cada tubo de microcentrifuga y
agitar vigorosamente (aproximadamente 15 seg).

- Volver a clavar en hielo e incubar durante 5 min.
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- Centrifugar a 11400 rpm a 42C durante 10 min.

- Transferir la fase acuosa (aproximadamnete 500 pL) al tubo de 2 mL.
- Poner en los cubiletes, las columnas de silicagel y los tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,

rotulados con el nimero de la muestra, segun el siguiente esquema:

Rotor Adapter

L1

Posicién Columna/Eppendorf Posicién tapa
1 Rneasy spin columna L1
2 - -
3 Eppendorf final 1.5 mL L3

- Poner en marcha el QlACube.

- Seleccionar el protocolo “ RNA Lipid”.

- Abrir la puerta.

- Colocar los cubiletes en la centrifuga y los tubos de 2 mL con la fase acuosa en el bloque

agitador, segln el siguiente esquema:
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- Verificar que hay pipetas suficientes (1000 pL).
- Colocar las botellas de los reactivos necesarios (sin tapa) en el soporte de recativos, segun el
siguiente orden:

» 1.Nada
2. Etanol 70% (70 mL Etanol absolut + 30 mL agua destilada)
3. Nada
4. Tampon RW1

YV V V V

5. Tampdn RPE
» 6. Agua libre de RNasas

- Cerrar la puerta.
- Poner en marcha el QlACube y esperar a que finalice todo el procedimiento.

- Retirar los cubiletes y las muestras en el mismo orden en que se han introducido en la
maquina.

- Conservar los eppendorf de 1,5 mL con el ARN.

- Tirar todo el fungible (cubiletes, columnas de silicagel y tubos de 2 mL).

- Control interno: la integridad del ARN se puede analizar en un gel de agarosa al 1%, después

de ser sometido a una electroforesis. Se cargan 2 uL de muestra y 2 pL del tampdn de carga en
el gel de agarosa y se somete a un campo de electrones de 80-100 V durante 15 min, en un

medio salino (por ejemplo TBE 1x). La imagen o6ptima del ARN son dos bandas que
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corresponden al ARN ribosémico 28S y 18S, que se podran ver después de una tincidon con
SYBR Safe (intercalante de acidos nucleicos) bajo la luz ultravioleta. La imagen se imprime y se
adjunta a la hoja de trabajo.

- Concentracidon de ARN: se colocan 2 uL de ARN en el nanoespectofotdmetro y, una vez

finalizado el proceso, se obtiene una tabla con la concentracidon (ug/ L), ratio y lectura a 260 y
280.

Documentacién de referencia: instrucciones proporcionadas por la casa comercial QIAGEN,

Izasa (Protocol Sheet, QlAcube quick-star guide y QlAcube installation guide).

4.3.3.4. Técnica de Retrotranscripcién (RT)

- Aiadir en un tubo de microcentrifuga (0,2 mL) los siguientes reactivos:

— Random Primers 50-250 ng: 2 pL

dNTP Mix 10 mM: 2 uL

[RNA]: 1 ug (PCR cualitativa) o 4 pg (PCR cuantitativa)
— Agua destilada hasta 12 uL.
- Calentar a 652C durante 5 min y clavar rapidamente en hielo.
- Centrifugar y anadir:
— Tampdn 5X: 4 uL
- DTTO0,1M:2uL
— Rnasa OUT (40 unidades/pL): 1 pL
- Incubar a 379C durante 2 min.
- Aiadir 1 uL de MMLV-RT (200 U) e incubar a 252C durante 10 min.
- Incubar a 372C durante 50 min.
- Inactivar la reaccién por calor a 702C durante 15 min.

- Control interno: se afiade a las muestras a estudio, un control negativo, es decir, se afiaden

todos los reactivos necesarios para realizar la RT excepto el RNA, para descartar la presencia
de algun reactivo contaminado.

- Control del proceso: para comprobar si la RT ha salido correctamente y hemos obtenido un

ADNCc de calidad, se amplifica un gen endégeno mediante PCR. El gen enddgeno utilizado es el
gen ABL, por tratatrse de un gen que se expresa tanto en muestras patoldgicas como
normales.
Para esta PCR afadiremos en un microtubo de 0,2 mL:

- ADNc:3uL

- Tampdn PCR 10X 5 uL
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- MgCl250nM: 1,5 uL
- dNTPs 10 mM: 1 uL
- Primer Forward PH1: 1,25 puL
- Primer Reverse PH7: 1,25 uL
- Taq Polimerasa 5 U/uL: 0,4 pL
- Agua destilada; 36,6 uL
Las condiciones de la reaccién de PCR, en el termociclador, son las siguientes:
= 942C, 5 min
= 40ciclos: 94°C, 30 seg
602C, 30 seg
72°C, 30 seg
= 72°C, 7 min
= 89C, indefinidamente
El producto de la PCR se visualiza en un gel de agarosa al 2%.

Documentacién de referencia: instrucciones proporcionadas por la casa comercial Invitrogen.

4.3.3.5 Técnica de PCR para detectar las duplicaciones internas en tandem del gen FLT3 vy

establecer la ratio duplicado/germinal (wt) mediante el andlisis de fragmentos

(GeneScan) a partir del aparato ABlprism 3130

- Se parte del ADN obtenido a partir de la técnica de extraccién del ADN mediante QIACube, o
bien del ADNc obtenido a partir de la técnica de RT, conservados a -202C o -802C.
- Se afade a cada microtubo de PCR de 0,2mL:
= ADN (100-300ng) o ADNc (1 pg): 1 pL
=  Tampdn PCR 10X: 5 uL
= MgCl2 50mM: 1,5 pL
=  dNTPs 10mM: 1 uL
=  Primer Forward FLT1-FAM (12,5 uM): 1,25 pL
5’-FAM-CAATTTAGGTATGAAAGCC-3’
=  Primer Reverse FLT4 (12,5 uM): 1,25 uL
5’-GTACCTTTCAGCATTTTGAC-3’
= Tagq Polimerasa 5U/ puL: 0,4 pL
= Agua destilada: 38,6 uL
- Las condiciones de la reaccidn de PCR, en el termociclador, son las siguientes:

= 949C, 5 min
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= 35ciclos: 9429C, 45 seg
562C, 45 seg
72°C, 45 seg
= 729C, 7 min
= 89C, indefinidamente
- Junto a las muestras a estudio, se analiza siempre una muestra mutada y un control negativo
para asegurar que la PCR ha ido bien y no han habido contaminaciones.

- Expresién de resultados: para poder visualizar la amplificacion llevada a cabo por la PCR, hay que

preparar las muestras para poderlas estudiar mediante un secuenciador ABIPrism 3130:
- Diluir el producto de la PCR (normalmente 1/200).
- Anadir 1 uL del producto diluido en otro tubo, diferente para cada muestra.
- Preparar una MasterMix para todas las muestras (10 uL de formamida desionizada y
0,1 pL del marcador LIZ para cada muestra).
- Afadir 10 pL de la MasterMix en cada uno de los tubos con 1 pL de muestra.
- Mezclar bien la muestra con el vortex.
- Poner los tubos a 952C, durante 2 min (desnaturalizacidn).
- Colocar las muestras en la placa de 96 pozos.
- Correr las muestras en el secuenciador.
La medida de las bandas esperadas son:
- FLT3 germinal: una banda de 333pb para ADN y de 241pb para ADNc.
- FLT3 duplicado: la banda anterior, de 333pb 6 241pb, mds una segunda banda de
mayor tamafo. En algunos casos puede verse mas de una duplicacidn. En estos casos,
se suma el area bajo la curva de todos los fragmentos portadores de la duplicacién vy, el
resultado de esta suma, serd el drea bajo la curva del alelo mutado. Ocasionalmente,
nos podemos encontar algin caso en que estén duplicados los dos alelos y por tanto
no podamos ver la banda de 333/241pb.
Las muestras en las que se detecte la duplicacion, se volveran a analizar mediante una nueva
PCR para poder establecer con mayor exactitud la ratio entre el alelo mutado y el germinal.
Esta ratio se calcula de acuerdo con la férmula:
Area bajo la curva (alelo mutado)/ Area bajo la curva (alelo germinal)
Se considerara no mutado, cuando el resultado sea inferior a 0,05.

Documentacidn de referencia: Nakao et al (Leukemia 1996), Thiede et al (Blood 2002).
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4.3.3.6. Técnica de PCR para detectar mutaciones en el gen de la NPM1

- Se parte del ADN obtenido a partir de la técnica de extraccién del ADN mediante QIACube, o
bien del ADNc obtenido a partir de la técnica de retrotranscripcidn, conservados a -20°C o -
80°C.
- Se afade a cada microtubo de PCR de 0,2 mL:

= ADN (100-300 ng) o ADNc (1 pg): 0,5 pL

=  Tampdn PCR 10X: 5 ulL

= MgCl250 mM: 1,5 uL

= dNTPs10 mM: 1 L

=  Primer Forward NPM-FAM (10 uM): 1,25 plL

5-FAM-CTTAACCACATTTCTTTTTTTTTTTTTCCAG-3’
=  Primer Reverse NPM (10 uM): 1,25 L
5’-GGACAACATTTATCAAACACGGTAG -3’
= Tag Polimerasa 5U/uL: 0,4uL
= Agua destilada: 39,1 uL
- Las condiciones de la reaccidn de PCR, en el termociclador, son las siguientes:
= 949C, 5 min
= 28 ciclos: 95°C, 45 seg
629C, 45 seg
729C, 45 seg
= 72°C, 15 min
= 89C, indefinidamente
- Junto a las muestras a estudio, se analiza siempre una muestra mutada y un control negativo

para asegurar que la PCR ha ido bien y no han habido contaminaciones.

- Expresién de resultados: para poder visualizar la amplificacion llevada a cabo por la PCR, hay que

preparar las muestras para poderlas estudiar mediante un secuenciador ABIPrism 3130:
- Diluir el producto de la PCR (normalmente 1/50).
- Afadir 1 uL del producto diluido en otro tubo, diferente para cada muestra.
- Preparar una MasterMix para todas las muestras (10 uL de formamida desionizada y
0,1 pL del marcador LIZ por cada muestra).
- Anadir 10 pL de la MasterMix en cada uno de los tubos con 1 uL de muestra.
- Mezclar bien la muestra con el vortex.
- Poner los tubos a 952C, durante 2 min (desnaturalizacion).

- Colocar las muestras en la placa de 96 pozos.
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- Correr las muestras en el secuenciador.
La medida de las bandas son:

- NPM1 germinal: pico de 199 pb.

- NPM1 mutada: pico de 199 pb mas un segundo pico de 203 pb (la insercion de 4 pb
es la mutacién mas frecuente del gen NPM1).

Documentacidén de referencia: Gale et al (Blood 2008).

4.3.3.7. Técnica de PCR para detectar la mutacién puntual D835 del gen FLT3

- Se parte del ADN obtenido a partir de la técnica de extraccidon del ADN mediante QIACube,
conservado a -202C o -809C.
- En cada microtubo de PCR de 0,2 mL se afiade:
= ADN (100-300 ng): 0,5 uL
=  Tampdn PCR 10X: 5 pL
=  MgCl250 mM: 1,5 uL
=  dNTPs10 mM: 1 plL
=  Primer Forward D835-FAM (10 uM): 1,25 uL
5’-FAM-CCGCCAGGAACGTGCTTG-3’
= Taq Primer Reverse D835 (10 uM): 1,25 uL
5’-GCAGCCTCACATTGCCCC-3’
= Polimerasa 5U/uL: 0,4 uL
= Agua destilada: 39,1 uL
- Las condiciones de la reaccidn de PCR, en el termociclador, son las siguientes:
= 942C, 5 min
= 35ciclos: 959C, 45 seg
632C, 45 seg
72°C, 45 seg
= 729C, 15 min
= 89C, indefinidamente
- Junto a las muestras a estudio, se analiza siempre una muestra mutada y un control negativo

para asegurar que la PCR ha ido bien y no han habido contaminaciones.

- El tamafio esperado de esta PCR es de 114 pb. Después de la PCR se procede a la digestion
del producto de la PCR con el enzima de restriccion EcoRV, durante una hora a 372C. EcoRV es
una enzima de restricciéon que sélo cortara el producto de PCR si el ADN estd en estado

germinal (secuencia diana presente). Para cada muestra afiadiremos:
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Buffer 10X del enzima de restriccion: 2uL
Enzima de restriccidon EcoRV (15U/uL): 0,7uL
Agua destilada: 14,8ulL

ADN: 2,5uL

- Expresion de resultados: para poder visualizar la amplificacidn llevada a cabo por la PCR y su

posterior digestion, hay que preparar las muestras para poderlas estudiar mediante un

secuenciador ABIPrism 3130:

- Diluir el producto de la PCR digerido (normalmente 1/20).

- Anadir 1 uL del producto diluido en otro tubo, diferente para cada muestra.

- Preparar una MasterMix para todas las muestras (10 uL de formamida desionizada y

0,1 pL del marcador LIZ por cada muestra).

- Anadir 10 pL de la MasterMix en cada uno de los tubos con 1 uL de muestra.

- Mezclar bien la muestra con el vértex.

- Poner los tubos a 952C, durante 2 min (desnaturalizacidn).

- Colocar las muestras en la placa de 96 pozos.

- Correr las muestras en el secuenciador.

La medida de las bandas son:

- FLT3 germinal: fragmento de 68 y 46 pb (en realidad sélo se ve el pico de 68 pb, por

ser el extremo unido al cebador marcado).

- FLT3 mutado: fragmento de 114 pb (no actla el enzima de restriccion) + 68 pb

(correspondiente al alelo no mutado).

Documentacion de referencia: Yamamoto et al (Blood 2001).

4.3.3.8. Técnica de PCR para detectar las mutaciones del gen CEBPA

- Se parte del ADNc obtenido a partir de la técnica de retrotranscripciéon, conservado a -20°C o

-80°C.

- Para cada una de las regiones a estudiar, se afiade a cada microtubo de PCR de 0,2 mL:

1. Regién 1.

ADNc: 1 pL

Tag PCR MM: 12,5 pL

5X Q-Solution: 1,25 ulL

Primer Forward 1F-FAM (10 uM): 0,5 pL
5’-FAM-GGCGAGCAGGGTCTCCGGGT-3’

Primer Reverse 1R(10 uM): 0,5 uL
5-TGTGCTGGAACAGGTCGGCCA-3’
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= Agua destilada: 9,25 pL

2. Regidn 2:
= ADNc:1puL
* TaqPCR MM: 12,5 pL
=  5X Q-Solution: 1,25 uL
=  Primer Forward 2F-HEX (10 uM): 2 uL
5’-HEX-GCTGGGCGGCATCTGCGA-3’
=  Primer Reverse 2R(10 uM): 2 uL
5’-CCCCGACGCGCTCGTACAGG-3’
= Agua destilada: 6,250
3. _Region3:
= ADNc:1puL
* TaqPCR MM: 12,5 pL
= 5X Q-Solution: 1,25 uL
=  Primer Forward 3F-FAM (10 uM): 0,8 pL
5’-FAM-CCGGCTACCTGGACGGCAGG-3’
=  Primer Reverse 3R(10 uM): 0,8 uL
5’-CGTTGCTGTTCTTGTCCACCGACTTCTT-3’
= Agua destilada: 8, 65 GlL
4. Regidn 4:
= ADNc: 1 puL
= TagPCR MM: 12,5 pL
= 5X Q-Solution: 1,25 uL
=  Primer Forward 4F-HEX (10 uM): 0,2 pL
5’-HEX-CTCGGTGCCGCCGGCCT-3’
=  Primer Reverse 4R(10 uM): 0,2 pL
5’-AACCACTCCCTGGGTCCCCGC-3’
=  Agua destilada: 9,85EL

- Las condiciones de la reaccidon de PCR en el termociclador, para todas las regiones, son las

siguientes:
= 959C, 15 min
= 36 ciclos: 95°C, 60 seg
70°C, 120 seg
70°C, 180 seg

113



= 729C, 20 min
= 89C, indefinidamente
- Junto a las muestras a estudio, se analiza siempre una muestra mutada y un control negativo

para asegurar que la PCR ha ido bien y no han habido contaminaciones.

- Expresién de resultados: para poder visualizar la amplificacion llevada a cabo por la PCR, hay que

preparar las muestras para poderlas estudiar mediante un secuenciador ABIPrism 3130:
- Diluir el producto de la PCR (normalmente 1/100).
- Afadir 1 uL del producto diluido en otro tubo, diferente para cada muestra.
- Preparar una MasterMix para todas las muestras (10 uL de formamida desionizada y
0,1 pL del marcador LIZ por cada muestra).
- Afadir 10 pL de la MasterMix en cada uno de los tubos con 1 pL de muestra.
- Mezclar bien la muestra con el vortex.
- Poner los tubos a 952C, durante 2 min (desnaturalizacidn).
- Colocar las muestras en la placa de 96 pozos.
- Correr las muestras en el secuenciador.
La medida de las bandas esperadas en estado germinal son:
- Regidén 1: 331pb
- Regidn 2: 290pb
- Regidén 3:432pb
- Regidén 4: 401pb
En estado mutado se espera cualquier otro tamafio (insercién/deleccién) mas/menos la banda
del alelo germinal.

Documentacién de referencia: Benthaus et al (Br J Hematol 2008), Fuster et al (Ann Hematol

2011).

4.3.4. Andlisis estadistico

Se ha realizado un andlisis descriptivo de las variables demograficas y clinicas de la serie global,
en el momento del diagndstico de la LAM, asi como de las caracteristicas citogenéticas en el
momento del diagndstico de la LAM inicial y de la LAM post-TPH.

La comparacidon de las caracteristicas clinicas y citogenéticas de la LAM inicial, entre los
pacientes que presentan una LAM post-TPH y los que no la presentan, se ha realizado
mediante |la prueba Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher, para las variables categéricas, y

mediante las pruebas T-Student o H de Kruskal-Wallis, para las variables cuantitativas.
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La comparacion de las caracteristicas citogenéticas, entre las LAM de novo y las s-LAM/t-LAM
al diagndstico, y entre las LAM post-TPH y las LAM de novo y las s-LAM/t-LAM al diagnéstico,
se ha realizado mediante las pruebas T-Student o H de Kruskal-Wallis.

La comparacién de las caracteristicas citogenéticas de los pacientes que presentan una LAM
post-TPH, en el momento de la LAM inicial y en el momento de la aparicién de la LAM post-
TPH, se ha realizado mediante la prueba de McNemar para datos apareados.

El tiempo de supervivencia global (SG) se calculé como el tiempo transcurrido desde la fecha
del trasplante hasta la fecha de ultimo control o muerte. La incidencia de LAM post-TPH (IR) se
definié como el tiempo transcurrido entre la fecha del trasplante y la de la aparicién de la LAM
post-TPH. La mortalidad no debida a recaida (MNDR) se calculd desde la fecha del trasplante
hasta la fecha de la muerte sin previa evidencia de enfermedad. Para el analisis de la IRy la
MNDR los pacientes vivos libres de IAM post-TPH se consideraron censurados en la fecha del
ultimo seguimiento y los eventos de recaida y muerte no debida a LAM post-TPH, se
consideraron competitivos. Las curvas para la supervivencia global se generaron mediante el
método de Kaplan-Meier y se realizaron las comparaciones pertinentes con la prueba de log-
rank. En el caso de la IR y de la MNDR se llevd a cabo un analisis de riesgos competitivos y las
comparaciones se realizaron mediante el test de Gray.

Se consider¢ significacidn estadistica una p<0,05.

El andlisis estadistico se llevo a cabo con el software SPSS v.15.0. (SPSS Inc, Chicago, IL) y R

Commander v.1.29.
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5. RESULTADOS
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5.1. Caracteristicas clinicas

Entre febrero del aino 2000 y junio del 2014 se han transplantado en la Unidad de Transplante
Josep Carreras del Servicio de Hematologia Clinica del Institut Catala d’Oncologia-Hospital
Germans Trias i Pujol, 151 pacientes diagnosticados de LAM. Ochenta pacientes eran mujeres
(53%) y 71 hombres (47%), con una mediana de edad en el momento del diagndstico de 48
afios (extremos 15-69). Ciento once casos (73%) presentaban una LAM de novo, 34 (23%) una
LAM secundaria y 6 (4%) una LAM relacionada con el tratamiento. En la tabla 21, se recogen
los diagndsticos de los 151 pacientes incluidos en el estudio, segun la clasificacién de la OMS
del 2008.

Ciento veinticinco pacientes (83%) se transplantaron en primera remisidon completa, 19 (13%)
en segunda o ulterior remisién completa y 7 (4%) con enfermedad activa. Cincuenta y siete
pacientes (37%) recibieron un auto-TPH, 53 (36%) un alo-TPH-DE, 22 (15%) un alo-TPH-DNE, 17
(11%) un TPH-SCU y 2 (1%) un TPH-singénico. La sangre periférica fue la fuente de los
progenitores hematopoyéticos en 130 pacientes (86%), la sangre de corddén umbilical en 17
(11%) y la médula ésea en 4 (3%). Ochenta y nueve pacientes (59%) recibieron como
tratamiento de acondicionamiento ciclofosfamida e ICT, 31 (21%) busulfan y fludarabina, 10
(6%) timoglobulina, tiotepa, fludarabina y busulfan, 10 (6%) busulfan y ciclofosfamida, 6 (4%)
tiotepa, fludarabina y busulfan y 5 (3%) melfalan. En la tabla 21 se recogen las profilaxis para la
EICH realizadas por los 92 pacientes que recibieron un alo-TPH. Cuarenta y cuatro pacientes
(48%) presentaron una EICH. Cincuenta y ocho pacientes (38%) desarrollaron una LAM post-
TPH con una mediana de tiempo desde el diagndstico de 1,11 afos [extremos 0,39-7,79] y una

mediana de tiempo desde el TPH de 0,59 afios [extremos 0,05-7,48].

