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significacién estadistica (p=0.1). La presencia de mutaciones en NRAS
se asocié de forma estadisticamente significativa a mutaciones en
FAMA46C (p=0.003), mientras que las mutaciones en KRAS fueron poco
frecuentes junto a ganancias de 1q (p=0.008). BRAF mostr6 coocurren-
cia especifica con KRAS (p=0.007).

Conclusién: Los pacientes con MM asintomatico de alto riesgo pre-
sentan un perfil genético muy similar a los pacientes sintométicos, con
un evento citogenético iniciador (clonal) y similar nimero de mutacio-
nes por paciente afectando los genes comtnmente considerados driver.
No obstante, el porcentaje de células con estas anomalias es inferior al
del MM sintomatico, lo que sugiere la presencia de subclones que atn
no proliferan y sobre los que atin no se ha ejercido un proceso de selec-
cién.
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Introduccion: Un 30% de los pacientes con leucemia mieloblastica
aguda (LMA) presenta mutaciones en el ex6n 12 del gen NPAI1 llegando
hasta un 50% en pacientes con cariotipo normal. La mayoria consiste
en una insercién de 4 bases que altera el extremo C-terminal.

Hoy en dia la PCR cuantitativa (Q-PCR) es el método “gold standard”
para la cuantificacién de mutaciones en NPAI1. Sin embargo, cada vez
mas se utiliza la secuenciacién masiva (NGS) para la deteccién y moni-
torizacién molecular de mutaciones en pacientes con LMA. Estudios
previos han asociado un VAF alto de NP1 al diagnéstico a peor pro-
néstico. Que nosotros sepamos no hay estudios comparando la cuan-
tificacién de NPA1 mutado al diagnéstico en SP versus MO, ni las
técnicas de Q-PCR versus NGS.

Meéiodos: Se analizé de forma retrospectiva el ADN y ARN extraido
al diagnéstico de muestras de SP/MO de 244 pacientes con LMA diag-
nosticados entre 2017 y agosto 2019, de los cuales 91 eran NPV 1 mu-
tado. Se realizé multiplex Q-PCR partiendo de ARN total convertido a
cADN, utilizando ABL1 como gen control (normalizado a 10.000 co-
pias) en un Light Cycler 480 (Roche). Se realiz6 NGS partiendo de 200
ng de ADN gendmico con el sistema de secuenciacién MiSeq (Illumina)
y el panel mieloide SOPHIA Myeloid Solution™. Todas las variables
siguieron una distribucién normal (Kolmogorov—-Smirnov) y se consi-
deraron significativos aquellos valores <0.05. Se utiliz6 el programa es-
tadistico R Core Team 2019 (versién 3.6.1).

Resultados: De los 47 pacientes con datos de Q-PCR disponible, el ni-
mero medio de copias de NP/ 1 por Q-PCR fue de 13.559 en MO y
4.746 en SP y se observé una buena concordancia entre ambos tipos de
muestra (Figura 1). Se podria predecir el nimero de copias en MO a
partir del resultado de Q-PCR en SP aplicando la siguiente férmula:
1.1638 + 0.9437 * LN (N° copias en SP), siendo LN el logaritmo nepe-
riano. De los 39 pacientes con datos de NGS disponible, 69.2% tenian
mutacién tipo A, 7.7 % tipo Nm, 5.1% tipos By Z,2.6% tipo ], y 10.3%
tenfan otro tipo. La frecuencia alélica media (VAF) de mutaciones en
NPM1 por NGS fue de 31.15%. Tras convertir la VAF a ntimero de co-
pias, la media en MO y SP fue de 1595.13 y 1688.8 copias, respectiva-
mente no existiendo una diferencia significativa entre ambas (p=0.779,
U-Mann-Whitney). Evaluando la concordancia entre la cuantificacién
con las dos técnicas, no observamos correlacion entre los nimeros de
copias determinados por Q-PCR versus NGS ni en MO ni SP (1=0.19,
p=0.367; r=-0.1 p=0.95, Spearman, respectivamente).

