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Figura 1. Curvas de Supervivencia Kaplan-Meier en pacientes con
grado 1, 2,y 3A. a. SLP en dias en pacientes tratados con R-Ben-
damustina; b. SLP en dias en pacientes tratados con R-CHOP. SLP
Supervivencia libre de progresion.

Tabla 1. Caractetisticas clinicas y tratamiento de pacientes con grado 1,2,y 3A.

EZH2™' EZH2 WT
Coltorse biopsia en biopsia
N global  ©7 Pt PSI2 p-valor
(n=129) de tejido  de tejido
(n=35) (n=94)

Datos al diagnéstico, n (%)

Edad media (afios) (rango) 129 62 (15-90) 64 (41-90) 62 (15-89) 0,435
Sexo
Mujeres 129 72 (56) 22 (31) 50 (69) 0,496
Hombres 57 (44) 13 (23) 44 (77)
Grado histolégico
1,2 129 95 (74) 27 (28) 68 (72) Giat
3A 34 (26) 8 (24) 26 (76)
Estadio
Hi 123 38 (31) 7(18) 31(82)
-1V 90 (73) 27(30) 63 (70) 019
FLIPI
Bajo-Intermedio 118 85 (72) 22 (26) 63 (74) _—
Alto 33 (28) 12 (36) 21(64)
Tratamiento de primera linea, n (%)
Conducta expectante 18 18 (14) 6 (33) 12 (87) 0,573
Tratados 11 111 (86) 29 (26) 82 (74)
R-Bendamustina 30 30 (23) 7 (23) 23 (77)
R-CHOP 57 57 (44) 18(32) 39 (68)
R-CVP, Rituximab, Radioterapia 24 24 (19) 4 (17) 20(83)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y tratamiento de pacientes con grado 3B.

EZH2mut EZH2WT
W gom oplioms LN e
(n=6) (n=7)
Datos al diagnéstico, n (%)
Edad media (afios) (range) 13 665(30-85) 65(42-84) 65 (30-85) 0.775
Sexo
Mujeres % 4(31) 3(75) 1(8) 0.266
Hombres 9 (69) 3(33) 6 (46)
Estadio
I-1 i 3(23) 1(33) 2(67) 1
-1V 10(77) 5(50) 5(50)
FLIPI
Bajo-Intermedic g 5(56) 1(20) 4(80) 0048
Alto 4 (44) 4(100) 0(0)
Tratamientode primera linea, n (%)
R-CHOP 13 13(100) 6(46) 7 (54)

Resultados: Se analizaron 142 muestras de ADN de tejido al dia-
gnostico, de las cuales 41 (29%) tenfan mutado EZH2. Un 46% de los
LF 3B y un 27% de los LF de bajo grado estaban mutados. Las muta-
ciones Y646N/S/C se detectaron en 7/49 (16%) ADNIp, detectadas tam-
bién en tejido, 6 con LF estadio III-IV. Se compararon las caracteristicas
clinicas y bioldgicas segin el estado mutacional de EZH2 en tejido y el
grado histolégico. No se encontraron diferencias significativas en los
pacientes con bajo grado (Tabla 1). Los pacientes con grado 3By EZH2
mutado tenian un FLIPI significativamente superior (80% vs 0%;
p=0.048) (Tabla 2). Se analiz6 la supervivencia global de la cohorte total
y en funcién de la terapia recibida y el estado mutacional de EZH2 y
no se observaron diferencias significativas. En cuanto a la supervivencia
libre de progresién (SLP), fue significativamente inferior en los pacientes
LF de bajo grado con EZH2 mutado que recibieron R-bendamustina
(p=0.013) (Figura 1a), a diferencia de los tratados con R-CHOP (p=0.15)
(Figura 1D).

Conclusiones: La frecuencia de mutaciones en EZH2 es similar a la
descrita previamente, y superior en el LF 3B. Los pacientes con LF de
bajo grado con EZH2 mutado que recibieron R-Bendamustina se aso-
ciaron a una SLP menor. El estado mutacional de estos pacientes en el
momento del diagndstico podria ser Gtil para la seleccién de la terapia.
Las mutaciones de EZH2 son detectables en DNAIp, especialmente en
estadios avanzados.

Conflictos de interés: Los autores no tienen nada que declarar.

Cs-11

LAS MUTACIONES DNMT3A/TET2/ASXL1 DETERMINAN EL RIESGO TROMBOTICO EN
POLICITEMIA VERA
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Manuel’, Carrefio GonzaloS, Fox Marfa Laura’, Tazén Vega Barbara’,
Cuevas Beatriz®, Lépez Rodriguez Juan Francisco!, Farfas-Sanchez
Nuria!, Bilbao-Sieyro Cristina!, Gémez-Casares Maria Teresa!

"Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin, Las Palmas; *Wroclaw
Medical University, Poland; °, Hospital Clinic, Barcelona; *Hospital Morales
Messeguet, IMIB, UCAM, Murcia;*Hospital Clinico Universitatio de Santiago
de Compostela, Santiago de Compostela; *Hospital Universitario 12 de Octubre,
Madrid; "Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona; $Hospital Universitario
de Burgos, Burgos

Introduccién: La hemorragia y la trombosis son complicaciones fre-
cuentes y contribuyen de forma significativa a la morbilidad y la mor-
talidad de pacientes con las neoplasias mieloproliferativas (NMP)
policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE) y mielofibrosis (MF).
En un estudio previo de casos-control de PV diagnosticadas en nuestro
hospital hallamos una asociacién entre mutaciones en genes asociados
a CHIP (DNMT3A, TET2,y ASXL1; DTA) y el desarrollo de eventos va-
sculares. Los objetivos del presente trabajo son determinar la influencia
de estos genes en nuestra serie consecutiva de NMP y validar nuestros
resultados previos ampliando la serie casos-control con pacientes de ho-
spitales de diferentes comunidades auténomas y otros paises.

Métodos: Se recopilaron datos retrospectivos de 299 pacientes dia-
gnosticados de NMP (136 PV, 110 TE, 33 MFP, 20 MFS), con un segui-
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Comunicaciones Simposios

miento =3 afos, en los que se analiz6 un panel mieloide mediante se-
cuenciaciéon masiva (NGS). Solo se consideraron variantes descritas
como patogénica/probablemente patogénica con un VAF=1% y un
MAF<1%. Para el anlisis estadistico se empled R versién 1.4.0.

60 . . - mutaciones no-driver
40 .

mutaciones DTA

% de pacientes

Serie PV TE MFP MFsS
completa

Figura 1. Frecuencia de pacientes con mutaciones no-driver y mu-
taciones en los genes DNMT3A, ASXL1, TET2 (DTA) por patologia.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes de la serie completa.

Variable [n (%)] NMP PV (n=136) | TE MFP MFS (n=20)
(n=299) (n=110) | (n=33)
Sexo Hombre | 135 (45,2) [ 70  (51,5) | 37 (33,6) | 20 (60,6) |8  (40,0)
Mujer | 164 (64,8) | 66  (48,5) | 73 (66,4) | 13 (39,4) | 12 (60,0)
Edad Media | 57,5 61,1 53,4 61,5 49,9
Mediana | 58,8 61,9 52,3 63,6 46,1
Evento vascular No | 146 (50,7) | 58 (43,9) | 51 (47,2) | 25 (83,3) |12 (66,7)
Si | 142(49,3) | 74 (56,1) | 57 (52,8) |5 (16,7) |6  (33,3)
Mutacién driver JAK2 | 215 (71,9) | 129 (94,9) | 54 (49,1) | 19 (57,6) | 13  (65,0)
CALR | 34 (11,4) |0 24 (21,8) |5 (152) |5  (25,0)
MPL |15 (5,0) |0 9 (824 (12,1)|2  (10,0)
co-mutado | 4 (1,3)|0 3 (2,8) | 1 (3,00|0
TN | 31 (10,4) | 7 (51) |20 (18,2) |4 (12,1) |0
VAF mutacion driver Media | 38,2 44,1 26,7 40,2 52,2
Mediana | 34,6 38,2 23,6 38,0 46,5
N2 mutacién adicional 0146 (48,8) [ 59 (43,4) | 68 (61,8) |11 (33,3)(8 (40,0
183 (27,8) |46 (33,8) |22 (20,0)| 10 (30,3)|5  (250)
2035 (11,7) |17 (125)|10 (9,1) |5 (152)|3  (150)
322 (74|10 (74)|7 (64 |3 (91)|2 (100)
419 (303 223 @702 (1)1 (5,0)
5(3 (10)|1 07)|0 1 (301 (5,0)
61 (03) |0 0 1 (30 |0
Mutacién DTA No | 184 (61,5) | 77 (56,6) | 80 (72,7) | 17 (51,2) | 10 (50,0)
Si 59 (43,3) | 30 (27,3) | 16 (48,5) |10 (50,0)
115 (38,5)
Mutacién TET2 No | 232(77,6) | 98 (72,1) | 93 (84,6) | 25 (75,8) | 16  (80,0)
Si | 67 (22,4) |38 (27,9) | 17 (155) |8 (24,2) |4  (20,0)