Tabla 21. Descriptiva global del todos los pacientes trasplantados por una LAM (n=151).

Edad (mediana [extremos]) 48 [15-69]
Sexo (hombre/mujer) 71/80
Tipo de LAM

LAM de novo 111 (73%)
LAM con alteraciones relacionadas con mielodisplasia 35 (23%)
Neoplasia mieloide relacionada con el tratamiento 6 (4%)
Clasificacion WHO

LAM con t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1 4 (3%)
LAM con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBF6/MYH11 8 (5%)
LA promielocitica con t(15;17)(922;q12); PML/RARa 2 (1%)
LAM con t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214 2 (1%)
LAM con mutacion de NPM1 16 (11%)
LAM con mutacion de CEBPA 1(1%)
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LAM con alteraciones relacionadas con mielodisplasia

35 (23%)

Neoplasias mieloides relacionadas con tratamiento 5 (%)
LAM minimamente diferenciada 10 (7%)
LAM sin maduracion 10 (7%)
LAM con maduracion 19 (12%)
LA mielomonocitica 21 (13%)
LA monoblastica y monocitica 13 (9%)
LA eritroblastica 3(2%)
LA megacarioblastica 1(1%)
Panmielosis aguda con mielofibrosis 1(1%)

Fase de la enfermedad en el momento del TPH

Primera remisién completa

125 (83%)

Segunda o ulterior remisién completa 19 (13%)
Enfermedad activa 7 (4%)
Fuente de progenitores hematopoyéticos
Sangre periférica 130 (86%)
Médula dsea 4 (3%)
Sangre de cordon umbilical 17 (11%)
Tipo de TPH
Autogénico 57 (37%)
Alogénico de donante emparentado Mieloablativo 25 (17%)
No mieloablativo 28 (19%)
Alogénico de donante no emparentado | Mieloablativo 16 (11%)
No mieloablativo 6 (4%)
Sangre de cordén umbilical 17 (11%)
Singénico 2 (1%)
Acondicionamiento
Busulfan + Ciclofosfamida 10 (6%)
Busulfan + Fludarabina 31 (21%)
Melfalan 5(3%)
Ciclofosfamida + Irradiacién Corporal Total 89 (60%)
Timoglobulina + Tiotepa + Fludarabina + Busulfan 10 (6%)
Tiotepa + Fludarabina + Busulfan 6 (4%)
Profilaxis EICH
Ciclosporina + Metotrexato 44 (49%)
Ciclosporina + Prednisona 22 (24%)
Ciclosporina + Alemtuzumab 4 (4%)
Ciclosporina + Metotrexato + Timoglobulina 11 (12%)
Ciclosporina + Micofenolato 4 (4%)
Ciclosporina + Metotrexato + Micofenolato 1(1%)
Ciclosporina + Prednisona + Timoglobulina 2 (2%)
Ciclosporina + Micofenolato + Timoglobulina 4 (4%)
EICH
Si 44/92 (48%)
No 48/92 (52%)
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5.1.1. Comparacion de las caracteristicas clinicas entre los pacientes gue presentaron una LAM

de novo y una s-LAM/t-LAM.

Cuando comparamos las caracteristicas clinicas entre los pacientes que presentan una LAM de
novo y los que presentan una s-LAM/t-LAM, observamos que los pacientes con s-LAM/t-LAM
presentaron de forma estadisticamente significativa una edad mediana superior (57 vs 47
afios, p=0,018). También se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcion
del tipo de TPH realizado, de forma que en los pacientes con LAM de novo se realizaron un
mayor niumero de auto-TPH (42% vs 25%, p=0,015) y en las s-LAM/t-LAM un mayor nimero de
alo-TPH (73% vs 57%, p=0,015). Respecto al tratamiento de acondicionamiento, los pacientes
con s-LAM/t-LAM se acondicionaron, de forma estadisticamente significativa, con mas
regimenes que incluyen agentes alquilantes (melfaldn y busulfan) sin ICT (62% vs 33%,
p=0,004), mientras que los pacientes con LAM de novo se acondicionaron mds frecuentemente
con cicofosfamida e ICT (67% vs 38%, p=0,004). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en funcion de la fase de la enfermedad en el momento del
TPH, del nimero de ciclos de quimioterapia recibidos previamente al TPH, de la profilaxis de la
EICH recibida (tratamiento inmunodepresor vs agentes alquilantes y tratamiento
inmunodepresor), de la presencia de EICH, del desarrollo a lo largo de la evolucién de la
enfermedad de una LAM post-TPH, del tiempo desde el diagndstico hasta el desarrollo de la

LAM post-TPH ni del tiempo desde el TPH hasta el desarrollo de la LAM post-TPH (Tabla22).
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Tabla 22. Caracteristicas clinicas de las LAM de novo y las s-LAM/t-LAM.

LAM de novo s-LAM/t-LAM P
(n=111) (n=40)

Edad (mediana [extremos]) 47 [16-69] 57 [14-50] 0,018
Sexo (hombre/mujer) 49/62 22/18 0,238
Fase de la enfermedad en el momento del TPH
Primera remision completa 93 (84%) 32 (80%) 0,602
Segunda o ulterior remisién completa 14 (13%) 5(13%)
Enfermedad activa 4 (3%) 3(7%)
N2 de ciclos de quimioterapia previos al TPH
<2 ciclos de quimioterapia 81 (73%) 30 (75%) 0,803
>3 ciclos de quimioterapia 30 (27%) 10 (25%)
Tipo de TPH
Autogénico 47 (42%) 10 (25%) 0,015
Alogénico de donante emparentado Mieloablativo 19 (17%) 6 (15%)

No mieloablativo 17 (15%) 11 (28%)
Alogénico de donante no emparentado Mieloablativo 12 (11%) 4 (10%)

No mieloablativo 1(1%) 5(13%)
Sangre de cordén umbilical 14 (13%) 3(7%)
Singénico 1(1%) 1(2%)
Acondicionamiento
Busulfan + Ciclofosfamida 6 (5%) 4 (10%) *0,004
Busulfan + Fludarabina 15 (14%) 16 (40%)
Melfalan 3(3%) 2 (5%)
Ciclofosfamida + Irradiacién Corporal Total 74 (67%) 15 (38%)
Timoglobulina + Tiotepa + Fludarabina + Busulfan 8 (7%) 2 (5%)
Tiotepa + Fludarabina + Busulfan 5 (4%) 1(2%)
Profilaxis EICH
Ciclosporina + Metotrexato 29/63 (47%) 14/29 (49%) **0,535
Ciclosporina + Prednisona 17/63 (27%) 5/29 (18%)
Ciclosporina + Alemtuzumab 1/63 (1%) 3/29 (10%)
Ciclosporina + Metotrexato + Timoglobulina 8/63 (13%) 4/29 (14%)
Ciclosporina + Micofenolato 4/63 (6%) 1/29 (3%)
Ciclosporina + Metotrexato + Micofenolato 0/63 (0%) 1/29 (3%)
Ciclosporina + Prednisona + Timoglobulina 2/63 (3%) 0/29 (0%)
Ciclosporina + Micofenolato + Timoglobulina 2/63 (3%) 1/29 (3%)
EICH
Si 28/63 (44%) 16/29 (55%) 0,339
No 35/63(56%) 13/29 (45%)
LAM post-TPH
Si 41/111 (37%) 17/40 (42%) 0,535
No 70/111 (63%) 23/40 (58%)
Tiempo desde el diagndstico hasta la LAM post-TPH (afios), mediana [extremos] 1,42 [0,45-7,79] 1,05 [0,39-6,78] 0,699
Tiempo desde el TPH hasta la LAM post-TPH (afios), mediana [extremos] 0,49 [0,08-7,48] 0,65 [0,05-5,05] 0,570

* Terapias que incluyen agentes alquilantes vs ciclofosfamida + ICT

** Tratamiento inmunodepresor vs agentes alquilantes + tratamiento inmunodepresor
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5.1.2. Comparacion de las caracteristicas clinicas, al diagndstico, entre los pacientes gue no

presentaron una LAM post-TPH vy los que si la presentaron.

Cuando comparamos las caracteristicas clinicas entre los pacientes que presentaron una LAM
post-TPH y los que no, observamos que los pacientes que desarrollaron una LAM post-TPH
presentan, de forma estadisticamente significativa, mas LAM con cambios relacionados con
mielodisplasia (32% vs 18%, p=0,024). También se observaron diferencias estadisticamente
significativas en funcion del tipo de TPH recibido, de forma que en los pacientes que
posteriormente presentaron una LAM post-TPH se han realizado un mayor nimero de auto-
TPH (57% vs 26%, p=0,02). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en
funcién de la edad, del sexo, de |la fase de la enfermedad en el momento del TPH, del nimero
de ciclos de quimioterapia recibidos previamente al TPH, del acondicionamiento recibido, de la

profilaxis de la EICH recibida, ni en funcién de la presencia de EICH (Tabla 23).

Tabla 23. Caracteristicas clinicas al diagndstico de los pacientes que no presentaron una LAM

post-TPH y los que si la presentaron.

Sin LAM post-TPH (n=93) LAM post-TPH (n=58) P
Edad (mediana [extremos]) 47 [15-69] 53 [18-69] 0,109
Sexo (hombre/mujer) 41/52 30/28 0,062
Tipo de LAM
LAM de novo 71 (76%) 40 (68%) 0,024
LAM con alteraciones relacionadas con mielodisplasia 16 (17%) 18 (32%)
Neoplasia mieloide relacionada con el tratamiento 6 (6%) 0 (0%)
Clasificacion OMS
LAM con t(8;21)(g22;G22); RUNX1-RUNX1T1 4 (4%) 0 (0%) NA
LAM con inv(16)(p13.1922) o t(16 ;16)(p13.1;922); CBF8/MYH11 3 (3%) 5(9%)
LA promielocitica con t(15;17)(922;q12); PML/RARa 1(1%) 1(2%)
LAM con t(6 ;9)(p23;q34); DEK-NUP214 2 (2%) 0 (0%)
LAM con mutacién de NPM1 14 (15%) 2 (3%)
LAM con mutacion de CEBPA 1(1%) 0 (0%)
LAM con alteraciones relacionadas con mielodisplasia 17 (18%) 18 (32%)
Neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento 5 (5%) 0 (0%)
LAM minimamente diferenciada 4 (4%) 6 (10%)
LAM sin maduracién 8 (9%) 2 (3%)
LAM con maduracion 8 (9%) 11 (19%)
LA mielomonocitica 15 (16%) 6 (10%)
LA monoblastica y monocitica 9 (10%) 4(7%)
LA eritroblastica 1(1%) 2 (3%)
LA megacarioblastica 0 (0%) 1(2%)
Panmielosis aguda con mielofibrosis 1(1%) 0 (0%)
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Sin LAM post-TPH (n=93) LAM post-TPH (n=58) P

Fase de la enfermedad en el momento del TPH
Primera remision completa 78 (84%) 47 (81%) 0,609
Segunda o ulterior remisién completa 12 (13%) 7 (12%)
Enfermedad activa 3 (3%) 4(7%)
N2 de ciclos de quimioterapia previos al TPH
<2 ciclos de quimioterapia 70/93 (75%) 41/58 (71%) 0,535
>3 ciclos de quimioterapia 23/93 (25%) 17/58 (29%)
Tipo de TPH
Autogénico 24 (26%) 33 (57%) 0,002
Alogénico de donante emparentado Mieloablativo 21 (23%) 4(7%)

No mieloablativo 17 (18%) 11 (19%)
Alogénico de donante no emparentado Mieloablativo 13 (14%) 3 (5%)

No mieloablativo 4 (4%) 2 (3%)
Sangre de cordén umbilical 13 (14%) 4 (7%)
Singénico 1(1%) 1(2%)
Acondicionamiento
Busulfan + Ciclofosfamida 4 (4%) 6 (10%) *0,782
Busulfan + Fludarabina 20 (22%) 11 (19%)
Melfalan 3 (3%) 2 (3%)
Ciclofosfamida + Irradiacién Corporal Total 54 (58%) 35 (61%)
Timoglobulina + Tiotepa + Fludarabina + Busulfan 7 (8%) 3 (5%)
Tiotepa + Fludarabina + Busulfan 5 (5%) 1(2%)
Profilaxis EICH
Ciclosporina + Metotrexato 33/68 (49%) 10/24 (42%) **0,514
Ciclosporina + Prednisona 16/68 (24%) 6/24 (25%)
Ciclosporina + Alemtuzumab 3/68 (4%) 1/24 (4%)
Ciclosporina + Metotrexato + Timoglobulina 8/68 (12%) 3/24 (12,5%)
Ciclosporina + Micofenolato 2/68 (3%) 3/24 (12,5%)
Ciclosporina + Metotrexato + Micofenolato 1/68 (1%) 0/24 (0%)
Ciclosporina + Prednisona + Timoglobulina 1/68 (1%) 1/24 (4%)
Ciclosporina + Micofenolato + Timoglobulina 4/68 (6%) 0/24 (0%)
EICH
Si 35/68 (51%) 9/24 (38%) 0,239
No 33/68 (49%) 15/24 (62%)

* Terapias que incluyen agentes alquilantes vs ciclofosfamida + ICT

** Tratamiento inmunodepresor vs agentes alquilantes + tratamiento inmunodepresor
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5.2. Caracteristicas citogenéticas y moleculares

5.2.1. Caracteristicas citogenéticas y moleculares en el momento del diagndstico de la LAM

inicial (serie global).

En el momento del diagndstico de la LAM, se realizd el estudio citogenético convencional a
todos los pacientes. Setenta y ocho pacientes (52%) presentaron un cariotipo normal, 67 (44%)
un cariotipo alterado y en 6 pacientes (4%) no se obtuvo crecimiento suficiente para realizar el
estudio citogenético completo. En la tabla 24 se recogen las caracteristicas clinicas,
morfoldgicas y el cariotipo de las LAM de novo, LAM secundarias y de las neoplasias mieloides
(LAM y SND) relacionadas con el tratamiento en el momento del diagnédstico.

Seguln los grupos de riesgo citogenético propuestos por el MRC (Grimwade et al, 2010), 15
pacientes (10%) presentaban un prondstico favorable, 99 (69%) un prondstico intermedio y 31
(21%) un pronéstico adverso. Diecinueve pacientes (13%) presentaban un cariotipo
monosoémico y 14 (10%) un cariotipo complejo. La Unica LAM de novo con cariotipo complejo
de la serie, presentaba 4 alteraciones no relacionadas, entre ellas un der(6)t(6;9)(p23;934). Se
han observado un total de 190 alteraciones citogenéticas, 36 (19%) alteraciones citogenéticas
equilibradas y 154 (81%) desequilibradas. Respecto a la ploidia, 118 pacientes (81%)
presentaban una pseudodiploidia, 14 (10%) una hipodiploidia, 12 (8%) una hiperdiploidia y 1
(1%) una tetraploidia. Se realizé el estudio del reordenamiento del gen MLL, por FISH, en 52 de
las 84 LAM con cariotipo normal o sin crecimiento; en ninguna de ellas se observé el
reordenamiento del gen MLL. Respecto a los estudios moleculares, se detectaron mutaciones
en el gen de la NPM1 en el 30% de los casos, la FLT3-ITD en el 29% y mutaciones puntuales del
gen FLT3 en el 15%. Las mutaciones en el gen CEBPA sélo se estudiaron en 7 LAM, de las 37
que presentaban un cariotipo normal, NMP1wt y ausencia de la FLT3-ITD; y se detecté la

mutacién en un Unico caso (14%) (Tabla 25).
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Tabla 24. Caracteristicas clinicas,

morfoldgicas y cariotipo en el momento del diagndstico de las LAM de novo, s-LAM y t-LAM.

Edad/Sexo Clasificacion WHO Tratamiento previo al TPH Estado previo TPH Tipo TPH Acondicionamiento Cariotipo al diagndstico
63/H LAM con maduracién CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
29/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX,t(9;11)(p22;023)[16]/46,XX[3]
25/M LAM con maduracion CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[25]
35/M LAM sin maduracién CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[25]
50/H LAM monocitica/monoblastica CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[25]
58/H LAM mielomonocitica CETLAM-99 (2 inducciones) 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY[40]
59/H LAM minimamente diferenciada CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]
60/H LAM mielomonocitica CETLAM-99 (2 inducciones) 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina Sin crecimiento
36/M LAM sin maduracion CETLAM-99 12RC Alo-TPH-DE- seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XX,t(10;11)(922;923)[13]/46,XX[7]
52/M LA eritroblastica CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]
63/M LAM con inv(16)(p13.1922) CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 48,XX,+8,inv(16)(p13g22),+22[20]
36/H LAM monocitica/monoblastica CETLAM-99 (2 inducciones) 12RP Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
51/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
39/H LAM con inv(16)(p13.1g22) CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 45,X,-Y,inv(16)(p13922)[20]
62/M LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
12RC
29/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 Alo-TPH-DE-seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XY,t(6;9)(p21;q34)[16]/46,XY[4]
48/M LAM sin maduracién CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 47 XX,+11[15]/46,XY[5]
27/M LAM con maduracién CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XX,add(3)(q)[3]1/46,XX[17]
21/M LAM sin maduracion CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-seleccién Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]
Timoglobulina+Tiotepa+
35/H LAM con t(8;21)(g22;G22) CETLAM-03/ CETLAM LAMRO3 22RC SCU-TPH 46,XY,t(8;21)(922;922)[20]
Fludarabina+Busulfan
50/M LAM con maduracién CETLAM-03 12RC Singénico Ciclofosfamida+ICT 45,X,-X,(3;21)(q13;922),del(8)(q22)]8]/46,XX[4]
44/H LAM sin maduracién CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]
27/M LAM con maduracién CETLAM-03 (2 inducciones) 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX,del(9)(q21q34)[6]/46,XX[14]
41/H LAM con maduracién CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE seleccién Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]
LAM2002 (Citarabina+ldarubicina+Tenipdsido)
16/M LAM con t(8;21)(922;922) 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 45,X,-X,t(1;21;8)(p34.1;0922;q22)[16]/46,XX[6]
(2 inducciones)
30/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE- seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XY[25]
Timoglobulina+Tiotepa+
47/M LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC SCU-TPH 46,XX[20]
Fludarabina+Busulfan
55/H LAM minimamente diferenciada CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [] Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.




Tabla 24. Caracteristicas clinicas,

morfoldgicas y cariotipo en el momento del diagndstico de las LAM de novo, s-LAM y t-LAM.

Edad/Sexo Clasificacion WHO Tratamiento previo al TPH Estado previo TPH Tipo TPH Acondicionamiento Cariotipo al diagndstico
62/H LAM sin maduracién CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY[30]
19/M LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
Timoglobulina+Tiotepa+
43/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC SCU-TPH 46,XY[30]
Fludarabina+Busulfan
53/M LAM con maduracién CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX,-2,+mar[5]/46,XX[15]
47/M Panmielosis aguda con mielofibrosis CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XX,inv(3)(q21026),-7(8]/46,XX[12]
23/H LAM monocitica/monoblastica CETLAM-03 12RC SCU-TPH Tiotepa+Fludarabina+Busulfan 46,XY,t(9;11)(p22;923)[20]
SCU-TPH
47/M LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Tiotepa+Fludarabina+Busulfan 46,XX[20]
35/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 47,XY,+8[20]
53/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
20/H LAM sin maduracion CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XY,add(19)(p13)[6]/46,XY[14]
SCU-TPH Timoglobulina+Tiotepa+
46/M LAM con maduracion CETLAM-03/ Mitoxantrona+citarabina 12RP Sin crecimiento
Fludarabina+Busulfan
68/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY[30]
59/M LAM con mutacion de NMP1 CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[30]
67/M LAM con mutacion de NMP1 CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[30]
60/H LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
65/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[30]
SCU-TPH
33/M LAM con t(6;9)(p23;934) CETLAM-03 12RC Busulfan+Fludarabina 46,XX,t(6;9)(p23;034),t(15;17)(p13;911.2)?[8]/46,XX[2]
Alo-TPH-DE-IR-
50/H LAM monocitica/monoblastica ICOG-07/ FLAG-IDA Recaida Melfalan 46,XY[30]
secuencial
37/M LAM con mutacién de NMP1 1ICOG-07 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT Sin crecimiento
35/M LAM con mutacion de NMP1 1COG-07 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
56/M LAM mielomonocitica CETLAM-03/ Mitoxantrona+citarabina(x2) 22RC Alo-TPH-DNE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[20]
46/H LAM con mutacién de NMP1 1ICOG-07 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[25]
51/M LAM minimamente diferenciada CETLAM-03/ FLAG-IDA 23RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
34/M LAM con t(8;21)(q22;922) CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 45,X,-X,1(8;21)(q22;922)[19]/46,XX[1]
Timoglobulina+Tiotepa+
35/H LAM con inv(16)(p13.1922) CETLAM-03/ FLAG-IDA 22RC SCU-TPH 46,XY,inv(16)(p13922)[20]
Fludarabina+Busulfdn
60/M LAM minimamente diferenciada CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [] Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.
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morfoldgicas y cariotipo en el momento del diagndstico de las LAM de novo, s-LAM y t-LAM.