Conclusiones: Actualmente se recomienda, si es posible, la cuantifica-
cién por Q-PCR en MO y SP. No encontramos evidencia de una dife-
rencia entre el nimero de copias de NPAI1 mutado cuantificado por
Q-PCR en muestras de MO y SP. Respecto a las técnicas de cuantifica-
cién, no hubo correlacién entre el nimero de copias determinado por

Q-PCR y por NGS. Estos resultados indican que no son comparables
los resultados obtenidos por Q-PCR sobre ARN (niveles de expresién
de la mutacién) con la cuantificacién de la mutacién en ADN gendmico.
Sin embargo, el analisis de mutaciones por NGS tiene la ventaja de
poder analizar numerosos genes de manera simultdnea y de detectar
variantes raras sin previo conocimiento.

A ]

5
K

T maE W ANE
-.

Figura 1. A. Concordancia entre el nimero de copias de NPM1 mu-
tado determinado en MO y SP, Spearman coeficiente r=0.58,
p<0.001.B. Concordancia apllcando el logaritmo neperiano, Spear—
man coeficiente r=0.91, p<0.001.
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Introduccion: Los tejidos sométicos se diferencian como consecuencia
de la variacién genética y los procesos de seleccién natural a los que
estan expuestos. Concretamente en los tumores sélidos, los agentes qui-
mioterdpicos eliminan las células neopldsicas, imponiendo una fuerte
seleccidn a estos tejido. Algunas células que sobreviven al efecto de la
quimioterapia, luego pueden expandirse clonalmente para fundar una
metdstasis. Estas pueden presentar mutaciones especificas o signatures
introducidas por el propio fdrmaco debido a su mecanismo de accién
(Pich et al., 2019). Este efecto se aprecia, en especial, en las células tu-
morales expuestas a farmacos basados en platino y fluorouracilo. En
este articulo estudiamos dos fenémenos de expansién clonal, las leuce-
mias agudas relacionadas con el tratamiento (t-A/VIL) y la hematopoye-
sis clonal (CH) y su relacién con el tratamiento quimioterdpico previo
mediante la deteccidn de estas signatures anteriormente descritas. Nues-
tra hipétesis plantea que estas signatures podrian estar presentes en la
nueva expansion clonal.

Métodos: Se han estudiado 32 pacientes con t-AML (de la Washington
University y del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona) tra-
tados previamente con cisplatino o fluorouracilo mediante la secuencia
del genoma completo (WGS) comparando una muestra de sangre me-
dular al diagnéstico y una muestra correspondiente a la remisién. Para
el estudio del fenémeno de la CH, se ha realizado la WGS de muestras
de sangre de 4000 pacientes de la Hartwig Medical Foundation de Ams-
terdam con tumores sélidos, algunos tratados (3000) y otros no (1000),
comparandolos con la WGS de su propia neoplasia metastésica.

Resultados: Comparando las muestras de pacientes con t-AML al diag-
néstico y a la remisién podemos ver que aquellos tratados con esque-
mas basados en platinos presentan la huella mutacional caracteristica
de esta quimioterapia (8/8) Figura 1. En cambio, no se observa en nin-
guna leucemia el patrén mutacional causado por el fluorouracilo. Estas
mutaciones se encuentran en todas las células de la leucemia sugiriendo
que la expansién clonal de la t-ANL ocurre durante el tratamiento o con
posterioridad al mismo Figura 2. Estos pacientes presentan un incre-
mento de mutaciones en TP53 e IDH1 en comparacién con AVLs pri-
marias. Otro fenémeno de expansién clonal en pacientes sanos es la
CH. Hemos identificado nuevos genes cuyas mutaciones estan relacio-
nadas con la CH. Observamos que pacientes que han recibido trata-
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