Resultados: En la serie completa se volvié a confirmar una asocia-
cién positiva entre mutaciones DTA (n=115; 38,5%) y edad (media 57,5
afos; p<0.001) (Tabla 1, Figura 1). En los pacientes PV de la serie con-
secutiva de nuestro hospital (n=79), se observé una asociacién entre
evento trombético con mutacién no-driver (OR 7,7 [2,7-21,8]; p=0,001
%)y entre evento y mutacién DTA (OR 4,5 [1,8-11.8]; p=0,001; ?) (Tabla
2). En el anélisis de casos-control de PV (47 eventos/47 sin evento, ma-
cheados por sexo y edad y sin diferencia significativa en el VAF de JAK2
entre ambos grupos p=0,5) se corrobord que tanto la presencia de =1
mutacién de los genes no-driver como la presencia de mutacién DTA
se asociaron con el desarrollo de evento trombético (p=0,013, OR 3,12;
p=0,036, OR 2,68 respectivamente). Estas asociaciones se mantuvieron
en un andlisis de casos-control de pacientes con PV <65 afos (n=18,
p=0,023; p=0,023, respectivamente). En los pacientes con TE, MFP y
MES no se observé asociacidén entre =1 mutacién no-driver o mutacién
DTA y evento trombdtico ni en las series consecutivasni en los anélisis
de casos-control.
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Tabla 2. Analisis chi-cuadrado de la serie consecutiva de 79 pa-
cientes con PV.

Evento
0 1 Total p-valor

Mutaciéon | 0 29 (65,9%) 7 (20,0%) 36 (45,6%)
no-driver

1 15 (34,1%) 28 (80,0%) | 43 (54,4%)

Total 44 (100%) 35 (100%) 79 (100%) | p<0,001
Mutacién | 0 31(70,5%) 12 (34,3%) | 43 (54,4%)
DTA

1 13 (29,5%) 23 (65,7%) 36 (45,6%)

Total 44 (100%) 35 (100%) 79 (100%) p=0,001
Mutaciéon | 0 35(79,5%) 21 (60,0%) 56 (70,9%)
TET2

1 9 (20,5%) 14 (40,0%) 23(29,1%)

Total 44 (100%) 35 (100%) 79 (100%) | p=0,057

Conclusiones: En pacientes con PV, se observé una asociacién po-
sitiva entre presencia de mutacién no-driver y mutacién DTA con
evento trombdtico, tanto en la serie consecutiva como en el estudio de
casos-control e independiente de la edad en linea con nuestros resulta-
dos previos. De confirmarse en series més amplias quiza deberia ser un
factor a tener en cuenta tanto en la escala de riesgo como en el trata-
miento de los pacientes con PV.

Financiacién: Fundacién DISA.

Conflictos de interés: Los autores no tienen ningin conflicto de
interés.
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SEGUIMIENTO MOLECULAR DE CAR-T ANTI-CD19 EN PACIENTES CON LINFOMA B MEDI-
ANTE PCR DIGITAL

Carbonell Diego!, De la Iglesia Ismael', Monsalvo Silvia!, Chicano
Maria!, Muniz Paula!, Bailén Rebeca!, Oarbeascoa Gillen!, Bastos Mar-
iana!, Dorado Nieves!, Pérez-Corral Ana!, Anguita Javier!, Kwon Mi’,
Diez-Martin José Luis!, Martinez-Laperche Carolina’, Bufio Ismael!

'Hospital General Universitario Gregorio Mararion

Introduccion: El analisis de la persistencia de células T con receptor
de antigeno quimérico (CAR-T) es generalmente realizado mediante ci-
tometria de flujo (CMF). Sin embargo, la sensibilidad de esta técnica
puede verse limitada por determinados factores, como son la escasez
de células o la conservacién de la muestra. Por ello, técnicas moleculares
como la PCR cuantitativa (qPCR) suponen una alternativa, por lo que
estan empezando a implementarse en la deteccién de CAR-T. No ob-
stante, la sensibilidad de la qPCR podria no ser suficiente, por lo que la
aplicacién de la PCR digital (dPCR) podria ser de gran utilidad. EI obje-
tivo de este estudio fue evaluar la utilidad de la dPCR como técnica para
el seguimiento de CAR-T en pacientes con linfomas B.

Métodos: Se analizaron, mediante CMF, qPCR y dPCR, 86 muestras
de sangre periférica (SP) de 29 pacientes tratados con terapia CAR-T
(ocho con Kymriah® y 21 con Yescarta®) obtenidas los dias 7, 14, 30 y
90 después de la infusién. También se analizaron diez biopsias de nueve
pacientes recaidos. La deteccién de CAR-T por CMF se llevé a cabo en
un citémetro DxFLEX (Beckman Coulter) usando una proteina CD19
marcada con FITC (Acro biosystems). Para la purificacién de ADN de SP
se utilizé el kit Maxwell RSC Whole Blood DNA (Promega) y el kit QIAmp
DNA Mini Kit (Qiagen) para las biopsias. La deteccién de CAR-T me-
diante gPCR y dPCR se llevo a cabo usando las plataformas LightCy-
cler480 (Roche) y QIAcuity one (QIAgen), respectivamente. Para ambas
PCR se utilizaron oligonucleétidos y sondas para amplificar el frag-
mento antigeno-especifico del CAR-T (FAIC63) y un gen control. La
comparacién CMF-qPCR y CME-dPCR se realiz6 mediante el test de

correlacién de Pearson a través del programa RStudio.