Edad/Sexo Clasificacion WHO Tratamiento previo al TPH Estado previo TPH Tipo TPH Acondicionamiento Cariotipo al diagndstico

31/H LAM t(15;17)(q22;q12) PETHEMA LAP2005/ LPA-R2007 22RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY,t(15;17)(q22;G21)[6]

37/H LAM sin maduracién CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]

46/M LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]

44/M LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-03 12RC SCU-TPH Tiotepa+Fludarabina+Busulfan 46,XX[25]

35/M LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 47,XX,+8,add(9)(q34)[20]

21/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XX,der(5)t(1;5)(q21;922)[20]

43/M LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]

55/M LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]

24/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]

54/M LAM con mutacion de NMP1 CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT Sin crecimiento

47/M LAM mielomonocitica CETLAM-12 (2 inducciones) 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX,add(2)(p21)(3],add(14)(q22)[cp20]
46,XX,+2,add(2)(p11.2),add(2)(q11.2),

48/M LAM con t(6;9)(p23;q34) CETLAM-12 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT
der(6)t(6;9)(p23;q34),-9[6]/46,XX[6]

31/H LAM con mutacion de NMP1 CETLAM-03/ Mitoxantrona+Citarabina 22RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]

54/H LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-12/ PLERIFLAG 22RC SCU-TPH Tiotepa+Fludarabina+Busulfan 46,XY,add(9)(p22)[2]/46,XY[18]

41/H LAM con mutacion de CEBPA CETLAM-12 12RC Alo-TPH-DE Busulfan+Ciclofosfamida 46,XY[20]

63/M LAM con mutacion de NMP1 CETLAM-12 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[30]

38/H LAM con t(8;21)(q22;922) CETLAM-12/ Mitoxantrona+Citarabina 22RC Alo-TPH-DNE Busulfan+Ciclofosfamida 46,XY,1(8;21)(q22;q22),del(9)(p22)[20]

34/M LAM con maduracion CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]

61/M LAM con maduracion CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[33]

53/M LAM mielomonocitica CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[15]

29/H LAM minimamente diferenciada CETLAM-99 + DAUNOXOME® 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT Sin crecimiento

47/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]

53/H LAM con inv(16)(p13.1922) CETLAM-99/ DAUNOXOME® 22RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY,inv(16)(p13922)[15]/46,XY[7]

34/H LAM con maduracién CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]

39/H LA eritroblastica CETLAM-99 + DAUNOXOME® 12RC Alo-TPH-DE- seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]

62/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-99 (2 inducciones) + DAUNOXOME® 22RC Auto-TPH Busulfan+Ciclofosfamida 46,XX[30]
46,XX,inv(16)(p13q22)[6]/46,XX,add(7)(p22),

42/M LAM con inv(16)(p13.1922) CETLAM-99/ DAUNOXOME® 22RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT

inv(16)(p13qg22)[7]

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [] Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.
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54/H LAM minimamente diferenciada CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
CETLAM-99 (2 inducciones)/ CETLAM LAMRO03/
26/M LAM mielomonocitica 12RP Alo-TPH- DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
Mitoxantrona+Citarabina+Vincristina
41/H LAM sin maduracién CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
69/M LA megacariobldstica CETLAM-03 (2 inducciones) 12RP Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX,add(3)(q24)[141/46,XX[6]
31/H LA eritroblastica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]
51/M LA mielomonocitica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
52/H LA mielomonocitica CETLAMO3/ CETLAM LAMRO3 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[30]
35/M LAM sin maduracién CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]
54/H LAM con maduracién CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY,t(10;11)(p13;921)[17]/46,XY[3]
57/M LAM con maduracién CETLAM-03 (2 inducciones)+ CETLAM LAMRO3 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[20]
46/M LAM con maduracion CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Busulfan+Ciclofosfamida 46,XX[20]
53/H LAM mielomonocitica CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY[20]
Alo-TPH-DE-IR-
63/M LAM con maduracién ICE/ FLAT/ FLAG-IDA Refractaria Melfaldn 46,XX[20]
secuencial
Timoglobulina+Tiotepa+
43/H LAM con maduracion CETLAM-03/ FLAG-IDA 22RC SCU-TPH 46,XY[20]
Fludarabina+Busulfan
46,XY,t(1;11)(921;923)[9]/92,XXYY, t(1;11)(q21;923),
52/H LAM con maduracion CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina
t(1;11)(921;923)[9]
58/H LAM con maduracién CETLAM-03 (2 inducciones)/ FLAG-IDA Recaida Alo-TPH-DE-IR Melfalan 46,XY[30]
28/M LAM monocitica/monoblastica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
58/M LAM con mutacién de NMP1 1COG-07 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[30]
62/H LAM con inv(16)(p13.1922) CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY,inv(16)(p13¢22)[10]/46,XY[10]
CETLAM-03/
Timoglobulina+Tiotepa+
46/H LAM con inv(16)(p13.1g22) 11S-VEL-EU-0070126866138CAN2015/ 22RC SCU-TPH 46,XY,inv(16)(p13¢22)[12]/46,XY[8]
Fludarabina+Busulfdn
Mitoxantrona+Citarabina
69/M LAM con mutacién de NMP1 CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
68/H LAM minimamente diferenciada CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 47,XY,+13[7]/46,XY[16]
Timoglobulina+Tiotepa+
30/H LAM con mutacion de NMP1 CETLAM-12 12RC SCU-TPH 46,XY[20]
Fludarabina+Busulfdn
21/M LAM minimamente diferenciada CETLAM-12 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
65/M LAM minimamente diferenciada CETLAM-12 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [ Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.




Tabla 24. Caracteristicas clinicas, morfoldgicas y cariotipo en el momento del diagndstico de las LAM de novo, s-LAM y t-LAM.

Edad/Sexo Clasificacion WHO Tratamiento previo al TPH Estado previo TPH Tipo TPH Acondicionamiento Cariotipo al diagndstico
46,XY,der(6)t(6;11)(q25;q13)t(6;11)(q27;q23),
48/H LAM monocitica/monoblastica CETLAM IDR-12 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT
der(11)t(6;11)(925;913)t(6;11)(927;923)[20]
19/M LAM t(15;17)(q22;q12) PETHEMA LPA2012/ LPA-R2007 22RC Auto-TPH Busulfan+Ciclofosfamida 48,XX,+8,+8,t(15;17)(q22;921)[20]
54/M LAM con maduracién CETLAM-12 12RC Auto-TPH Busulfan+Ciclofosfamida 46,XX,t(11;19)(g21;p13)[20]
37/H LAM minimamente diferenciada CETLAM-12/ PERIFLAG/ FLAG-IDA Refractaria SCU-TPH-secuencial Tiotepa+Fludarabina+Busulfan 46,XY[20]
55/M LA mielomonocitica CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
LAM con alteraciones relacionadas con
42/H CETLAM-99 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[40]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con
65/M CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[20]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con Timoglobulina+Tiotepa+ 46,XXY,del(6)(q15q24),-7,add(11)(g25),
24/H CETLAM-03 12RC SCU-TPH
mielodisplasia Fludarabina+Busulfan del(20)(gq12q13.3),-22,+mar[20]
46,XX,t(6;11)(27;023)[1]/52,XX,+3[14],+4[14],
LAM con alteraciones relacionadas con
34/M clodisolasi CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-seleccion Ciclofosfamida+ICT t(6;11)(927;923),+der(6)t(6;11)(q27;923),+13[15],
mielodisplasia
+18,+19,+19[15],+21[14],+mar[15][cp29]
LAM con alteraciones relacionadas con
67/H CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 45,XY,-7[20]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con
45/H CETLAM-03 12RC SCU-TPH Tiotepa+Fludarabina+Busulfan 46,XY,del(7)(q21q34)[13]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con Alo-TPH-DE-IR-
64/M CETLAM-03/ FLAG-IDA Recaida Melfalan 47,XX,+mar[3]/46,XX[17]
mielodisplasia secuencial
46,XY,t(2;5)(p11;911),-5,add(6)(p25),-7,+8,
LAM con alteraciones relacionadas con
63/H CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE-IR Busulfan+Fludarabina add(11)(g25)[2],-13,add(17)(p13),+marl,
mielodisplasia
+mar2[cpl5]/ 46,XY[5]
LAM con alteraciones relacionadas con
42/H CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con
62/M Lenalidomida/ CETLAM SMDAR-LAMs 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX,del(5)(q13933)[20]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con
50/M CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX,del(5)(q15¢33)[19]/46,XX[1]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con
15/M CETLAM SMDAR-LAMs (2 inducciones) 12RC Alo-TPH-DNE Ciclofosfamida+ICT 46,XX[20]
mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas con
57/H CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY,del(5)(q12g33)[9]/46,XY[11]

mielodisplasia

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [] Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.
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LAM con alteraciones relacionadas Timoglobulina+Tiotepa+
45/M CETLAM SMD (2 inducciones) 12RpP SCU-TPH 46,XX[20]
con mielodisplasia Fludarabina+Busulfan
LAM con alteraciones relacionadas
60/H CETLAM SMDAR-LAMs 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina Sin crecimiento
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas
69/M Azacitidina + CETLAM SMD 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XX[30]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas 46,XX,add(13)(q34)[11]/46,XX,del(9)(q13034),
31/M CETLAM-03 (2 inducciones) 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT
con mielodisplasia add(13)(q34)[7]1/46,XX[4]
44,XY,-5,del(7)(q31.1932),-12,-14,del(20)(q13),
LAM con alteraciones relacionadas +mar([6]/45,XY, del(3)(q21q29),-5,del(7)(q31.1932),-12,
57/H CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina
con mielodisplasia add(13)(q34),add(14)(p11),del(20)(q13),+marl,
+mar2[2]/46,XY[12]
LAM con alteraciones relacionadas
44/H CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-seleccion Ciclofosfamida+ICT 46,XY,del( 7)(q22)[51/46,XY[7]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas
59/H CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 47,XY,+11,i(11)(q10)[18]/46,XY[2]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas
58/H CETLAM SMDAR-LAMs 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY[30]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas
66/M CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX,del(7)(q22936)[18]/46,XX[2]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas
62/H CETLAM SMDAR-LAMs 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY[20]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas
56/M CETLAM-03 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XX[30]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas 42-44,XY,del(5)(q13),-12,-15,add(16)(q13),-18,-19[4],
61/H CETLAM-03 12RC Singénico Ciclofosfamida+ICT
con mielodisplasia -21[4],+#marl,+mar2[4][cp8]
LAM con alteraciones relacionadas 41-45,XX,-2,-2,add(3)(p21),-5,add(11)(p15),-12,-13,
62/M CETLAM SMDAR-LAMs 12RC Auto-TPH Busulfan + Ciclofosfamida
con mielodisplasia -17,+#marl,+mar2,+mar3,+mard,+mar5[17]/46,XX[3]
44-46 X,-Y,1(4;17)(p16;q21), (t(4;15)(p14;q13),
LAM con alteraciones relacionadas del(5)(q13933),del(6)(q23),del(7)(q22932),
63/H CETLAM-03 (2 inducciones) 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT
con mielodisplasia del(12)(q13),-13,-15,-20,+marl,+mar2,+mar3[15]/
46,XY[2]
LAM con alteraciones relacionadas 43,XY,del(3)(q12925),-5,del(12)(q22q24.3),
62/H 1COG-07 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina
con mielodisplasia add(16)(q24),-18,-21[17]

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [] Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.
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46,XX,add(2)(g37),add(4)(g35),t(7;11)(p15.3;923),
LAM con alteraciones relacionadas
24/M CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE Busulfan + Ciclofosfamida del(8)(q227?),add(9)(p227?),del(10)(gq22q24),
con mielodisplasia
add(13)(q22),add(16)(q24)[cp18]
LAM con alteraciones relacionadas
62/H 1ICOG-07 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT 46,XY,t(3;17;12)(p21;921;q13)[20]
con mielodisplasia
LAM con alteraciones relacionadas 45,XX,del(5)(q13933),dup(11)(q13g25),add(14)(p11),
59/M CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DNE-IR Busulfan+Fludarabina
con mielodisplasia -17[17]/46,XX[3]
LAM con alteraciones relacionadas 53,XY,+Y,t(1;13)(p36.1;q14),t(4;13)(q21;914),
18/H con CETLAM-03 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina t(6;11)(q27;923),+der(6)t(6;11)(q27;923),+8,+9,+15,
Mielodisplasia +19,+21[20]
LAM con alteraciones relacionadas CETLAM IDR-12 45,XX,add(2)(p13),del(7)(q22qg32),-11,-18,del(20)(q11),
59/M 12RC Alo-TPH-DNE-IR Busulfan+Fludarabina
con mielodisplasia +mar[18]/46,XX[2]
LAM con alteraciones relacionadas 42-46,XY,del(6)(q15),add(9)(g22),del(11)(p11),-13,
33/H CETLAM SMDAR-LAMs 12RC Auto-TPH Ciclofosfamida+ICT
con mielodisplasia add(19)(q13),+marl,+mar2[cpl4]
MM: VBCMP/VBAD (x6) + RDT + auto-TPH
Neoplasia mieloide relacionada con el
53/H (Melfalan 200)/auto-TPH (CBV). 12RC Alo-TPH-DE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY,t(7;10)(q22;922),del(16)(q22)[15]/46,XY[5]
tratamiento
t-LAM: ICE
Carcinoma ductal infiltrante de mama: cirugia
conservadora+CMF(x6)+RDT/Adriamicina+Taxol
Neoplasia mieloide relacionada con el
52/M +Examentano/mastectomia+Docetaxel+ 12RC Alo-TPH-DE-seleccion Busulfan+Fludarabina 46,XX,t(9;11)(p22;923)[9]/46,s1,t(3;17)(p21;925)[6]
tratamiento
Gemcitabina+Tamoxifeno/ RDT+Tamoxifeno.
t-LAM: ICE+Mitoxantrone+Citarabina
Neoplasia mieloide relacionada con el LNH folicular: R-COPx12/R-ESHAPx1/R-FCMx2 Alo-TPH-DNE-
47/H Recaida Melfalan 47,XY,-7,4+21,+mar[20]
tratamiento t-LAM: CETLAM SMDAR-LAMs/ FLAG-IDA secuencial
Linfoma de Hodgkin: Oppas-COP+RDT/ABVDx6/
Neoplasia mieloide relacionada con el BEACOPPx2/ESHAPx3+auto-TPH(BEAM)/RDT/
32/M 12RC Alo-TPH-DNE Busulfan + Ciclofosfamida 45,XX,inv(3)(q21026),-7[16]/46,XX[4]
tratamiento Doxorrubicina liposomal semanalx2 afios.
t-LAM: CETLAM SMDAR-LAMs
Neoplasia de mama:mastectomia+
Neoplasia mieloide relacionada con el
55/M quimioterapia+RDT+tamoxifeno. 12RC Alo-TPH-DE Busulfan + Ciclofosfamida 46,XX,inv(16)(p13922)[10]
tratamiento
t-LAM: CETLAM SMDAR-LAMs
Neoplasia mieloide relacionada con el LNH T angioinmunoblastico: CHOPx6
60/H 12RC Alo-TPH-DNE-IR Busulfan+Fludarabina 46,XY,del(7)(q22)[18]/46,XY[2]

tratamiento

t-LAM: CETLAM SMDAR-LAMs (2 inducciones)

H : hombre ; M : mujer ; RC:respuesta completa ; RP : respuesta parcial ; auto-TPH : trasplante autogénico ; alo-TPH-DE : trasplante alogénico de donante emparentado ; alo-TPH-DE-IR : trasplante alogénico de

donante emparentado de intensidad reducida ; alo-TPH-DNE : trasplante alogénico de donante no emparentado ; alo-TPH-DNE-IR : trasplante alogénico de donante no emparentado de intensidad reducida ; SCU-TPH

trasplante de células de cordén umbilical ; RDT : radioterapia ;ICT : irradiacién corporal total ; [] Casos que posteriormente presentan una LAM post-TPH. Ver anexos.




Tabla 25. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM al diagnéstico.

Citogenética

LAM diagnéstico (n=151)

Cariotipo

Normal 78 (52%)
Alterado 67 (44%)
Sin crecimiento 6 (4%)

Clasificacién segtin el MRC Favorable 15/145 (10%)
Intermedio 99/145 (69%)
Adverso 31/145 (21%)
Cariotipo monosémico 19/145 (13%)
Cariotipo complejo 14/145 (10%)
Tipo de alteracion citogenética Equilibrada 36/190 (19%)

Desequilibrada

154/190 (81%)

Ploidia

Hipodiploidia

14/145 (10%)

Pseudodiploidia

118/145 (81%)

Hiperdiploidia

12/145 (8%)

Tri/tetraploida

1/145 (1%)

Estado mutacional

NMP1+ 17/57 (30%)
FLT3-ITD+ 28/96 (29%)
FLT3-D835+ 8/55 (15%)
CEBPA ™ + 1/7 (14%)

5.2.2. Comparacion de las caracteristicas citogenéticas y moleculares entre las LAM de novo y

las s-LAM/t-LAM, en el momento del diagndstico.

Cuando comparamos las caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM de novo y las s-
LAM/t-LAM, observamos que las s-LAM/t-LAM presentaban de forma estadisticamente
significativa mas cariotipos alterados (74% vs 33%, p<0,001), mas cariotipos de prondstico
adverso en funcién de la clasificacion del riesgo citogenético segin el MRC (57% vs 10%
p<0,001), mayor numero de alteraciones citogenéticas (p=0,005), mas cariotipos monosémicos
(31% vs 7%, p<0,001), mas cariotipos complejos (33% vs 1%, p<0,001) y mas alteraciones
citogenéticas desequilibradas (90% vs 56%, p<0,001). También se observaron diferencias
estadisticamente significativas en funcion de la ploidia (p<0,001), de manera que las LAM de
novo presentaban mas cariotipos pseudodiploides (90% vs 64%) y menos cariotipos
hipodiploides (4% vs 26%) e hiperdiploides (5% vs 10%). Por otro lado, las LAM de novo
presentaban de forma estadisticamente significativa mas mutaciones del gen de la NMP1 (42%

vs 0%, p=0,001) y mas FLT3-ITD (37% vs 10%, p=0,008) (Tabla 26).
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Tabla 26. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM de novo y de las s-LAM/t-LAM

LAM de novo (n=111) s-LAM /t-LAM (n=40) P

Citogenética
Cariotipo Normal 69 (62%) 9 (23%) <0,001

Alterado 37 (33%) 30 (74%)

Sin crecimiento 5 (5%) 1(3%)
Clasificacién segun el Favorable 13/106 (12%) 2/39 (5%) <0,001
MRC Intermedio 83/106 (78%) 15/39 (38%)

Adverso 10/106 (10%) 22/39 (57%)
Cariotipo monosémico 7/106 (7%) 12/39 (31%) <0,001
Cariotipo complejo 1/106 (1%) 13/39 (33%) <0,001
N¢ alteraciones citogenéticas, media (DE) 1,59 (0,87) 4,47 (4,02) 0,005
Tipo de alteracion Equilibrada 24/55 (44%) 14/136 (10%) <0,001
citogenética Desequilibrada 31/55 (56%) 122/136 (90%)
Ploidia Hipodiploidia 4/106 (4%) 10/39 (26%) <0,001

Pseudodiploidia 95/106 (90%) 25/39 (64%)

Hiperdiploidia 6/106 (5%) 4/39 (10%)

Tri/tetraploidia 1/106 (1%) 0/39 (0%)
Estado mutacional
NMP1+ 17/40 (42%) 0/17 (0%) 0,001
FLT3-ITD+ 25/67 (37%) 3/29 (10%) 0,008
FLT3-D835+ 7/38 (18%) 1/17 (6%) 0,216

5.2.3. Comparacion de las caracteristicas citogenéticas y moleculares al diagndstico entre las

LAM que presentan una LAM post-TPH vy las que no la presentan.

Cuando comparamos las caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM que presentan
una LAM post-TPH y las que no, las LAM que posteriormente desarrollaron una LAM post-TPH
presentaban, de forma estadisticamente significativa, un mayor numero de alteraciones
citogenéticas (p=0,036) mas cariotipos complejos (18% vs 5%, p=0,010) y mas alteraciones
desequilibradas (87% vs 74%, p=0,023). No se observan diferencias estadisticamente
significativas, entre ambos grupos, en funcién del cariotipo (normal vs alterado), de la
clasificacion del riesgo citogenético segiun el MRC, de la presencia o no de cariotipo
monosémico, ni de la ploidia. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas en funcién del estado mutacional del gen de la NMP1, de FLT3-ITD, ni de FLT3-
D835 (Tabla 27).
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Tabla 27. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de los pacientes que no presentaron una

LAM post-TPH y los que si la presentaron.

Sin LAM post-TPH (n=93) LAM post-TPH (n=58) P

Citogenética
Cariotipo Normal 47 31 0,639

Alterado 41 26

Sin crecimiento 5 1
Clasificacidn segun el Favorable 10/88 (12%) 5/57 (9%) 0,500
MRC Intermedio 62/88 (70%) 37/57 (65%)

Adverso 16/88 (18%) 15/57 (26%)
Cariotipo monosémico 11/88 (13%) 8/57 (14%) 0,809
Cariotipo complejo 4/88 (5%) 10/57 (18%) 0,010
N¢ alteraciones citogenéticas, media (DE) 1,98 (1,75) 4,31 (4,11) 0,036
Tipo de alteracidn Equilibrada 22/84 (26%) 14/106 (13%) 0,023
citogenética Desequilibrada 62/84 (74%) 92/106 (87%)
Ploidia Hipodiploidia 6/88 (7%) 8/57 (14%) 0,248

Pseudodiploidia 75/88 (85%) 43/57 (75%)

Hiperdiploidia 7/88 (8%) 5/57 (9%)

Tri/tetraploida 0/88 (0%) 1/57 (2%)
Estado mutacional
NMP1+ 14/42 (33%) 3/15 (20%) 0,266
FLT3-ITD+ 20/67 (30%) 8/29 (28%) 0,823
FLT3-D835+ 5/40 (12%) 3/15 (20%) 0,376
CEBPA ™M + 1/3 (33%) 0/4 (0%) NA

5.2.4. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM post-TPH

En el momento de la LAM post-TPH se realizd el estudio citogenético convencional en 49
pacientes (84%). En la tabla 28 se muestra el cariotipo de las LAM que posteriormente
presentaron una LAM post-TPH, en el momento del diagndstico de la LAM inicial y de la LAM

post-TPH.
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Tabla 28. Cariotipo de las LAM que posteriormente desarrollaron una LAM post-TPH, al

diagndstico y en el momento de la LAM post-TPH.

LAM que posteriormente desarrollaron una LAM post-TPH,

resultado citogenético al diagndstico

Resultado citogenético LAM post-TPH

46,XX[20] 46,XX[20]

46,XX[33] 46,XX,t(1;4)(q44;G28)[20]

46,XX[15] 46,XX,i(17)(q10)[18]/46,XX[2]

46,XY[5] Cariotipo complejo con monosomia 5[9]/46,XY[11]

46,XX[20] 49,XX,+1,del(1)(p13),t(1;4)(p34;931),t(2;11)(p23;q13),+5,del(5)(q12q33),

t(6;6)(p25;q15),+8[16]/46,XX[4]

46,XY,inv(16)(p13922)[15]/46,XY[7]

No realizado

46,XY[20] 46,XY,t(7;9)(q32;922)[31/45,XY,-5,1(7;9)(q32;422)[3]/46,XY[15]

46,XY[30] 46,XY,t(2;3)(p23;p21),del(6)(p21)[7]/46,XY,t(3;6)(p25;p21),del(15)(q22)[5]/
46,XY[10]

46,XX[30] 46,XX,del(12)(p12)[3]1/46,XX[22]

46,XX,inv(16)(p13922)[61/46,XX,add(7)(p22),inv(16)(p13G22)[7]

46,XX,inv(16)(p13q22)[10]/46,XX[10]

46,XY[30] 46,XY[25]
46,XX[30] No realizado
46,XY[30] 45,X,-Y[5]/46,XY[15]

46,XX,add(3)(q24)[141/46,XX[6]

44,XX,del(5)(q13933),-12,-21[5]//46,XY [25]

46,XY[20]

46,XX[30]

46,XX,add(13)(q34)[11]/46,XX,del(9)(q13q34),add(13)(q34)[7]1/
46,XX[4]

46,XX,add(13)(q34)[31/46,XX[27]

46,XX[30]

46,XX[10]

44,XY,-5,del(7)(q31.1932),-12,-14,del(20)(q13),+mar[6]/
45,XY, del(3)(921929),-5,del(7)(931.1932),-12,add(13)(q34),
add(14)(p11),del(20)(q13),+marl,+mar2[2]/46,XY[12]

42,XY,del(3)(q21q29),-5,i(6)(p10),del(7)(p15p22),del(7)(q31.1932),
del(11)(p11.2p15),-14,-16,-17(x2),-18,+19,del(20)(q13),-21,+mar1,
+mar2[2]//46,XX[18]

46,XY[30]

46,XY[20]

46,XY,del(7)(q22)[5]/46,XY[7]

45,XY,t(1;2)(p34;p11),del(3)(p21p26),-12,-13,add(18)(q23),-19,-22,
+marl,+mar2,+mar3[cp9]/46,XY[16] === nuc ish(D721,D75352)x2[200]

46,XX[20]

46,XX[5]//46,XY[15]

46,XY,t(10;11)(p13;921)[17]/46,XY[3]

46,XY,t(10;11)(p13;q21)[13]/46,XY[12]

46,XX[20] 85-91,XXXX,-3,-6x2,-8x2,-9,add(11)(p15)x2,-12x2,+15,+17,add(17)(p13),-18,
+20,-21,+marl,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,+mar6[cp13]

46,XX[20] 46,XX[20]

47,XY,+11,i(11)(q10)[18]/46,XY[2] No realizado

46,XY[20] No realizado

46,XY[30] 46,XY[20]

46,XX[20] 46,XX[171//46,XY[3]
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LAM que posteriormente desarrollaron una LAM post-TPH,

resultado citogenético al diagndstico

Resultado citogenético LAM post-TPH

46,XY[20]

46,XY,add(16)(q24)[14]/46,XY[6]

46,XY,t(1;11)(q21;923)[91/92,XXYY, t(1;11)(q21;923),
t(1;11)(921;923)[9]

46,XY,t(1;11)(q21;923)[12]/46,XY[8]

46,XX,del(7)(q22936)[18]/46,XX[2]

46,XX[20] === nucish(D7Z1x2,D75522x1)[55/100]

46,XY[20]

47,XY,+21[5]/46,XY[15]

46,XX[30]

47,XX,+11[2]/46,XX[18]

42-44,XY,del(5)(q13),-12,-15,add(16)(q13),-18,-19[4],-21[4],

44,XY,del(3)(g21929),del(5)(q13931),-7,add(11)(g23),-12,add(16)(q24),-18,

+marl,+mar2[4][cp8] +mar[cp9]/46,XY[11]
46,XY[30] No realizado
41-45,XX,-2,-2,add(3)(p21),-5,add(11)(p15),-12,-13,-17,+mar1, No realizado
+mar2,+mar3,+mar4,+mar5[17]/46,XX[3]

46,XX[30] 46,XX[20]

46,XX[30] 46,XX[16]//46,XY[4]

46,XY,inv(16)(p13922)[10]/46,XY[10]

46,XY,inv(16)(p13922)[8]

46,XY,inv(16)(p13922)[12]/46,XY[8]

No realizado

46,XX[30] === nuc ish(D721,D75522)x2[200]

45,XX,-7[20]

44-46,X,-Y,t(4;17)(p16;021),é t(4;15)(p14;q13),del(5)(q13933),
del(6)(q23),del(7)(q22q32),del(12)(q13),-13,-15,-20,+mar1,
+mar2,+mar3[15]/46,XY[2]

44-46,X,-Y,1(4;17)(p16;q921),ét(4;15)(p14;q13),del(5)(q13933),
del(6)(q23),del(7)(q22932),del(12)(q13),-13,-15,-20,+mar1,+mar2,+mar3[20]

46,XX,add(2)(q37),add(4)(g35),t(7;11)(p15.3;923),del(8)(q22?),
add(9)(p22?),del(10)(q22924),add(13)(q22),add(16)(q24)[cp18]

Sin crecimiento === nuc ish(MLLx2)(5’MLL sep 3’'MLLx1)[19/200]

43,XY,del(3)(q12925),-5,del(12)(g22q24.3),add(16)(q24),-18,
-21[17]

43,XY,del(3)(q12925),-5,del(12)(g22q24.3),add(16)(q24),-18,-21[17]/
46,XY[3]

46,XY,t(3;17;12)(p21;921;q13)[20]

46,XY,t(3;17;12)(p21;921;q13)[20]

47,XY,+13[7]/46,XY[16]

46,XY[20]

45,XX,del(5)(q13g33),dup(11)(q13925),add(14)(p11),-17[17]/
46,XX[3]

45,XX,del(5)(q13g33),dup(11)(q13g25),add(14)(p11),-17,
der(19)t(17;19)(q21;p13.3)[20]

53,XY,+Y,t(1;13)(p36.1;q14),t(4;13)(g21;q14),1(6;11)(q27;923),
+der(6)t(6;11)(927;923),+8,+9,+15,+19,+21[20]

46,XY,t(1;13)(p36.1;q14),t(4;13)(921;914),t(6;11)(q27;923)[20]

46,XY[20] No realizado
46,XX[30] 46,XX[25]
46,XX[30] 46,XX[24]

45,XX,add(2)(p13),del(7)(922932),-11,-18,del(20)(q11),
+mar[18]/46,XX[2]

46,XX,add(2)(p13),del(7)(g22932),+11,-18,del(20)(q11),+21[cp3]/
46,XX[17]

46,XY,der(6)t(6;11)(q25;q13)t(6;11)(q27;923),
der(11)t(6;11)(g25;913)t(6;11)(q27;923)[20]

46,XY,t(5;15)(q13;q13),der(6)t(6;11)(q25;q13)t(6;11)(g27;923),
der(11)t(6;11)(g25;913)t(6;11)(q27;923)add(11)(q13),del(14)(q11.2)[20]

48,XX,+8,+8,t(15;17)(q22;q21)[20]

No realizado

46,XX,t(11;19)(q21;p13)[20]

46,XX[20] === nuc ish(MLLx2)(5'MLL sep 3'MLLx1)[11/100]
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LAM que post

resultado cito

eriormente desarrollaron una LAM post-TPH, Resultado citogenético LAM post-TPH

genético al diagndstico

46,XY[20]

46,XY,1(12;17)(p11;q11)[14]/46,XY[5]//46,XX[1]

42-46,XY,del(6)(q15),add(9)(g22),del(11)(p11),-13,add(19)(q13), | 42-46,XY,del(6)(q15),add(9)(g22),del(11)(p11),-13,add(19)(q13),

+marl,+mar2[cpl4] +marl,+mar2[cp10]

46,XX[30] ===

nuc ish(D8Z2x2)[200] 47,XX,+8[1]1/46,XX[19] === nuc ish(D8Z2x3)[45/100]

|:| LAM secundarias

Dieciséis (33%) pacientes presentaron un cariotipo normal, 32 (65%) un cariotipo alterado y no
se obtuvo crecimiento en 1 caso (2%). En el caso sin crecimiento se detectd, por FISH, un
reordenamiento del gen MLL y en dos casos con cariotipo normal se identificéd una delecion del
cromosoma 7q y un reordenamiento del gen MLL, respectivamente; en los tres casos la
alteracién ya estaba presente en el momento del diagndstico. Segun los grupos de riesgo
citogenético propuestos por el MRC, 2 pacientes (4%) presentaron un prondstico favorable, 26
(53%) un prondéstico intermedio y 21 (43%) un prondstico adverso. Doce pacientes (25%)
presentaban un cariotipo monosémico y 13 (27%) un cariotipo complejo. Se observaron un
total de 137 alteraciones citogenéticas, 22 (16%) equilibradas y 115 (84%) desequilibradas.
Respecto a la ploidia, 10 pacientes (21%) presentaron una hipodiploidia, 32 (68%) una
pseudodiploidia, 4 (9%) una hiperdiploidia y 1 (2%) una tetraploidia. Se realizé el estudio del
reordenamiento del gen MLL, por FISH, en 6 de las 17 LAM con cariotipo normal (5) o sin
crecimiento (1), y en dos de ellas, una con cariotipo normal y otra sin crecimiento, se observé
el reordenamiento del gen MLL. Ambos casos presentaron, en el momento del diagndstico de
la LAM, un cariotipo alterado con el reordenamiento del gen MLL; en el caso del cariotipo
normal una t(11;19)(g21;p13) y en el caso sin crecimiento un cariotipo complejo con una
t(7;11)(p15.3;923). Se detectaron mutaciones en el gen de la NPM1 en el 18% de los casos y
FLT3-ITD en el 21% (Tabla 29).
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Tabla 29. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM post-TPH.

Citogenética

Cariotipo Normal 16/49 (33%)
Alterado 32/49 (65%)

Sin crecimiento 1/49 (2%)

Clasificacién segun el Favorable 2/49 (4%)
MRC Intermedio 26/49 (53%)
Adverso 21/49 (43%)
)

Cariotipo monosémico

12/48 (25%

Cariotipo complejo (24 alteraciones)

13/48 (27%)

Tipo de alteracion Equilibrada

22/137 (16%)

Desequilibrada

115/137 (84%)

Ploidia Hipodiploidia

10/47 (21%)

Pseudodiploidia

32/47 (68%)

Hiperdiploidia

4/47 (9%)

Tri/tetraploida

1/47 (2%)

Comparacion con Alteracidn citogenética inicial asociada o no a

citogenética inicial alteraciones citogeneticas secundarias

18/49 (37%)

Alteracién de novo

17/49 (35%)

Cariotipo normal

14/49 (28%)

Alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD

12/31 (39%)

Alteraciones citogenéticas relacionadas con agentes citotdxicos

6/31 (19%)

FISH MLL en las LAM de cariotipo normal o sin crecimiento (n=17)

Normal

4/6 (67%)

Reordenado

2/6 (33%)

Estado mutacional

NMP1+ 2/11 (18%)
FLT3-ITD+ 6/29 (21%)
FLT3-D835+ -
CEBPA "M + -

Si consideramos exclusivamente las LAM post-TPH con cariotipo normal y con alteraciones
citogenéticas de novo (n=31), se observd un cariotipo alterado en el 55% de los casos (n=17).
Al clasificar estas 31 LAM post-TPH de acuerdo con las 8 vias genéticas propuestas por
Pedersen-Bjergaard et al para las t-LAM (Pedersen-Bjergaard et al, 2002; Pedersen-Bjergaard
et al, 2006), quedaron distribuidas de la siguiente manera (Tabla 30).

En este subgrupo de LAM post-TPH, se observaron alteraciones cromosdémicas asociadas a la
exposicién previa a agentes citotdxicos en el 19% de los casos y en el 35% de las LAM que
presentaron un cariotipo alterado. Sélo una LAM post-TPH (3%), con afectaciéon del
cromosoma 11p15, presentd una alteracién citogenética asociada a la exposicidon previa a
inhibidores de la topoisomerasa Il y no se observd ningln caso con translocaciones

7

equilibradas que impliquen los cromosomas 11g23 ¢ 21922, la inv(16)(p13g22) o Ia
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t(15;17)(g22;912-g21). Cinco pacientes (16%) presentaron alteraciones cromosdmicas
relacionadas con la exposicién previa a agentes alquilantes (un paciente con -7 y 4 pacientes
con 5g-/-5), 9 (29%) presentaron una sola alteracién cromosémica, 14 (46%) un cariotipo
normal y dos pacientes (6%) presentaron un cariotipo complejo sin implicacién del cromosoma

5, por lo que no se pudieron incluir en ninguna de las 8 vias genéticas descritas.

Tabla 30. Distribucion de las LAM post-TPH de cariotipo normal y con alteraciones

citogenéticas de novo, segun las 8 vias genéticas propuestas por Pedersen-Bjergaard et al.

Via n (%)
Via 1. Se ha asociado a la exposicién previa a AA e incluye las t-LAM y t-SMD con 7g-/-7 aislada. 1(3%)
Via 2. Se ha relacionado con la exposicidn previa a AA e incluye las t-LAM y t-SMD con 5g-/-5. 4 (13%)

Via 3. Incluye las t-LAM con translocaciones equilibradas que implican al cromosoma 11923 (MLL) y se | 0 (0%)

han relacionado con la exposicion previa a inhibidores de la topoisomerasa .

Via 4. Incluye los pacientes con translocaciones equilibradas en el cromosoma 2122 e inv(16) y se ha 0 (0%)

relacionado con la exposicidn previa a inhibidores de la topoisomerasa Il, principalmente a antraciclinas.

Via 5. Incluye los pacientes con LAP y la t(15;17)(q22;q12-21) y se ha asociado con la exposicién previa a 0 (0%)

inhibidores de la topoisomerasa I, principalmente doxorubicina y mitoxantrona.

Via 6. Incluye las t-LAM/t-SMD con reordenamiento del gen NUP98, localizado en el cromosoma 11p15y | 1(3%)

se ha relacionado con la exposicidn previa a inhibidores de la topoisomerasa Il.

Via 7. No se ha asociado con ningun tipo especifico de terapia previa e incluye los pacientes con 14 (45%)

cariotipo normal.

Via 8. No se ha asociado a ningun tipo especifico de terapia previa e incluye los pacientes con una sola 9 (29%)

alteracidon cromosdmica.

Ademas, en este subgrupo de LAM post-TPH con cariotipo normal y alteraciones citogenéticas
de novo se observaron alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD en el 39% de los casos
y en el 71% de las LAM post-TPH con un cariotipo alterado.

En funcidn de las anomalias cromosémicas observadas podemos clasificar las LAM post-TPH de
la siguiente manera: 18 recaidas de la LAM inicial (37%), 4 s-LAM (8%), 6 s-LAM/t-LAM (12%) y
21 no clasificables (43%).
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5.2.4.1. Caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH en funcidn del tipo de LAM inicial

(LAM de novo vs s-LAM).

Al comparar las caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM post-TPH en funcidn del
tipo de LAM en el momento del diagndstico, observamos que las LAM post-TPH precedidas de
una s-LAM/t-LAM presentaron, de forma estadisticamente significativa, un mayor nimero de
cariotipos alterados (70% vs 46%, p=0,046), un mayor nimero de alteraciones citogenéticas
(p=0,020), mas cariotipos de prondstico adverso en funcién de la clasificacion del riesgo
citogenético segun el MRC (73% vs 29%, p=0,014), mas cariotipos complejos (43% vs 15%,
p=0,045), mas cariotipos monosémicos (57% vs 12%, p=0,002), mas alteraciones
desequilibradas (90% vs 75%, p=0,022) y menos cariotipos pseudodiploides (36% vs 82%,
p=0,003). En las LAM post-TPH precedidas de una LAM de novo, se observaron, de forma
estadisticamente significativa, mas alteraciones citogenéticas de novo (41% vs 20%, p=0,002),
mientras que en el 73% de las LAM post-TPH precedidas de una s-LAM/t-LAM, se detecto la
alteracion citogenética inicial, asociada o no a otras alteraciones citogenéticas adquiridas

(Tabla 31).

Tabla 31. Caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH en funcién del tipo de LAM inicial
(LAM de novo vs s-LAM).

LAM de novo (n=41) s-LAM (n=17) P
Citogenética
Cariotipo Normal 15/34 (37%) 2/15 (12%) 0,046
Alterado 19/34 (46%) 12/15 (70%)
Sin crecimiento 0/34 (0%) 1/15 (6%)
Clasificacién segun el Favorable 2/34 (6%) 0/15 (0%) 0,014
MRC Intermedio 22/34 (65%) 4/15 (27%)
Adverso 10/34 (29%) 11/15 (73%)
Cariotipo monosémico 4/34 (12%) 8/14 (57%) 0,002
Cariotipo complejo 5/34 (15%) 6/14 (43%) 0,045
N2 alteraciones citogenéticas, mediana (DE) 3,00 (4,84) 6,23 (4,90) 0,020
Tipo de alteracidn Equilibrada 14/57 (25%) 8/80 (10%) 0,022
Desequilibrada 43/57 (75%) 72/80 (90%)
Ploidia Hipodiploidia 3/33 (9%) 7/14 (50%) 0,003
Pseudodiploidia 27/33 (82%) 5/14 (36%)
Hiperdiploidia 2/33 (6%) 2/14 (14%)
Tri/tetraploida 1/33 (3%) 0/14 (0%)
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LAM de novo (n=41) s-LAM (n=17) P

Comparacion con Alteracidn citogenética inicial asociada o 7/34 (21%) 11/15(73%) 0,002
citogenética inicial no a alteraciones citogenéticas secundarias

Alteracion de novo 14/34 (41%) 3/15 (20%)

Cariotipo normal 13/34 (38%) 1/15 (7%)
Estado mutacional
NMP1+ 2/10 (20%) 0/1 (0%) NA
FLT3-ITD+ 4/18 (22%) 2/11 (18%) 0,592

5.2.4.2. Caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH en funcidn del tipo de TPH recibido

(auto-TPH vs alo-TPH).

Al comparar las caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM post-TPH en funcidn del
tipo de TPH recibido, observamos que las LAM post-aloTPH presentaron, de forma
estadisticamente significativa, un mayor niumero de alteraciones citogenéticas (p=0,006), mas
cariotipos de prondstico adverso en funcion de la clasificacion del riesgo citogenético segun el
MRC (65% vs 28%, p=0,020), mas cariotipos complejos (47% vs 14%, p=0,010), mas cariotipos
monosémicos (42% vs 14%, p=0,031) y mas alteraciones desequilibradas (89% vs 74%,
p=0,023). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcién del cariotipo
(normal vs alterado), de la ploidia, ni cuando comparamos el cariotipo de la LAM post-TPH con
las alteraciones citogenéticas observadas en la LAM inicial (Tabla 32). Si consideramos
exclusivamente las LAM con cariotipo normal y alteraciones citogenéticas de novo, tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de casos con

alteraciones citogenéticas relacionadas con la exposicidén previa a agentes citotdxicos.
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Tabla 32. Caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH en funcién del tipo de TPH recibido

(auto-TPH vs alo-TPH).

auto-TPH (n=33) alo-TPH (n=25) P
Citogenética
Cariotipo Normal 11/29 (33%) 5/20(20%) 0,346
Alterado 18/29 (55%) 14/20 (56%)
Sin crecimiento 0/29 (0%) 1/20 (4%)
Clasificacién segun el Favorable 2/29 (7%) 0/20 (0%) 0,020
MRC Intermedio 19/29 (65%) 7/20 (35%)
Adverso 8/29 (28%) 13/20 (65%)
Cariotipo monosémico 4/29 (14%) 8/19 (42%) 0,031
Cariotipo complejo 4/29 (14%) 9/19 (47%) 0,010
N2 alteraciones citogenéticas, mediana (DE) 2,50 (3,20) 6,64 (6,08) 0,006
Tipo de alteracién Equilibrada 12/46 (26%) 10/91 (11%) 0,023
Desequilibrada 34/46 (74%) 81/91 (89%)
Ploidia Hipodiploidia 4/28 (14%) 6/19 (32%) 0,094
Pseudodiploidia 21/28 (72%) 12/19 (63%)
Hiperdiploidia 4/28 (14%) 0/19 (0%)
Tri/tetraploida 0/28 (0%) 1/19 (5%)
Comparacion con Alteracion citogenética inicial asociada o 9/29 (31%) 9/20 (45%) 0,608
citogenética inicial no a alteraciones citogenéticas secundarias
Alteracion de novo 11/29 (38%) 6/20 (30%)
Cariotipo normal 9/29(31%) 5/20 (25%)
Alteraciones citogenéticas relacionadas con la exposicidn previa a 4/20 (20%) 2/11 (18%) 0,644
agentes citotdxicos
Estado mutacional
NMP1+ 0/2 (0%) 2/2 (100%) NA
FLT3-ITD+ 1/6 (17%) 5/6 (83%) NA

5.2.5. Comparacion de las caracteristicas citogenéticas y moleculares entre las LAM de novo y

las LAM post-TPH.

Cuando comparamos las caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM de novo y las
LAM post-TPH, observamos que las LAM post-TPH presentaron de forma estadisticamente
significativa mas cariotipos alterados (62% vs 33%, p=0,001), mas cariotipos de prondstico
adverso en funcién de la clasificacion del riesgo citogenético segin el MRC (43% vs 10%
p<0,001), mas cariotipos monosémicos (25% vs 7%, p=0,001), mas cariotipos complejos (27%
vs 1%, p<0,001), mayor nimero de alteraciones citogenéticas (p=0,014) y mas alteraciones
citogenéticas desequilibradas (85% vs 56%, p<0,001). También se observaron diferencias

estadisticamente significativas en funcion de la ploidia, de manera que las LAM de novo
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presentaron mas cariotipos pseudodiploides (90% vs 68%, p=0,002) y menos cariotipos

hipodiploides (4% vs 21%,

significativas en funcién del estado mutacional del gen de la NMP1, de la FLT3-ITD ni de la

FLT3-D835 (Tabla 33).

Tabla 33. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM de novo y de las LAM post-

No se observaron diferencias estadisticamente

TPH.
LAM de novo (n=111) LAM post-TPH (n=58) P
Citogenética
Cariotipo Normal 69 (62%) 16/49 (33%) 0,001
Alterado 37 (33%) 32/49 (65%)
Sin crecimiento 5 (5%) 1/49 (2%)
Clasificacidn segun el Favorable 13/106 (12%) 2/49 (4%) <0,001
MRC Intermedio 83/106 (78%) 26/49 (53%)
Adverso 10/106 (10%) 21/49 (43%)
Cariotipo monosémico 7/106 (7%) 12/48 (25%) 0,001
Cariotipo complejo 1/106 (1%) 13/48 (27%) <0,001
N¢ alteraciones citogenéticas, media (DE) 1,59 (0,87) 4,31 (4,11) 0,014
Tipo de alteracidn Equilibrada 24/55 (44%) 20/133 (15%) <0,001
Desequilibrada 31/55 (56%) 113/133 (85%)
Ploidia Hipodiploidia 4/106 (4%) 10/47 (21%) 0,002
Pseudodiploidia 95/106 (90%) 32/47 (68%)
Hiperdiploidia 6/106 (5%) 4/47 (9%)
Tri/tetraploida 1/106 (1%) 1/47 (2%)
Estado mutacional
NMP1+ 17/40 (42%) 2/11 (18%) 0,129
FLT3-ITD+ 25/67 (37%) 6/29 (21%) 0,110
FLT3-D835+ 7/38 (18%) 0/4 (0%) 0,468

5.2.6. Comparacidn de las caracteristicas citogenéticas y moleculares entre las s-LAM/t-LAM y

las LAM post-TPH.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las s-LAM/t-LAM y las LAM
post-TPH en funcién del cariotipo, de la clasificacion del riesgo citogenético segun el MRC, de
la presencia o no de cariotipo monosémico o de cariotipo complejo, del nimero de
alteraciones citogenéticas observadas, del tipo de alteracidn citogenética, de la ploidia, del

estado mutacional del gen de la NMP1, ni de la FLT3-ITD (Tabla 34).
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Tabla 34. Caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM post-TPH y las s-LAM/t-LAM.

s-LAM/t-LAM (n=40) LAM post-TPH (n=58) P
Citogenética
Cariotipo Normal 9 (23%) 16/49 (33%) 0,673
Alterado 30 (74%) 32/49 (65%)
Sin crecimiento 1(3%) 1/49 (2%)
Clasificacién segun el Favorable 2/39 (5%) 2/49 (4%) 0,356
MRC Intermedio 15/39 (38%) 26/49 (53%)
Adverso 22/39 (57%) 21/49 (43%)
Cariotipo monosémico 12/39 (31%) 12/48 (25%) 0,549
Cariotipo complejo 13/39 (33%) 13/48 (27%) 0,527
N2 alteraciones citogenéticas, media (DE) 4,47 (4,02) 4,31 (4,11) 0,859
Tipo de alteracidn Equilibrada 14/136 (10%) 20/133 (15%) 0,242
Desequilibrada 122/136 (90%) 113/133 (85%)
Ploidia Hipodiploidia 10/39 (26%) 10/47 (21%) 0,940
Pseudodiploidia 25/39 (64%) 32/47 (68%)
Hiperdiploidia 4/39 (10%) 4/47 (9%)
Tri/tetraploida 0/39 (0%) 1/47 (2%)
Estado mutacional
NMP1+ 0/17 (0%) 2/11 (18%) 0,146
FLT3-ITD+ 3/29 (10%) 6/29 (21%) 0,235
FLT3-D835+ 1/17 (6%) 0/4 (0%) NA

5.2.7. Comparacion de las caracteristicas citogenéticas y moleculares, al diagndstico y en el

momento de aparicion de la LAM post-TPH.

Cuando se compararon las caracteristicas citogenéticas, en el momento del diagndstico y en el
momento de la LAM post-TPH, se observd que las LAM post-TPH presentaban de forma
estadisticamente significativa mas cariotipos de prondstico adverso (p=0,008) (Tabla 35). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la presencia o no de cariotipo
complejo (Tabla 36), ni en la presencia de cariotipo monosémico (Tabla 37). Sin embargo, las

LAM post-TPH tendieron a presentar mas cariotipos monosémicos.
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Tabla 35. Clasificacion del riesgo citogenético segun el MRC (LAM diagnéstico vs LAM post-

TPH) (p=0,008).

Clasificacion segun el MRC LAM post-TPH Total
Favorable Intermedio | Adverso
LAM diagnéstico | Favorable 2 0 0 2
Intermedio 0 26 7 33
Adverso 0 0 14 14
Total 2 26 21 49

Tabla 36. Cariotipo monosémico (LAM diagndstico vs LAM post-TPH) (p=0,063).

Cariotipo monosémico LAM post-TPH Total
Si No
LAM diagnéstico | Si 7 0 7
No 5 36 41
Total 12 36 48

Tabla 37. Cariotipo complejo (LAM diagnéstico vs LAM post-TPH) (p=0,219).

Cariotipo complejo LAM post-TPH Total
(>4 alteraciones) Si No
LAM diagnéstico | Si 8 1 9

No 5 34 39
Total 13 35 48

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en
funcién del tipo del nimero de alteraciones citogenéticas, de la alteracién citogenética

(equilibrada vs desequilibrada) (Tabla 38) ni en funcidn de la ploidia (hipodiploidia vs

pseudodiploidia vs hiperdiploidia) (Tabla 39).
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Tabla 38. Alteraciones citogenéticas (LAM diagndstico vs LAM post-TPH).

LAM post-TPH (n=58) LAM diagndstico que presentan P
LAM post-TPH (n=58)
Citogenética
N2 alteraciones citogenéticas, media (DE) 4,31 (4,11) 4,31 (5,05) 0,082
Tipo de alteracidn Equilibrada 22/137 (16%) 14/106 (13%) 0,535
citogenética Desequilibrada 115/137 (84%) 92/106 (87%)
Tabla 39. Ploidia (LAM diagndstico vs LAM post-TPH).
Ploidia LAM post-TPH Total
Hipodiplodidia Pseudodiploidia | Hiperdiploidia Tri/tetraploidia
LAM Hipodiploidia 5 1 0 0 6
diagnéstico Pseudodiploidia | 5 29 4 1 39
Hiperdiploidia 0 2 0 0 2
Tri/tetraploidia | 0 0 0 0 0
Total 10 32 4 1 47

5.3. Alteraciones cromosdémicas

Se detectaron un total de 340 alteraciones en 209 LAM (111 LAM de novo, 40 s-LAM/t-LAM y
58 LAM post-TPH). Los cromosomas afectados, por orden de frecuencia, fueron: 11q (24), 16q
(17), mar (17), 79 (14), 59 (14), 69 (12), 3q (10), 9q (10), 16p (10), 17q (10), 2p (8), -5 (8), +8 (8),
-18 (8),-12 (7),-13 (7), 13q(7), -7 (8), 3p (6), 6p (6), 8q (6), 9p (6), 12q (6), 15q (6), 20q (6), -21
(6), 1p (5), 4q (5), 11p (5), +21 (5), 21q (5), 1q (4), 7p (4), +11 (4), -17 (4), 19p (4), X (3), -Y (3),
10q (3), 14p (3), -15(3), +19 (3), -2 (2), 29 (2), 4p (2), -9 (2), 10p (2), 12p (2), +13 (2), -14 (2),
14q(2), +15(2), 17p (2), -19 (2), 199 (2), -20 (2) y -22 (2) (Figura 34 y 35) (Tabla 40).

Las alteraciones cromosdmicas en 2p, 3q, 69, +8, 11q, 16q y 17g fueron comunes a las LAM de
novo, a las s-LAM/t-LAM vy a las LAM post-TPH, mientras que las alteraciones en 3p, 4q, -5, 79,
11p, -12, 12q, -13, -17,-18, 20q, +21 y -21 se observaron exclusivamente en las s-LAM/t-LAM y
en las LAM post-TPH. En la tabla 41 se muestran los diferentes cromosomas afectados y sus
frecuencias (n2 de pacientes), en funcidn del subtipo de LAM (LAM de novo, s-LAM/t-LAM vy
LAM post-TPH).
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Figura 34. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en las 209 LAM.
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Figura 35. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en funcién del tipo de LAM: LAM de

novo, s-LAM/t-LAM y LAM post-TPH.
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Tabla 40. Tipo y frecuencia de las regiones cromosdmicas implicadas en las LAM de novo, s-

LAM/t-LAM y en las LAM post-TPH.

Alteracion

cromosémica

LAM de novo
(n=111), n (%)

LAM secundaria o
relacionada con el

tratamiento (n=40), n (%)

LAM post-TPH
(n=58), n (%)

Alteracion

cromosémica

LAM de novo
(n=113), n (%)

LAM secundaria o
relacionada con el

tratamiento (n=38), n (%)

LAM post-TPH
(n=58), n (%)

X 3(3) 0(0) 0(0) 11p 0(0) 2(5) 3(5)
+Y 0(0) 1(3) 0(0) 11q 7(6) 8(20) 9(16)
Y 1(1) 1(3) 1(2) 12 0(0) 3(8) 4(7)
+1 0(0) 0(0) 1(2) 12p 0(0) 0(0) 2(3)
1p 1(1) 1(3) 3(5) 12q 0(0) 3(8) 3(5)
1q 2(2) 0(0) 2(3) +13 1(1) 1(3) 0(0)
+2 1(1) 0(0) 0(0) 13 0(0) 4(10) 3(5)
-2 1(1) 1(3) 0(0) 13q 1(1) 4(10) 2(3)
2p 2(2) 2(5) 4(7) 14 0(0) 1(3) 1(2)
2q 1(1) 1(3) 0(0) 14p 0(0) 2(5) 1(2)
+3 0(0) 1(3) 0(0) 14q 1(1) 0(0) 1(2)
3 0(0) 0(0) 1(2) +15 0(0) 1(3) 1(2)
3p 0(0) 3(8) 3(5) -15 0(0) 2(5) 1(2)
3q 4(4) 3(8) 3(5) 15p 1(1) 0(0) 0(0)
+4 0(0) 1(3) 0(0) 15q 2(2) 1(3) 3(5)
4p 0(0) 1(3) 1(2) -16 0(0) 0(0) 1(2)
4q 0(0) 2(5) 3(5) 16p 7(6) 1(3) 2(3)
+5 0(0) 0(0) 1(2) 16q 7(6) 5(13) 5(9)
-5 0(0) 4(10) 4(7) +17 0(0) 0(0) 1(2)
5q 1(1) 7(18) 6(10) 17 0(0) 2(5) 2(3)
-6 0(0) 0(0) 1(2) 17p 0(0) 1(3) 1(1)
6p 2(2) 1(3) 3(5) 17q 3(3) 3(8) 4(7)
6q 2(2) 5(13) 5(9) +18 0(0) 1(3) 0(0)
-7 1(1) 5(13) 2(3) -18 0(0) 3(8) 5(9)
7p 1(1) 1(3) 2(3) 18q 0(0) 0(0) 1(2)
7q 0(0) 9(23) 5(9) +19 0(0) 2(5) 1(2)
+8 4(4) 2(5) 2(3) -19 0(0) 1(3) 1(2)
-8 0(0) 0(0) 1(2) 19p 2(2) 0(0) 2(3)
8q 5(5) 1(3) 0(0) 19q 0(0) 1(3) 1(2)
+9 0(0) 1(3) 0(0) +20 0(0) 0(0) 1(2)
-9 1(1) 0(0) 1(2) -20 0(0) 1(3) 1(2)
9 4(4) 2(5) 0(0) 20q 1(1) 3(8) 2(3)
9q 6 (5) 2(5) 2(3) +21 0(0) 3(8) 2(3)
10p 1(1) 0(0) 1(2) 21 0(0) 2(5) 4(7)
10q 1(1) 2(5) 0(0) 21q 5(5) 0(0) 0(0)
+11 1(1) 1(3) 2(3) 22 0(0) 1(3) 1(2)
11 0(0) 1(3) 0(0) +mar 1(1) 10 (25) 6(10)
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Tabla 41. Alteraciones cromosémicas observadas en las LAM de novo, sSLAM/t-LAM y en las LAM post-TPH.
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Tabla 41. Alteraciones cromosémicas observadas en las LAM de novo, sSLAM/t-LAM y en las LAM post-TPH.
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Tabla 41. Alteraciones cromosémicas observadas en las LAM de novo, sSLAM/t-LAM y en las LAM post-TPH.
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Tabla 41. Alteraciones cromosémicas observadas en las LAM de novo, sSLAM/t-LAM y en las LAM post-TPH.
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5.3.1. Alteraciones cromosdmicas en el momento del diagndstico de la LAM inicial (111 LAM de

novo y 40 s-LAM/t-LAM).

En el momento del diagndstico inicial de la LAM se hallaron implicados 211 cromosomas, en

un total de 191 alteraciones citogenéticas. Los cromosomas afectados, por orden de
frecuencia fueron: 11q (15), 16 q(12), mar (11), 7q (9), 99 (8), 16p (8), 59 (8), 3q (7), 69 (7), -7
(6), +8 (6), 8q (6), 9p (6), 17q (6), 13q (5), 21q (5), 2p (4), -5 (4), -13 (4), 20q (4), -X (3), 3p (3), 6p
(3),10q (3), -12 (3), 12q (3), 15q (3), -18 (3), +21(3), -Y (2), 1p (2), 1q (2), -2 (2), 29 (2), 49 (2),
7p (2), +11 (2), 11p (2), +13 (2), 14p (2), -15 (2), -17 (2), +19 (2), 19p (2), -21 (2), 4p (1), -9 (1),
10p (1), -14 (1), 149 (1), +15 (1), 17p (1), -19 (1), 199 (1), -20 (1), -22 (1) (Figura 36).

Figura 36. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en el momento del diagndstico de la

LAM inicial (111 LAM de novo y 40 s-LAM/t-LAM).
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5.3.2. Alteraciones cromosémicas en las LAM de novo.

Hubo 83 cromosomas implicados en un total de 55 alteraciones citogenéticas. Los cromosomas
afectados, por orden de frecuencia fueron: 11q (7), 16p (7), 169 (7), 99 (6), 8q (5), 21q (5), 3¢
(4), +8 (4), 9p (4), -X (3), 17q (3), 1q (2), 2p (2), 6p (2), 6q (2), 159 (2) y 19p (2), -Y (1), 1p (1), -2
(1), 29 (1), 5q (1), -7 (1), 7p (1), -9 (1), 10 p(1), 10 g (1), +11 (1), +13 (1), 139 (1), 14q (1), 20q
(1), mar (1) (Figura 37). Aproximadamente, una cuarta parte de los cromosomas afectados
fueron consecuencia de alteraciones citogenéticas recurrentes incluidas en el grupo de
prondstico favorable, de acuerdo con la estratificacién del riesgo citogenético segin el MRC:
inv(16)(p13g22) en 7 casos, t(8;21)(q22;922) en 5 casos y t(15;17)(922;921) en 2 casos. La
t(8;21) y la t(15;17) se observaron exclusivamente en las LAM de novo, mientras que la inv(16)
también se detectd en un caso de t-LAM. Las alteraciones en el cromosoma 11q fueron
secundarias en dos casos a una t(9;11) y en otro caso a una t(11;19), ambas incluidas en el
grupo de riesgo intermedio, mientras que en los otros 4 casos fueron consecuencia de otras
translocaciones que implicaron al cromosoma 11923, incluidas en el grupo de riesgo
citogenético adverso. En esta serie, la monosomia del cromosoma X y la afectacidon del

cromosoma 21q se observaron de forma exclusiva en este subgrupo de pacientes.

Figura 37. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en las LAM de novo.
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5.3.3. Alteraciones cromosdmicas en las s-LAM/t-LAM.

Hubo 128 cromosomas implicados en un total de 136 alteraciones citogenéticas. Los
cromosomas afectados, por orden de frecuencia, fueron: mar (10), 7q (9), 11q (8), 59 (7), 69
(5), -7 (5), 16q (5), -5 (4), -13 (4), 130 (4), 3p (3), 39 (3), -12 (3), 12q (3), 17q (3), -18 (3), 20q (3),
+21 (3), 2p (2), 49 (2), +8 (2), 9p (2), 99 (2), 109 (2), 11p (2), 14p (2), -15 (2), -17 (2), +19 (2), -21
(2),-Y (1),1p (1), -2 (1), 29 (1), 4p (1), 6P (1), 7P (1), 8q (1), +11 (1), +13 (1), -14 (1), +15 (1), 159
(1), 16p (1), 17p (1), -19 (1), 19q (1), -20 (1), -22 (1) (Figura 38). En esta serie, las alteraciones

en los cromosomas 9q y 10q se observaron de forma exclusiva en las s-LAM/t-LAM.

Figura 38. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en las s-LAM/t-LAM.
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5.3.4. Alteraciones cromosémicas en las LAM post-TPH.

Se detectaron 129 cromosomas implicados en un total de 137 alteraciones citogenéticas Los
cromosomas afectados, por orden de frecuencia, fueron: 11q (9), 5q (6), mar (6), 6q (5), 7q (5),
164 (5), -18 (5), 2p (4), -5 (4), -12 (4), 17q (4), -21 (4), 1p (3), 3p (3), 39 (3), 49 (3), 6p (3), 11p
(3), 129 (3), -13(3), 159 (3), 1q (2), -7 (2), 7p (2), +8 (2), 9q (2), +11 (2), 12p (2), 13q (2), 16p (2),
-17 (2), 19p (2), 20q (2), +21 (2), -Y (1), 4p (1), -9 (1), 10p (1), -14 (1), 14p (1), 149 (1), +15 (1), -
15 (1), 17p (1), +19 (1), -19 (1), 199 (1), -20 (1), -22 (1) (Figura 39). En esta serie, las

alteraciones en el cromosoma 12p se observaron de forma exclusiva en las LAM post-TPH.

Figura 39. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en las LAM post-TPH.

Los cromosomas afectados por orden de frecuencia en las LAM post auto-TPH fueron: 6q (3),
11q(3), 49 (2),-5(2), 59 (2), 79 (2), +8 (2), 99 (2), 12q (2), -13 (2), 16p (2), 16q (2), 17q (2), mar
(2),-Y (1), 1p (1), 1a (1), 2p (1), 3p (1), 4p (1), 6p (1), -7 (1), 10p (1), +11 (1), 11p (1), 12p (1), -15
(1), 159 (1), 199 (1), -20 (1) y +21 (1) (Figura 40).
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Los cromosomas afectados por orden de frecuencia en las LAM post alo-TPH fueron: 11q (6), -
18 (5), 5q (4), -12 (4), mar (4), 2p (3), 39 (3), 7q (3), 16q (3), -21 (3), 1p (2), 3p (2), -5 (2), 6p (2),
6q (2), 7p (2), 11p (2), 13q (2), 159 (2), -17 (2), 17q (2), 20q (2), 1q (1), 4q (1), -7 (1), -8 (1), -9
(1), +11 (1), 12 p (1), 12q (1), -13 (1), 14p (1), 14q (1), +15 (1), 17p (1), +19 (1), -19 (1), 19 p (1),
+21 (1) y-22 (1) (Figura 40).

Figura 40. Tipo y frecuencia de los cromosomas afectados en las LAM post auto-TPH y post alo-

TPH.
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5.4. Estudio de la delecién de TP53 detectada por FISH

Retrospectivamente, se ha realizado el estudio de la deleccion del gen TP53 en 20 pacientes de
los que se disponia muestra en el momento del diagndstico de la LAM inicial y de la LAM post-
TPH. En un caso se observé una delecion de TP53 y en otro una monosomia del cromosoma
17, tanto en el momento del diagndstico de la LAM inicial como en el de la LAM post-TPH.
Ambos casos presentaban un cariotipo complejo en los dos momentos del estudio, uno de
ellos con monosomia del cromosoma 17. En la tabla 42 se recoge la relacién de la delecién de
TP53 con el cariotipo complejo, el cariotipo monosdmico y con 5g- en el momento del
diagndstico y de la LAM post-TPH. En la tabla 43 se recoge el cariotipo y el resultado de la FISH

en ambos momentos

Tabla 42. Delecidn de TP53 en el momento del diagndstico y de la LAM post-TPH.

LAM diagndstico (n=20)

LAM post-TPH (n=20)

Cariotipo complejo

2/4 (50%)

2/6 (33%)(

Cariotipo monosomico

2/4 (50%)

2/5 (40%)

5q-

2/3 (67%)

2/3 (67%)
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Tabla 43. Delecidn de TP53 detectada por FISH

Subtipo LAM diagnéstico Cariotipo LAM diagndstico TP53 LAM diagndstico Cariotipo LAM post-TPH TP53 LAM post-TPH
2R/2G 1R/2G 1R/1G 2R/2G 1R/2G 1R/1G
LAM sin maduracion 46,XX[20] 192 8 0 46,XX[5]//46,XY[15] 199 1 0
LAM con maduracion 46,XY,1(10;11)(p13;921)[17]/46,XY[3] 194 6 0 46,XY,t(10;11)(p13;921)[13]/46,XY[12] 195 5 0
LAM con maduracion 46,XX[20] 191 9 0 85-91,XXXX,-3,-6x2,-8x2,-9,add(11)(p15)x2,-12x2,+15,+17, 195 5 0
add(17)(p13),-18,+20,-21,+marl,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,
+mar6[cpl3]
LAM con cambios 46,XY[30] 196 4 0 46,XY[20] 195 5 0
relacionados con displasia
LAM con maduracion 46,XY[20] 198 2 0 46,XY,add(16)(q24)[14]/46,XY[6] 194 6 0
LAM con cambios 46,XX,del(7)(q22q36)[18]/46,XX[2] 197 3 0 46,XX[20] 191 9 0
relacionados con displasia
LAM con cambios 46,XX[30] 197 3 0 47,XX,+11[2]/46,XX[18] 196 4 0
relacionados con displasia
LAM con cambios 42-44,XY,del(5)(q13),-12,-15,add(16)(q13),-18,-19[4], 194 6 0 44,XY,del(3)(q21929),del(5)(q13g31),-7,add(11)(q23),-12, 192 8 0
relacionados con displasia -21[4],+marl,+mar2[4][cp8] add(16)(q24),-18,+mar[cp9]/46,XY[11]
LAM monocitica/ 46,XX[30] 196 4 0 46,XX[20] 200 0 0
monoblastica
LAM NPM1 mutada 46,XX[30] 194 6 0 46,XX[16]//46,XY[4] 195 5 0
LAM con inv(16) 46,XY,inv(16)(p13922)[10]/46,XY[10] 193 7 0 46,XY,inv(16)(p13922)[8] 196 4 0
LAM NPM1 mutada 46,XX[30] 196 4 0 45,XX,-7[20] 198 2 0
LAM con cambios 44-46,X,-Y,t(4;17)(p16;921), ét(4;15)(p14;913), 28 72 0 44-46,X,-Y,t(4;17)(p16;921), ét(4;15)(p14;913),del(5)(q13933), 22 78 0
relacionados con displasia del(5)(q13g33),del(6)(g23),del(7)(q22932),del(12)(q13), del(6)(g23),del(7)(q22932),del(12)(q13),-13,-15,-
-13,-15,-20,+mar1,+mar2,+mar3[15]/46,XY[2] 20,+marl,+mar2,+mar3[20]
LAM minimamente 47,XY,+13[7]/46,XY[16] 192 8 0 46,XY[20] 195 5 0
diferenciada
LAM con cambios 45,XX,del(5)(913933),dup(11)(q13qg25),add(14)(p11), 35 0 65 45,XX,del(5)(q13933),dup(11)(q13925),add(14)(p11),-17, 17 0 83
relacionados con displasia -17[17]/46,XX[3] der(19)t(17;19)(g21;p13.3)[20]
LAM minimamente 46,XX[30] 195 5 0 46,XX[24] 197 3 0
diferenciada
LAM con cambios 45,XX,add(2)(p13),del(7)(q22932),-11,-18, 191 9 0 46,XX,add(2)(p13),del(7)(q22932),+11,-18,del(20)(q11), 194 6 0
relacionados con displasia del(20)(q11),+mar[18]/46,XX[2] +21[cp3]/46,XX[17]
LAM minimamente 46,XY,der(6)t(6;11)(q25;913)t(6;11)(q27;923), 197 3 0 46,XY,1(5;15)(q13;913),der(6)t(6;11)(q25;913)t(6;11)(q27;923), 198 2 0
diferenciada der(11)t(6;11)(q25;913)t(6;11)(q27;923)[20] der(11)t(6;11)(q25;913)t(6;11)(q27;923)add(11)(q13),del(14)(q11.2)[20]
LAM minimamente 46,XY[20] 198 2 0 46,XY,t(12;17)(p11;q11)[141/46,XY[5]//46,XX[1] 195 5 0
diferenciada
LAM con maduracion 46,XX,t(11;19)(q21;p13)[20] 195 5 0 46,XX[20] 194 6 0

2R/2G normal; 1R/2G deleccién TP53 ; 1R/1G monosomia 17.
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5.5. Supervivencia global

5.5.1. Supervivencia global de |la serie

En el momento del analisis 97 pacientes (64%) habian fallecido. La mediana de SG de la serie
global, desde el momento del TPH, fue de 1,47 afios (IC 95%, 0,43-2,51) con una probabilidad
de SG a los 5 afios del 37% (IC 95%, 29%-45%) y a los 10 afos del 29% (IC 95%, 20%-38%)
(Figura 41).

Figura 41. SG de la serie desde el TPH.
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la SG, en funcidn del tipo de
leucemia al diagndstico (p=0,001) con una SG mediana de 3,033 afios (IC 95%, 0,592-5,474) y
de 0,699 afios (IC 95%, 0,496-0,901) para las LAM de novo y para las s-LAM/t-LAM,
respectivamente, y una probabilidad de SG a los 5 afios del 41% (IC 95%, 31%-51%) y del 24%
(IC 95%, 10%-38%), respectivamente (Figura 42).
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Figura 42. SG de las LAM de novo y de las s-LAM/t-LAM.
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También se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcién de la presencia o
no de cariotipo complejo (p=0,011) en el momento del diagndstico, con una SG mediana de
0,742 afios (IC 95%, 0,401-1,084) y una probabilidad de SG a los 5 afos del 11% (IC 95%, 0%-
29%) para los pacientes que presentaron cariotipo complejo, y una SG mediana de 2,326 afios
(IC95%, 0,114-4,538) y una SG a los 5 afios del 40% (IC 95%, 31%-49%) para los pacientes que
no lo presentaron (Figura 43).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcidn de la estratificacion del
riesgo citogenético segun el MRC, con una SG mediana de 2,403 afios (IC 95%, 0,209-4,597) y
0,885 afios (IC 95%, 0,628-1,142) para los pacientes de los grupos intermedio y adverso,
respectivamente, y con una probabilidad de SG a los 5 afios para los grupos de riesgo
favorable, intermedio y adverso del 53% (IC 95%, 27%-79%), 39% (IC 95%, 29%-49%) y del 29%
(IC 95%, 13%-45%), respectivamente (Figura 44).
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Figura 43. SG en funcién de la presencia de cariotipo complejo al diagndstico.
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Figura 44. SG en funcion de la estratificacion del riesgo citogenético segun el MRC.
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Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcidn de la presencia o
no de cariotipo monosdmico al diagndstico, con una SG mediana de 0,74 afios (IC 95%, 0,232-

1,253) para los pacientes que presentaban cariotipo monosémico y de 1,663 afios (IC 95%,
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0,174-3,152) para los que no lo presentaban, y una probabilidad de SG a los 5 afios del 31% (IC
95%, 10%-52%) y del 38% (IC 95%, 29%-47%), respectivamente (Figura 45).

Figura 45. SG en funcidn de la presencia o no de cariotipo monosémico en el momento del

diagndstico.
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5.5.2. Supervivencia global de las LAM post-TPH.

En el momento del andlisis 53 pacientes habian fallecido (91%). La SG mediana de los
pacientes con una LAM post-TPH, desde el momento de su apariciéon, fue de 0,263 afos (IC
95%, 0,166-0,360) con una probabilidad de SG a los 5 afos del 15% (IC 95%, 5%-25%) (Figura
46).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcién de la estratificacion del
riesgo citogenético segin el MRC, con una SG mediana de 0,447 afos (IC 95%, 0,035-0,859) y
de 0,225 afios (IC 95%, 0,055-0,394) para los grupos prondsticos intermedio y adverso,
respectivamente, y una probabilidad de SG al afio del 30% (IC 95%, 12%-48%) y del 6% (IC 95%,
0%-17%), respectivamente (p=0,006) (Figura 47).
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Figura 46. SG de las LAM post-TPH.
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Figura 47. SG de las LAM post-TPH en funcién de la estratificacién del riesgo citogenético

segln el MRC (intermedio vs adverso).
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También se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcién de la presencia o
no de cariotipo complejo, en el momento de la aparicion de la LAM post-TPH, con una SG
mediana de 0,142 afios (IC 95%, 0,040-0,245) y de 0,362 afios (IC 95%, 0,186-0,538),
respectivamente, y una probabilidad de SG a los 6 meses del 8% (IC 95%, 0%-24%) para los
pacientes que presentaron cariotipo complejo y del 43% (IC 95%, 26%-60%) para los que no lo

presentaron (p=0,002) (Figura 48).
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Figura 48. SG de las LAM post-TPH en funcidn de la presencia de cariotipo complejo.
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas en funcidn de la presencia o no de
cariotipo monosdémico, en el momento del diagndstico de la LAM post-TPH, con una SG
mediana de 0,173 afios (IC 95%, 0-0,353) y una SG a los 5 afios del 9% (IC 95%, 0%-26%) para
los pacientes con cariotipo monosémico y una SG mediana de 0,353 afios (IC 95%, 0,275-0,432)
y una SG a los 5 afos del 22% (IC 95%, 7%-37%) para los pacientes que no presentaron

cariotipo monosdmico (p=0,099).

5.6. Incidencia de LAM post-TPH y mortalidad no debida a recaida.

La incidencia de LAM post-TPH de esta serie a los 5 afios fue del 36% (IC 95%, 28%-44%) y la
mortalidad no debida a recaida a los 5 afios del 29% (IC 95%, 22%-36%). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la incidencia de LAM post-TPH en funciéon de la
presencia o no de cariotipo complejo, en el momento del diagndstico de la LAM inicial, con una
incidencia de LAM post-TPH a los 5 afios del 64% (IC 95%, 37%-95%) para los pacientes que
presentaron cariotipo complejo y del 34% (IC 95%, 26%-42%) para los pacientes restantes
(p=0,004) (Figura 49).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la incidencia de LAM post-TPH
en funcién del tipo de leucemia al diagndstico, con una incidencia de LAM post-TPH a los 5

afios del 34% (IC 95%, 25%-43%) para las LAM de novo y del 42% (IC 95%, 26%-58%) para las s-
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LAM/t-LAM (p=0,417); de la estratificacion del riesgo citogenético segin el MRC, con una
incidencia de LAM post-TPH del 33% (IC 95%, 8%-58%), del 35% (IC 95%, 25%-45%) y del 42%
(IC 95%, 24%-60%) para los pacientes de riesgo citogenético favorable, intermedio y adverso,
respectivamente (p=0,536); ni de la presencia de cariotipo monosémico al diagndstico, con
una incidencia de LAM post-TPH del 37% (IC 95%, 14%-60%) para los pacientes con cariotipo
monosomico y del 37% (IC 95%, 28%-76%) para los que no presentaron cariotipo monosémico
(p=0,776).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la mortalidad no debida a
recaida para ninguna de las variables analizadas, pero las LAM secundarias tendieron a
presentar una mortalidad no debida a recaida a los 5 afios superior a las LAM de novo, 39% vs

25% (IC 95%, 23%-55% vs 17%-33%) (p=0,051).

Figura 49. Incidencia de LAM post-TPH en funcidn de la presencia o no de cariotipo complejo

en el momento del diagnéstico.
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6. DISCUSION
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Las LAM que acontecen tras un TPH efectuado a pacientes con LAM siempre han sido
consideradas recaidas de la LAM inicial. Sin embargo, estos pacientes han recibido
tratamientos con regimenes que incluyen antraciclinas (inhibidores de la topoisomerasa Il) y
citarabina y, posteriormente, se han consolidado con un TPH, previo acondicionamiento con
agentes alquilantes (ciclofosfamida, melfalan, busulfan, tiotepa), antimetabolitos (fludarabina)
combinados o no con ICT. Dado que la quimioterapia previa recibida, principalmente la dosis
total acumulada de agentes alquilantes, se considera el factor de riesgo mds importante para
desarrollar una t-NM, alguna de estas LAM post-TPH podrian tratarse en realidad de una t-
LAM.

En la presente Tesis Doctoral, con el objetivo de analizar las caracteristicas genéticas de las
LAM post-TPH, se han estudiado los datos citogenéticos y moleculares, en el momento del
diagndstico, de 151 pacientes trasplantados por una LAM y se han comparado con las
caracteristicas citogenéticas y moleculares de las LAM post-TPH que presentaron 58 pacientes
de la serie. Al mismo tiempo se han analizado en estos pacientes las variables descritas en la

bibliografia que pueden tener una posible influencia en el desarrollo de una LAM post-TPH.

6.1. Caracteristicas citogenéticas y moleculares

6.1.1. Caracteristicas morfoldgicas y citogenéticas en el momento del diagndstico.

En el presente estudio se han analizado las caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas y
moleculares de 151 pacientes trasplantados por una LAM entre los afios 2000 y 2014. Las
caracteristicas observadas en esta serie, en el momento del diagndstico, no difieren de las
descritas previamente por otros grupos. El 73% de los pacientes presentaron una LAM de
novo, el 23% una s-LAM vy el 4% una t-LAM, similar a la distribucién observada en otros
estudios (Kayser et al, 2011; Granfeldt Ostgard et al 2015). De acuerdo con la estratificacion
del riesgo citogenético segin el MRC (Grimwade et al, 2010), el 10% de las LAM presentaron
un cariotipo de pronéstico favorable, el 69% un cariotipo de pronéstico intermedio y el 21% un
cariotipo de prondstico adverso. Esta distribucidn es similar a la observada en la serie de
Granfeldt Ostgard et al (J Clin Oncol 2015). En dicho estudio, que incluye 2249 pacientes
diagnosticados de LAM de novo (74%), 603 de s-LAM (20%) y 203 de t-LAM (6%), el 6% de los
pacientes presentaron un cariotipo de prondstico favorable, el 73% un cariotipo de prondstico
intermedio y el 21% restante un cariotipo de pronédstico adverso.

En el presente trabajo, en el 13% de todas las LAM y en el 28% de las que presentaron un
cariotipo alterado, se observd un cariotipo monosdmico, la misma incidencia observada por

Medeiros et al (Blood 2010), en una serie de 1344 pacientes diagnosticados de LAM y tratados
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con protocolos del SWOG y por Kayser et al (Blood 2012) en un grupo de 1058 LAM con
cariotipo alterado (excluidas las LAM con inv(16), con t(15;17) o con pérdidas aisladas de
cromosomas sexuales) y tratados entre los afios 1993 y 2008 con protocolos del German-
Austrian AML Study Group.

El porcentaje de cariotipos complejos de la presente serie (>4 alteraciones citogenéticas no
relacionadas), es también similar al 9% observado por Grimwade et al (Blood 2010) en una
serie de 5876 pacientes, que incluyé 435 pacientes con s-LAM, tratados con diferentes
protocolos del MRC entre los afios 1988 y 2009, pero superior al 4,3% observado por Lo Coco
et al (Haematologica 2008) en una serie de 397 pacientes tratados de forma uniforme con el
protocolo LAM99P del grupo italiano GIMEMA, si bien en este ultimo trabajo no se especifica
el nimero de alteraciones que definen el cariotipo complejo (=2 3, 24 6 > 5 alteraciones no
relacionadas).

En el presente estudio, al igual que lo observado en el trabajo de Mauritzson et al (Leukemia
2002), aproximadamente el 25% de las anomalias cromosémicas observadas en las LAM de
novo son alteraciones equilibradas e incluidas en el grupo de prondstico favorable,
inv(16)(p13g22), t(8;21)(922;922) y t(15;17)(q22;g921). La incidencia descrita en la bibliografia
de LAM con afectacidn del complejo CBF es de un 12-17%, segun los diferentes grupos (Slovak
et al, 2000; Byrd et al, 2002; Grimwade et al 2010), igual al 12% observado en el presente
trabajo. La incidencia de t(15;17)(q22;921) se ha detectado en estudios previos en el 4%-13%
de las LAM de novo (Slovak et al, 2000; Grimwade et al 2010) y la trisomia del cromosoma 8 en
aproximadamente un 10% (Slovak et al, 2000; Byrd et al, 2002; Grimwade et al 2010),
incidencias algo superiores a las observadas en esta serie (2% y 4%, respectivamente). Ademas,
se ha descrito en la bibliografia que la trisomia 8 en las LAM de novo, a diferencia de lo que se
observa en las t-LAM, generalmente se presenta como alteracion Unica (Kayser et al, 2011). Sin
embargo, en las LAM de novo del presente estudio, la trisomia 8 se presentd como alteracion
Unica en un solo caso. También la incidencia de t(11923) de la presente serie (7%) ha sido algo
superior al 3% observado en otros estudios (Mauritzson et al, 2002; Kayser et al, 2011). Estas
diferencias probablemente se deben a que este trabajo sélo se incluyeron las LAM que

recibieron un TPH.

6.1.2. Caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH.

El 38% de los pacientes de la serie (n=58) desarrollaron una LAM post-TPH. En el presente
trabajo, el 72% de las LAM post-TPH presentaron un cariotipo alterado (en el 37% de los casos
se observaron las mismas alteraciones presentes en la LAM inicial, asociadas o no a otras

alteraciones cromosdémicas adicionales y en el 35% restante se traté de una alteracidn
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cromosomica de novo) y el 28% un cariotipo normal. La incidencia de cariotipos alterados
descrita en la bibliografia en las t-LAM oscila entre un 64% y un 92% segun los diferentes
estudios (Smith et al, 2003; Kayser et al, 2011; Itzhar et al, 2011; Granfeldt Ostgard et al,
2015), similar a la observada en este trabajo. De acuerdo con la estratificacién del riesgo
citogenético segun el MRC, el 5%-15% de las t-LAM descritas en otras series presentan un
cariotipo de pronéstico favorable, el 46%-56% un cariotipo de pronéstico intermedio y el 39%
un cariotipo de prondstico adverso (Kayser et al, 2011; Granfeldt Ostgard et al, 2015),
distribucion muy parecida a la observada en las LAM post-TPH de la presente tesis (cariotipo
de prondstico favorable en el 4%, de prondstico intermedio en el 53% y de prondstico adverso
en el 43%). El porcentaje de cariotipos complejos observados en este trabajo (27%) ha sido
inferior al 40% observado por Mauritzson et al (Leukemia 2002). Esta diferencia puede deberse
al hecho de que en el citado estudio el cariotipo complejo se definié como la presencia de >3
alteraciones citogenéticas no relacionadas y en el presente trabajo como la presencia de
>4 .alteraciones. Por otra parte, la incidencia de cariotipo monosdmico observada en esta serie
estd en concordancia con el 25% descrito en las t-LAM (Kayser et al, 2011).

En este estudio, las LAM post-TPH presentaron, de forma estadisticamente significativa,
respecto las LAM de novo, mas cariotipos alterados, asi como una mayor frecuencia de
cariotipos de riesgo citogenético adverso, cariotipos monosémicos, cariotipos complejos,
alteraciones estructurales desequilibradas y cariotipos hipodiploides. Estos resultados son
coherentes con lo observado previamente por Mauritzson et al (Leukemia 2002) en un analisis
en el que estudiaron las caracteristicas clinicas y citogenéticas de un serie de 761 pacientes
diagnosticados de t-LAM (n=47), t-SMD, LAM de novo (n=325) y SMD entre los afios 1976-1993
y de 5098 casos reportados previamente en la bibliografia entre los afios 1974-2001 (534 t-
LAM y 3324 LAM de novo). En dicho estudio las t-LAM presentaron mas cariotipos alterados
(68% vs 50%, p<0,05), mayor numero de anomalias cromosémicas (2 3 anomalias
cromosomicas) (40% vs 23%, p<0,001) y cariotipos hipodiploides (39% vs 22%, p<0,001) que las
LAM de novo.

Si consideramos exclusivamente las LAM post-TPH con cariotipo normal y con alteraciones
citogenéticas de novo, el nimero de pacientes con alteraciones citogenéticas relacionadas con
la exposicion previa a inhibidores de la topoisomerasa Il 0 a agentes alquilantes es escaso. Este
hecho contrasta con las alteraciones citogenéticas observadas en 5 de las 6 t-LAM incluidas en
esta misma serie: una inv(16)(p13922) y una t(9;11)(p22;923) en 1 caso, y una 79-/-7 en 3
pacientes. Este bajo porcentaje de alteraciones citogenéticas relacionadas con agentes
citotoxicos, también difiere de lo observado en otros estudios en las t-LAM. Asi, Granfeldt

Ostgard et al (J Clin Oncol 2015) detectaron alteraciones cromosdmicas relacionadas con
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inhibidores de la topoisomerasa Il y con agentes alquilantes en el 57% de las t-LAM con
cariotipo alterado, porcentaje superior al 35% observado en la presente serie. En las series
reportadas por Mauritzson et al (Leukemia 2002), Smith et al (Blood 2003) y Kayser et al (Blood
2011) la incidencia de -5/5q-/-7/79- oscila entre el 35% y el 70% de las t-LAM, muy superior al
16% observado en el presente estudio. Asi mismo, la incidencia de alteraciones cromosdémicas
relacionadas con la exposicion previa a inhibidores de la topoisomerasa Il, t(v;11g23),
t(v;21922), t(15;17) e inv(16) observada en los estudios referidos es del 10-30%, también
superior al 3% observado en este trabajo. El porcentaje de cariotipos complejos observados en
este subgrupo de pacientes (16%), también ha sido inferior al 25% observado en t-LAM en
otros estudios (Kayser et al, 2011; Granfeldt Ostgard et al, 2015). En el trabajo de Kayser et al
(Blood 2011) la incidencia observada de cariotipo monosémico fue del 24%, mientras que en el
presente estudio fue del 13%. La trisomia del cromosoma 8 se ha observado en el 10-17% de
las t-LAM (Mauritzson et al, 2002; Granfeldt Ostgard et al, 2015), la misma incidencia
observada en este estudio (16%). En la serie de Granfeldt Ostgard et al (J Clin Oncol 2015), a
diferencia de lo descrito en la bibliografia, la trisomia del cromosoma 8 se asocidé a un cariotipo
complejo en sdélo el 30% de los casos, mientras que en los trabajos de Mauritzson et al
(Leukemia 2002) y Kayser et al (Blood 2011) la trisomia del cromosoma 8 se presenté como
alteracion Unica en el 18% y 2%, respectivamente. En la presente serie, un caso presentd la
trisomia del cromosoma 8 como alteracion Unica y el otro en el contexto de un cariotipo
complejo. En este trabajo, se observd una monosomia del cromosoma 12 en el 10% de los
pacientes (n=3). Esta alteracion no ha sido reportada en otros estudios, por lo que su
incidencia en las t-LAM debe de ser muy baja (Mauritzson et al, 2002; Smith et al, 2003; Kayser
et al, 20011; Granfeldt Ostgard et al, 2015). La monosomia del cromosoma 21 se ha observado
al igual que en la serie de Mauritzson et al (Leukemia 2002) en un 6% de los pacientes. Las
demas alteraciones cromosdmicas detectadas en este subgrupo de LAM post-TPH, sélo se
observaron en un paciente, generalmente en el contexto de un cariotipo complejo.

Por otro lado, las caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH de los pacientes incluidos
en el presente estudio, fueron muy similares a las que se observaron, en esta misma serie, en
los pacientes con s-LAM/t-LAM en el momento del diagndstico. Asi, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de cariotipos alterados, de
cariotipos monosdémicos, de cariotipos complejos, de cariotipos pseudodiploides, en el nimero
de alteraciones citogenéticas, y tampoco en la estratificacion del riesgo citogenético segun el
MRC. Ademads, en el subgrupo de LAM post-TPH con cariotipo normal y alteraciones
citogenéticas de novo se observaron alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD en el

39% de los casos y en el 71% de las LAM post-TPH con un cariotipo alterado, un porcentaje
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superior al 53% observado en las t-LAM con cariotipo alterado de la serie de Granfeldt Ostgard
et al (J Clin Oncol 2015).

La baja incidencia de alteraciones cromosémicas relacionadas con la exposicion previa a
inhibidores de la topoisomerasa Il o a agentes alquilantes, el alto porcentaje de cariotipos
normales y con alteraciones relacionadas con SMD, asi como el hecho de que el 37% de las
LAM post-TPH presentaron las mismas alteraciones cromosdémicas observadas en el momento
del diagndstico, asociadas o no a otras alteraciones citogenéticas adicionales, apoyarian el
hecho de que el cariotipo inicial tiene mas influencia en la aparicion de una LAM post-TPH que

la terapia previa recibida.

6.1.3. Estado mutacional del gen de la NPM1 y FLT3 al diagndstico y en el momento de la LAM

post-TPH.
En esta serie, la incidencia de LAM con NPM1 mutada y con FLT3-ITD fue del 30% y del 29%,

repectivamente, similar a la descrita en la bibliografia (Frohling 2002; Thiede 2002; Fernandez-
Mercado et al, 2012). La incidencia de LAM con FLT3-D835 fue del 15%, algo superior al 7%
descrito por otros autores (Lo Coco et al, 2008). Tal y como se ha observado en estudios
previos como el de Fernandez-Mercado et al (PLoS One 2012) la incidencia de NPM1 mutada
fue superior en las LAM de novo que en las s-LAM/t-LAM (42% vs 0%, p=0,001) y lo mismo se
observé con FLT3-ITD (37% vs 10%, p=0,008). En este estudio, el estado mutacional del gen de
la NPM1, FLT3-ITD y FLT3-D835 al diagndstico, no tuvieron impacto en el desarrollo posterior
de una LAM post-TPH. Sin embargo, este hecho podria ser consecuencia del escaso niumero de
pacientes en los que se evaluaron estas mutaciones (38%, 64% y 36%, respectivamente).

En el momento del diagnéstico de la LAM post-TPH, se estudié el estado mutacional del gen de
la NPM1 en 11 casos (22%) y la FLT3-ITD en 29 (59%). La incidencia de NPM1 mutada en las
LAM post-TPH fue del 18%, similar al 14-16% descrito por otros autores en t-LAM (Andersen et
al, 2008; Kayser et al 2011; Lindsley et al, 2015).

La incidencia de FLT3-ITD en las LAM post-TPH fue del 21%, superior al 12-16% observado en
las t-LAM (Kayser et al, 2011; Lindsley et al, 2015). Tres de estos pacientes presentaron una
FLT3-ITD en el momento del diagndstico, 2 pacientes presentaron un FLT3wt y en un caso el
estudio mutacional de FLT3 al diagndstico, no se realizd. Esta incidencia es algo superior a la
observada en otras series y parecida a la descrita en las LAM de novo y podria deberse a que el
50% de los casos que presentaron FLT3-ITD en el momento de la LAM post-TPH, tenian un
cariotipo normal. Se ha descrito que las t-LAM con cariotipo normal presentan una incidencia

de NPM1 mutaday FLT3-ITD similar a las LAM de novo (Pedersen-Bjergaard et al, 2008)
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6.2. Factores implicados en la etiopatogenia de las LAM post-TPH.

En este estudio, los pacientes que desarrollaron una LAM post-TPH recibieron con mas
frecuencia un auto-TPH y presentaron, en el momento del diagndstico, mds s-LAM, mas
cariotipos complejos, un mayor nimero de alteraciones citogenéticas y mas alteraciones
desequilibradas.

Segun diferentes estudios, el riesgo acumulado de t-SMD y t-LAM varia mucho, desde un 1.1%
a los 20 meses (Taylor et al, 1997) hasta un 24.3% a los 43 meses del TPH (Pedersen-Bjergaard
et al, 1997). En esta serie, la incidencia acumulada de LAM post-TPH fue del 36% a los 5 afios
(IC 95%, 28%-44%), muy parecida a la incidencia de recaida post-TPH descrita en la bibliografia,
en pacientes trasplantados por una LAM (30-40%) (Frassoni et al, 1998; Schmid et al, 2012).
Por otro lado, el tiempo transcurrido desde el TPH hasta el diagndstico de la LAM post-TPH fue
de 0,59 aiios [extremos 0,05-7,48], muy inferior a los 12-24 meses descritos en pacientes que
presentan una t-LAM/t-SMD después de un TPH (Bathia, 2013), pero similar a los 4-7 meses
observados en pacientes con LAM recaidos después de un alo-TPH (Devillier et al, 2013;

Bejanyan et al, 2015).

6.2.1. s-LAM y LAM post-TPH.

En esta serie los pacientes con s-LAM presentaron una mayor incidencia de LAM post-TPH que
los pacientes con LAM de novo (37% vs 58%). Este hecho contrasta con el trabajo realizado por
Michellis et al (Bone Marrow Transplant, 2015) en una serie de 264 pacientes diagnosticados
de LAM de novo (n=180) y s-LAM (n=84) que recibieron un alo-TPH en primera RC, en el que no
se observaron diferencias en la supervivencia libre de leucemia ni en la incidencia acumulada
de recaida entre ambos grupos de pacientes.

Diferentes autores han observado que las s-LAM presentan una mayor inestabilidad
citogenética con mds cariotipos complejos y alteraciones desequilibradas, respecto las LAM de
novo. Entre ellos, Milosevic et al (Am J Hematol 2012) a partir de las muestras de ADN de 86 s-
LAM y 117 LAM de novo observaron diferencias significativas tanto en el porcentaje de
cariotipos normales (17,4% vs 37,7%, p<0,0017) como de cariotipos complejos (44,2 % vs
11,4%, p<0,0001). En esta serie, las s-LAM/t-LAM también presentaron, respecto las LAM de
novo, mas cariotipos alterados, cariotipos de prondstico adverso en funcion de la clasificacidon
del riesgo citogenético segin el MRC, cariotipos monosdmicos, cariotipos complejos,
alteraciones citogenéticas desequilibradas y cariotipos hipodiploides. Probablemente debido a
este prondstico citogenético adverso, los pacientes diaghosticados de s-LAM del presente

estudio recibieron, respecto los pacientes diagnosticados de LAM de novo, un mayor nimero
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de alo-TPH, acondicionados preferentemente con regimenes que incluian agentes alquilantes
asociados o no a antimetabolitos y timoglobulina.

Ademas, los cariotipos de las LAM post-TPH por una s-LAM/t-LAM, presentaron de forma
estadisticamente significativa, respecto el cariotipo de las LAM post-TPH por una LAM de novo,
un mayor porcentaje de casos con las alteraciones citogenéticas observadas en la LAM inicial,
acompafiadas o no de otras alteraciones (61% vs 9%), y menos alteraciones cromosémicas de
novo (23% vs 43%). Todo ello, junto con el hecho de que, en la presente serie, las LAM post-
TPH se presentaron con mas frecuencia en los pacientes que recibieron un auto-TPH y que el
régimen de acondicionamiento (agentes alquilantes vs agentes alquilantes e ICT) no se ha
relacionado con la presencia de una LAM post-TPH, parece apuntar que en el caso de las s-
LAM, la complejidad citogenética en el momento del diagndstico puede ser el principal factor

implicado en el desarrollo de una LAM post-TPH.

6.2.2. auto-TPH y LAM post-TPH.

Tal y como se ha observado previamente en otros estudios, en el presente trabajo, la
incidencia de LAM post-TPH ha sido superior en los pacientes que han recibido un auto-TPH
(Akhtari et al, 2013). Se ha sugerido que este hecho puede deberse a la reinfusion de las CPH
con el ADN dafiado que, junto al estrés proliferativo que tiene lugar durante la regeneracién
hematopoyética, da lugar a un mayor acortamiento telomérico y una inestabilidad
cromosomica que favorecera la adquisicion de nuevas alteraciones citogenéticas y la aparicidn
de una t-NM (Shay et al, 1998; Akhtari et al, 2013; Bathia, 2013). Por otro lado, también es un
hecho reconocido que las recaidas de las LAM tras un TPH son mas frecuentes en los pacientes
que reciben un auto-TPH, probablemente debido a la reinfusién de CPH con EMR positiva.
Consecuentemente, seria esperable que las LAM post auto-TPH presentaran un mayor numero
de alteraciones cromosdmicas, preferentemente relacionadas con la exposicion previa a
agentes citotdxicos y/o relacionadas con la anomalia cromosémica inicial, y una mayor
complejidad citogenética respecto las LAM post alo-TPH. Sin embargo, en esta serie las LAM
después de un auto-TPH presentaron, respecto las LAM post alo-TPH, un menor nimero de
alteraciones, cariotipos complejos, cariotipos monosémicos, alteraciones desequilibradas y
cariotipos de riesgo citogenético adverso segun el MRC. Ademas, las LAM post auto-TPH
tampoco presentaron mas cariotipos alterados, alteraciones citogenéticas de novo ni
alteraciones cromosdmicas relacionadas con las observadas en la LAM inicial, respecto las LAM
post alo-TPH. Si consideramos exclusivamente las LAM post-TPH con cariotipo normal y

alteraciones citogenéticas de novo, tampoco se observaron diferencias en la incidencia de
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alteraciones cromosémicas relacionadas con la exposicidon previa a agentes citotdxicos entre
ambos grupos (15% de las LAM post auto-TPH vs 18% de las LAM post alo-TPH).

Esta aparente discrepancia, puede explicarse por el mayor nimero de alo-TPH realizados en las
s-LAM/t-LAM, respecto a las LAM de novo y por la mayor complejidad citogenética que
presentan las s-LAM/t-LAM respecto las LAM de novo en el momento del diagnéstico. Estos
hechos también apoyarian la hipdtesis de que en las LAM post-TPH, mas que el tratamiento
previo recibido y el dafio acumulado en el ADN de las CPH, el factor predictivo mds importante
es la complejidad citogenética en el momento del diagndstico. Otra posible causa, que puede
contribuir a explicar esta discrepancia, puede ser el escaso nimero de auto-TPH realizados en

esta serie (37%).

6.2.3. Otros factores descritos en la bibliografia implicados en el desarrollo de una LAM post-

TPH.

A diferencia de André et al (Blood 1998) y Milligan et al (Br J Haematol 1999) que identificaron
la edad superior a 40 afios como un factor de riesgo independiente para desarrollar una t-NM
después de un TPH, en el presente trabajo la edad no ha tenido influencia en el desarrollo de
una LAM post-TPH. También se ha referido que el nimero de recaidas, reflejo del nimero de
ciclos de quimioterapia administrados previamente al TPH, se asocia a un mayor riesgo de t-
NM (Akhtari et al, 2013). Sin embargo, en este estudio el nimero de ciclos administrados
durante los tratamientos de induccion y consolidacion no se ha relacionado con un mayor
riesgo de LAM post-TPH. A pesar de que en esta serie el uso de ICT en el régimen de
acondicionamiento no ha tenido influencia en el desarrollo de una LAM post-TPH, la ICT
también se ha considerado por diferentes autores como un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de una t-NM (Stone et al, 1994; Friedberg et al, 1999; Milligan et al, 1999).
Algunos autores como Kanda et al (Leukemia 2004) han observado que la incidencia de recaida
de una LAM post-TPH es menor en aquellos pacientes que presentan una EICH aguda o
crénica. Sin embargo, en el presente estudio la EICH no ha tenido influencia en el desarrollo de
una LAM post-TPH.

El uso de CPH procedentes de sangre periférica, especialmente en los pacientes movilizados
con etopdsido también se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollar una t-NM
(Krishnan et al, 2000; Beauchamp-Nicoud et al, 2003). En la presente serie, el 86% de los TPH
se realizaron a partir de CPH procedentes de sangre periférica y la incidencia de LAM post-TPH
no difirid de la incidencia de t-LAM ni de la recaida post-TPH reportada en otros trabajos

(Pedersen-Bjergaard et al, 1997; Schmid et al, 2012).
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6.3. Delecién de TP53 por FISH

En este trabajo, se estudié la delecion de TP53 en 20 pacientes, tanto en el momento del
diagndstico de la LAM inicial como en el momento del diagndstico de la LAM post-TPH. La
delecién de TP53 tan solo se detectd en dos casos, en ambos momentos del estudio. Tal como
se describe en la bibliografia, ambos casos presentaban, en ambos momentos del analisis, un
cariotipo complejo, monosdmico y con delecion del cromosoma 5 (Tavor et al, 2011; Sebaa et
al 2012).

La incidencia de delecién de TP53 observada en el presente estudio ha sido del 10%, tanto en
las LAM al diagnéstico como en las LAM post-TPH. Esta incidencia es superior al 5% observado
por Seifert et al (Leukemia 2009) en un estudio multicéntrico que incluye 2272 pacientes
diagnosticados de LAM e inferior al 20-50% reportado en la bibliografia en las t-NM
(Chistiansen et al, 2001). A diferencia de otros estudios en los que se observa la delecién de
TP53 en el 75% de las LAM con cariotipo complejo y en el 54% de las LAM con cariotipo
monosémico (Tavor S et al, 2011; Gaillard et al, 2012), en el presente estudio la incidencia de
deleciéon de TP53 en estos subgrupos de pacientes ha sido inferior. Sin embargo, esta

discrepancia posiblemente se debe al escaso nimero de pacientes analizados.

6.4 Limitaciones del estudio

Una de las principales limitaciones del presente trabajo ha sido el tamano de la serie, que ha
comportado que el analisis de subgrupos pierda potencia estadistica. Por otro lado, el estudio
mutacional de NPM1 y FLT3, asi como la delecion de TP53 por FISH, sélo se ha realizado en un
numero reducido de pacientes, especialmente en el momento de aparicion de la LAM post-

TPH, por no disponer de muestras bioldgicas.

En definitiva, los resultados del presente estudio indican la importancia de caracterizar las LAM
post-TPH con la misma exhaustividad que se hace en las LAM de novo, para poder identificar
nuevas alteraciones cromosémicas y moleculares que permitan conocer mejor la
etiopatogenia de estas LAM, con el objetivo de desarrollar futuros tratamientos mas

especificos que ayuden a mejor el prondstico de estos pacientes.
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7. CONCLUSIONES
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1. Caracterizar las alteraciones citogenéticas de las LAM post-TPH y compararlas con las

caracteristicas citogenéticas de las LAM antes del TPH.

Las LAM post-TPH del presente estudio, han presentado respecto las LAM previas al
TPH maés cariotipos alterados, cariotipos de prondstico adverso segun el MRC,

cariotipos complejos, monosémicos e hipodiploides.

En las LAM post-TPH, las alteraciones cromosdmicas relacionadas con la exposicion
previa a inhibidores de la topoisomerasa Il y a agentes alquilantes han sido poco
frecuentes. Ello sugiere que el tratamiento previo al TPH, no parece tener una

influencia fundamental en su etiopatogenia.

Las caracteristicas citogenéticas de las LAM post-TPH del presente estudio, son
superponibles a las observadas en las s-LAM antes del TPH. En el 71% de los cariotipos
con alteraciones citogenéticas de novo se han observado alteraciones relacionadas con

SMD frente al 39% de alteraciones relacionadas con agentes citotdxicos.

Las LAM post alo-TPH han presentado mas alteraciones citogenéticas y de mayor
complejidad que las LAM post auto-TPH. Ello sugiere que en el desarrollo de las LAM
post-TPH las lesiones acumuladas en el ADN de las CPH infundidas tienen menos

influencia que la complejidad citogenética en el momento del diagndstico.

En funcién de las anomalias cromosdémicas observadas podemos clasificar las LAM
post-TPH en 4 grupos: recaidas de la LAM inicial (37%), s-LAM (8%), s-LAM/t-LAM
(12%) y no clasificable (43%).

2. Analizar los factores implicados en la etiopatogenia de las LAM post-TPH.
Los pacientes que desarrollaron una LAM post-TPH recibieron con mas frecuencia un
auto-TPH y presentaron, en el momento del diagndstico, mas s-LAM, mas cariotipos
complejos, un mayor numero de alteraciones citogenéticas y mds alteraciones

desequilibradas.

En este estudio, la edad, el estado mutacional del gen de la NMP1, FLT3-ITD y FLT3-

D835 al diagnéstico, la fase de la enfermedad, el nimero de ciclos de quimioterapia
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administrados previamente al TPH, el tipo de acondicionamiento recibido (agentes
alquilantes vs ciclofosfamida e ICT), la profilaxis de la EICH (tratamiento
inmunodepresor vs tratamiento inmunodepresor y metotrexato) y la presencia de

EICH no se han relacionado con el desarrollo de una LAM post-TPH.

Analizar la incidencia de las deleciones de TP53 en las LAM al diagndstico y post-TPH
(mediante hibridacion in situ fluorescente) y su relacion con el cariotipo complejo, el

cariotipo monosémico y la delecién del cromosoma 5q.

En las LAM post-TPH la incidencia de delecién de TP53 ha sido inferior a la descrita en

las t-LAM.

En el presente estudio, la delecién de TP53 se ha relacionado con el cariotipo

complejo, el cariotipo monosdémico y con la delecién del cromosoma 5q.
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TRATAMIENTOS DE INDUCCION Y CONSOLIDACION

CETLAM 99

Induccidn a la remisién (IDICE). | < 60 ANOS
- Idarubicina, 12 mg/m2 intravenoso (iv), a pasar en 15 min, los dias 1, 3y 5.

- Ara-C, 500 mg/mz/12 horas (iv), a pasar en 2 horas, los dias 1, 3,5y 7.

- Etopdsido, 100 mg/m? (iv) a pasar en 1 hora, los dias 1 a 3.

> 60 ANOS

- Idarubicina, 10 mg/m?(iv), a pasar en 15 min, los dias 1, 3y 5.

- Ara-C, 100 mg/m?/dia (iv), a pasar en 24 horas, los dias 1 a 7.

- Etopdsido, 100 mg/m? (iv) a pasar en 1 hora, los dias 1 a 5.

Intensificacion (MIT-DIC). - Ara-C, 500 mg/m?/12 horas (iv) a pasar en 2 horas los dia 1 a 6.

- Mitoxantrone, 12 mg/m? (iv), los dias 4 a 6, justo antes del ara-C, a pasar

en 30 min.

Tratamiento posterior. - Alteraciones citogenéticas de buen prondstico: los pacientes con t(8;21),
inv(16) o t(16;16) recibiran intensificacion con mitoxantrone y ara-C. En

ausencia de hermano HLA-idéntico se recogerdn progenitores
hematopoyéticos de sangre periférica. A continuacion se administrara un
ciclo de quimioterapia con ara-C en dosis altas (3 mg/m2/12 horas, los dias 1,
3 y 5. En caso de recidiva citogenética o morfoldgica se tratard a los
pacientes con TPH, alogénico o autdlogo.

- Pacientes de riesgo intermedio: pacientes con cariotipo normal o que

alcancen la RC con sélo un ciclo de quimioterapia. En este grupo de
pacientes se realizara un auto-TPH con independencia de que dispongan de
un hermano HLA-idéntico no singénico. Si dispone de un hermano gemelo
univitelino se efectuara un trasplante singénico.

- Pacientes del grupo desfavorable: enfermos no incluidos en los dos grupos

anteriores. Los pacientes de este grupo recibiran un alo-TPH si disponen de

un hermano HLA-idéntico o un auto-TPH en caso contrario.

CETLAM LMA-03

Induccidén a la remisidn (IDICE) - Idarubicina, 12 mg/m? (iv), a pasar en 30 min, los dias 1, 3y 5.

- Ara-C, 500 mg/m?%/12 horas (iv), a pasar en 2 horas, los dias 1,3, 5y 7.

- Etopdsido, 100 mg/m? (iv) a pasar en 1 hora, los dias 1 a 3.

Intensificacién (MIT-DIC). - Ara-C, 500 mg/m?*/12 horas (iv) a pasar en 2 horas los dia 1 a 6.

- Mitoxantrone, 12 mg/m? (iv), los dias 4 a 6, justo antes del ara-C, a pasar
en 30 min.
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CETLAM LMA-12

Induccion a la remisidn. - Idarubicina, 12 mg/m? (iv) a pasar en 5 min, los dias 1 a 3.

- Ara-C, 200 mg/m?/dia en infusién continua los dias 1 a 7.

- G-CSF 150 pg/m? subcutanea (sc) los dias 0 a 7.

Primera consolidacidn para - Pacientes de edad igual o inferior a 60 afios:

todos los pacientes en RC. - Ara-C, 3 g/m2/12 horas (iv) a pasar en 2 horas, los dias 1, 3y 5.

- Neulasta®, 6 mg (sc) el dia 7 a juicio de cada centro.
- Pacientes de edad igual o inferior a 60 afios:

- Ara-C, 1,5 g/m2/12 horas (iv) a pasar en 2 horas, los dias 1, 3y 5.
- Neulasta®, 6 mg (sc) el dia 7 a juicio de cada centro.

Tratamiento posterior. - Pacientes de prondstico favorable. Los pacientes con t(8;21) o con
inv(16)/t(16;16), LAM con NPM1 mutado/FLT3wt o ratio FLT3-ITD/FLT3wt <
0,5 o LAM con mutacion bialélica de CEBPA, recibiran dos ciclos de
consolidacion con ara-C a dosis altas.

- Pacientes de edad igual o inferior a 60 afios:

- Ara-C, 3 g/m*/12 horas (iv) a pasar en 2 horas, los dias 1, 3y 5.
- Neulasta®, 6 mg (sc) el dia 7 a juicio de cada centro.
- Pacientes de edad igual o inferior a 60 aos:

- Ara-C, 1,5 g/m?/12 horas (iv) a pasar en 2 horas, los dias 1, 3y 5.

- Neulasta®, 6 mg (sc) el dia 7 a juicio de cada centro.
En los pacientes con EMR positiva y/o una tendencia a un incremento
cuantitativo, se realizard un alo-TPH a partir de donante familiar o no
emparentado.
En pacientes con EMR negativa, se recomienda un seguimiento periédico,
cada 3 meses, durante 2 afios. En caso de recaida molecular, se procedera a
un trasplante alogénico.
- Pacientes de riesgo intermedio. Pacientes con cariotipo intermedio segun

las clasificaciones MRC refinada y del ELN intermedio-1 con ausencia de
mutaciones de NPM1, FLT3-ITD y mutacidn bialélica de CEBPA. En este grupo
de pacientes se efectuara un alo-TPH o un auto-TPH segun asignacion
bioldgica.

- Pacientes del grupo desfavorable. Pacientes con citogenética desfavorable

segiin MRC, incluido cariotipo monosémico y/o deteccidén de FLT3-ITD y
prondstico intermedio-2 y adverso de la ELN. Los pacientes de buen
prondstico o intermedio que tras la quimioterapia de consolidacion
muestren persistencia de EMR, también seran considerados de alto riesgo.
Los pacientes de este grupo, en funcion de la edad recibiran una alo-TPH con

acondicionamiento mieloablativo o no mieloablativo.

MITOXANTRONE Y CITARABINA

Tratamiento de induccidn. - Mitoxantrone, 12 mg/m2 (iv), a pasar en 30 min, los dias 1 a 5.

- ARA-C, 1g/m?*/12 horas (iv), a pasar en 2 horas, los dias 1 a 3.
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SMD ALTO RIESGO (IPSS INT-2 O ALTO) O LAM SECUNDARIA

Induccidn a la remision. - Cariotipo de buen prondstico o intermedio:

- Idarubicina, 10 mg/m? (iv), a pasar en 30 min, los dias 1, 3y 5.
- Ara-C, 100 mg/m?en infusién continua, los dias 1 a 7.
- Etopdsido, 100 mg/m? (iv), a pasar en 1 hora, los dias 1 a 3.

- Cariotipo adverso:

- Azacitidina, 75 mg/m? durante 7 dias, cada 28 dias (6 ciclos)
- Etopésido, 100 mg/m? (iv) a pasar en 1 hora, los dias 1 a 5.

Tratamiento posterior. - Los pacientes < de 50 afios recibirdn un alo-TPH.

- Los pacientes > de 50 afios recibiran un alo-TPH-IR.

LAMR 2003

Tratamiento de induccidén | - Fludarabina, 30 mg/m2 (iv), a pasar en 1 hora, los dias 1 a 4.
(FLAT). - Ara-C, 2 g/m? (iv), a pasar en 4 horas, los dias 1 a 4.
- Topotecan, 1,5 mg/m2 (iv), a pasar en 4 horas los dias 1 a 4.

Si persisten blastos en la médula dsea (< 50% de la cifra inicial) se continuara
con una segunda tanda de FLAT similar a la primera.

Tratamiento de consolidacidn | - Fludarabina, 30 mg/m2 (iv), a pasar en 1 hora, los dias 1 a 4.
(FLAT). - Ara-C, 2 g/m? (iv), a pasar en 4 horas, los dias 1 a 4.
- Topotecan, 1,5 mg/m? (iv), a pasar en 4 horas los dias 1 a 4.

11-S-VEL-EU-0070126866138CAN2015

Primer ciclo de tratamiento. - Fludarabina, 30 mg/m? (iv), a pasar en 30 min, los dias 1 a 4.
- Ara-C, a la dosis 6ptima definida (200 mg/m?, 500 mg/m? o 1000 mg/m?)
(iv), a pasar en 2-4 horas, los dias 1 a 4.

- Idarubicina, 10 mg/m? (iv), a pasar en 15 min, los dias 1 a 3.
- Bortezomid 1,3 mg/m? (iv), en bolo, 2 veces por semana (dias 5, 8, 12 y 15),
seguido de un descanso de 12 dias (dias 16 a 28).

Segundo ciclo de tratamiento. - Bortezomid 1,3 mg/m? (iv), en bolo, 2 veces por semana (dias 1, 4, 8 y 11),

seguido de un descanso de 10 dias (dias 12 a 21).

Protocolo PETHEMA LAMR/2000 (Daunoxome®)

Tratamiento de induccidn. - Daunorubicina liposémica (Daunoxome®), 120 mg/m?* (iv) a pasar en 2

horas los dias 1 a 3.

- Ara-C, 1 g/m?*/12 horas (iv) a pasar en 2 horas los dias 1-5 (edad < 65) o los
dias 1, 3, 5 (edad > 65).

Tratamiento de consolidacién. - Daunoxome®, 80 mg/m2 (iv) a pasar en 2 horas los dias 1 a 3.

- Ara-C, 1 g/m*/12 horas (iv) a pasar en 2 horas los dias 1-3 (edad < 65) o los
dias 1y 2 (edad > 65).
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1COG-07

Tratamiento de induccidn

- Cohorte 1 (20 pacientes):

(ICGO).

- Gemtuzumab ozogamicina (GO), 3 mg/m? (maximo 5 mg) en infusidén iv
de 2 horas, a pasar el dia 1.
- Idarubicina, 12 mg/m? (iv) en 30 min, a pasar los dias 2, 3y 4.
- Ara C, 100 mg/m2 en infusién continua iv los dias 1 a 7, a comenzar 4
horas después de la administracion de GO.

- Cohorte 2 (20 pacientes):
- G-CSF, 150 pg/m” (sc) los dias 0 a 7, a iniciar 12-18 horas antes de la
infusion de GO.
- GO, 3 mg/m? (méximo 5 mg) en infusién iv de 2 horas, a pasar el dia 1.

- Idarubicina, 12 mg/m? (iv) en 30 min, a pasar los dias 2, 3y 4.
- Ara C, 100 mg/m2 en infusién continua iv los dias 1 a 7, a comenzar 4
horas después de la administracion de GO.

- Cohorte 3 (20 pacientes):
- G-CSF, 150 pg/m? (sc) los dias 0 a 7, a iniciar 12-18 horas antes de la
infusion de GO.
-GO, 6 mg/m2 (maximo 10 mg) en infusidn iv de 2 horas, a pasar el dia 1.
- Idarubicina, 12 mg/m? (iv) en 30 min, a pasar los dias 2, 3y 4.
- Ara C, 100 mg/m2 en infusién continua iv los dias 1 a 7, a comenzar 4

horas después de la administracion de GO.

Intensificacién con MIT-DIC

u otro similar.

- Ara-C, 500 mg/m?*/12 horas (iv), a pasar en 2 horas los dia 1 a 6.
- Mitoxantrone, 12 mg/m2 (iv), a pasar en 30 min los dias 4 a 6, a pasar en 30 min.

Grupo CETLAM SMD ICE/mini-ICE

Tratamiento de induccidn.

- Idarubicina, 10 mg/mzintravenoso (iv), a pasar en 15 min, los dias 1,3y 5.
- Ara-C, 100 mg/m?/dia (iv), a pasar en 24 horas, los dias 1 a 7.
- Etopdsido, 100 mg/m? (iv) a pasar en 1 hora, los dias 1 a 5.

Tratamiento de
consolidacion.

- Idarubicina, 8 mg/mzintravenoso (iv), a pasar en 15 min, los dias 1 a 3.
- Ara-C, 800 mg/m?/dia (iv), a pasar en 2 horas, los dias 1 a 3.
- Etopdsido, 150 mg/m? (iv) a pasar en 2 horas, los dias 1 a 3.

Ciclo de induccién.

- Fludarabina, 30 mg/m? (iv), a pasar los dias 1 a 5.
- Ara-C, 2 g/m? (iv), a pasar los dias 1 a 5.

- Idarrubicina, 12 mg/m? (iv), a pasar los dias 1, 3y 5.
- G-CSF, 300 pg/Kg/dia (sc), los dias 1 a 5.
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Ciclo de induccidn.

- Fludarabina, 30 mg/m? (iv), a pasar en 30 min, los dias 1 a 4.

- Ara-C, 2 g/m” (iv), a pasar en 2-4 horas, los dias 1 a 4.

- Idarubicina, 10 mg/m? (iv), a pasar en 15 min, los dias 1 a 3.

- G-CSF, 5 pug/Kg/dia (sc), los dias 1 a 4.

- Plerixafor (iv) en un escalado de dosis entre los dias 1y 4 (120 pg/Kg/12
horas; 160 ug/Kg/12 horas; 200 pg/Kg/12 horas; 240 pg/Kg/12 horas).

Tratamiento posterior.

Los pacientes que no consigan una RC después de un ciclo de induccién,
abandonaran el estudio y se someterdn a seguimiento segln la practica
clinica rutinaria. Los pacientes que consigan una RC después de un ciclo de
induccion y que dispongan de un hermano HLA-idéntico, se someteran a un
alo-TPH. Los pacientes que alcancen una RC y no sean aptos para un TPH o
no dispongan de donante, recibiran 2 ciclos de consolidacién con:

- Ara-C, 3 g/m*/12 horas (iv), los dias 1, 3 y 5.

- G-CSF, 5 pg/Kg/dia (sc), los dias 1 a 5.

- Plerixafor, a la misma dosis utilizada en el ciclo de induccion los

dias1,3y5.

Induccidn a la remision.

-Cohorte 1 (15 pacientes):
- Idarubicina, 14 mg/m? (iv) los dias 1 a 3.
- Ara-C, 200 mg/m? (iv) los dias 1 a 7.
- G-CSF 150 pg/m? (sc) los dias 0 a 7.

- Cohorte 2 (15 pacientes):
- Idarubicina, 16 mg/m? (iv) los dias 1 a 3.
- Ara-C, 200 mg/m?® (iv) los dias 1 a 7.
- G-CSF 150 pug/m” (sc) los dias 0 a 7.

- Cohorte 3 (15 pacientes):
- Idarubicina, 18 mg/m? (iv) los dias 1 a 3.
- Ara-C, 200 mg/m?® (iv) los dias 1 a 7.
- G-CSF 150 pg/m? (sc) los dias 0 a 7.

Tratamiento de consolidacidn.

- Pacientes de edad igual o inferior a 60 afios:

- Ara-C, 3 g/m2/12 horas (iv), a pasar en 2 horas, los dias 1, 3y 5.
- Neulasta®, 6 mg (sc) el dia 7 a juicio de cada centro.
- Pacientes de edad igual o inferior a 60 afios:
- Ara-C, 1,5 g/m2/12 horas (iv), a pasar en 2 horas, losdias 1, 3y 5.
- Neulasta®, 6 mg (sc) el dia 7 a juicio de cada centro.

Tratamiento posterior.

Los pacientes realizardn posteriormente el tratamiento habitual, segun el
protocolo LMA-12 del grupo CETLAM.
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Protocolo PETHEMA LPA2005

Tratamiento de induccion.

- Acido holo-trans retinoico (ATRA), 45 mg/m?/dia oral (vo), fraccionado en
dos tomas hasta la obtencién de la RC o hasta un maximo de 90 dias en caso
de persistencia de promielocitos atipicos en la médula dsea.

- Idarubicina, 12 mg/m? los dias 2, 4, 6 y 8 por perfusidn iv, a pasar en 5-20

min. En pacientes mayores de 70 afios, se administraran sélo 3 dosis (dias 2,

4y6).

Tratamiento de consolidacidén.

Riesgo bajo
leucocitos <10.000
plaquetas >40.000

Riesgo intermedio
leucocitos <10.000
plaquetas <40.000

Riesgo alto
leucocitos >10000

Ciclo 1

ATRA (45 mg/m? dias 1-15)
Idarubicina (5 mg/m’ dias 1-4)

ATRA (45 mg/m® dias 1-15)
Idarubicina (7 mg/m? dias 1-4)

ATRA (45 mg/m? dias 1-15)
Idarubicina (5 rngrrn2 dias 1-4)
Ara-C (1000 mg/m? dias 1-4)

Ciclo 2

ATRA (45 mg/m’ dias 1-15)
Mitoxantrone (10 mg/m?® dias 1-3)

ATRA (45 mg/m? dias 1-15)
Mitoxantrone (10 mg/m? dias 1-3)

ATRA (45 mg/m? dias 1-15)
Mitoxantrone (10 mgfm2 dias 1-5)

Ciclo 3

ATRA (45 mg/m’ dias 1-15)
Idarubicina (12 mg/m? dia 1)

ATRA (45 mg/m?® dias 1-15)
Idarubicina (12 mg/m? dia 1-2)

ATRA (46 mg/m” dias 1-15)
|darubicina (12 rnglrn2 dia 1)

Ara-C (150 mg/m*/8h dias 1-5)

Tratamiento de mantenimiento.

Se iniciard un mes después de la recuperacién hematoldgica tras la ultima
consolidacién, durante 2 afios.

- 6-mercaptopurina 50 mg/m?*/dia (vo).

- Metotrexate 15 mg/m?*/semanal (im).

- ATRA 45 mg/mz/dl'a (vo) durante 15 dias, cada 3 meses. En menores de 20
afios la dosis se reducird a 25 mg/m?/dia. El primer curso de mantenimiento
con ATRA comenzara 3 meses después de finalizar la tercera consolidacion.

Durante los dias de administracion de ATRA, se interrumpira el tratamiento

con metotrexate y 6-mercaptopurina.

Protocolo PETHEMA LPA-R2007

Tratamiento de induccidn.

- Triéxido de Arsénico (ATO), 0,15 mg/Kg/dia en perfusién iv de 1-2 horas
hasta la obtencién de la RC o hasta un maximo de 60 dias. En pacientes con
recaida molecular aislada, se administrara ATO (a la misma dosis) 5

dias/semana durante 6 semanas.

Tratamiento de consolidacidén.

- ATO, 0,15 mg/Kg/dia en perfusion iv de 1-2 horas, 5 dias/semana durante 5
semanas, combinado con ATRA 45 mg/m?/dia (vo) ininterrumpidamente

durante esas 5 semanas.

Tratamiento postconsolidacion.

Consistira en la realizacion de un TPH (autélogo o alogénico) en aquellos

pacientes candidatos a este procedimiento.
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Protocolo PETHEMA LPA 2012

Tratamiento de induccidn. - ATRA 45 mg/m?*/dia (vo) hasta la obntencidn de una RC

- Idarubicina 12 mg/mz/dl'a los dias 2, 4, 6y 8. Se suprime el dia 8 en
pacientes de edad superior o igual a 60 afos.

Tratamiento de consolidacidon. Ciclo1

- Riesgo bajo y todos los pacientes de edad superior o igual a 60 afios:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Idarubicina, 5 mg/m?/dia los dias 1-4.

- Riesgo intermedio y edad <60 afos:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Idarubicina, 5 mg/m?/dia, los dias 1-4.
- Ara-C, 500 mg/m?/dia, los dias 1-4.
- Riesgo alto y edad <60 afios:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Idarubicina, 5 mg/m2 dia, los dias 1-4.
- Ara-C, 1g/m?*/dia, los dias 1-4.
Ciclo 2
- Riesgo bajo y todos los pacientes de edad superior o igual a 60 aios:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Mitoxantrone, 10 mg/m?*/dia, los dias 1-3.

- Riesgo intermedio y edad <60 afios:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Mitoxantrone, 10 mg/m?*/dia, los dias 1-3.

- Riesgo alto y edad <60 afios:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Mitoxantrone, 10 mg/m?*/dia, los dias 1-5.
Ciclo 3
- Riesgo bajo y todos los pacientes de edad superior o igual a 60 afios:
- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.
- Idarubicina,12 mg/m?/dia, el dia 1.

- Riesgo intermedio y edad <60 aios:

- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.

- Idarubicina, 12 mg/m?/dia, el dia 1.

- Ara-C, 500 mg/m?/dia, los dias 1y 2.
- Riesgo alto y edad <60 afios:

- ATRA, 45 mg/m?/dia los dias 1-15.

- Idarubicina, 12 mg/m?/dia, el dia 1.

- Ara-C, 500 mg/m?*/dia, los dias 1-4.
Tratamiento de mantenimiento | - ATRA, 45 mg/mz/dl'a, durante 15 dias cada 3 meses.

(2 afos). - Metotrexate, 15 mg/m?/semanal.

- 6-mercaptopurina, 50 mg/m?/dia.
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REGIMENES DE ACONDICIONAMIENTO.

CICLOFOSFAMIDA E ICT

- Ciclofosfamida, 60 mg/Kg/dia (iv), a pasar en 1 hora los dia -6 y -5.
- ICT, 2Gy/dia, los dias -6 a -1.

BUSULFAN Y CICLOFOSFAMIDA

- Busulfan, 4 mg/Kg/horas (vo), los dias -7 a -4.
- Ciclofosfamida 60 mg/Kg/dia (iv), a pasar en 1 hora, los dias -3y -2.

FLUDARABINA Y BUSULFAN

- Fludarabina, 30 mg/mz/dl'a (iv), a pasar en 30 min, los dias -9 a -5.

- Busulfan, 1 mg/Kg/6 horas (vo), los dias -6 a -4 (total 10 dosis, 4-4-2).

TIMOGLOBULINA, TIOTEPA, FLUDARABINA Y BUSULFAN

- Fludarabina, 50 mg/mz/dl'a (iv), a pasar en 60 min, los dias -5 a -3.
- Busulfan, 3,3 mg/Kg/dia (iv), a pasar en 3 horas, los dias -5 a -3.

- Tiotepa, 5 mg/kg/dia (iv), a pasar en 4 horas, los dias -7 y -6.

- Timoglobulina, 2 mg/Kg/dia (iv), a pasar en 8 horas, los dias -4 a -2.

TIOTEPA, FLUDARABINA Y BUSULFAN

- Tiotepa, 5 mg/Kg/dia (iv), a pasar los dias -6 y -5.
- Fludarabina, 50 mg/mz/dl'a (iv), a pasar en 60 min, los dias -5 a -3.

- Busulfan, 6,14 mg/Kg/dia (iv), a pasar en 3 horas, los dias -4 y -3.

- Melfaldn, 70 mg/m?(iv), a pasar en 20 min, los dias -3 y -2.
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