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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. SINDROMES DE PREDISPOSICION GENETICA AL CANCER
1.1.1. Sindromes de predisposicion al cancer: generalidades

Si bien la mayoria de los procesos malignos (>90%) tienen un origen esporadico, resultado
de la acumulacion de alteraciones genéticas en las células de un individuo a lo largo de los afios,
en un 5-10% de casos, su desarrollo esta relacionado con la presencia de un sindrome de
predisposicion genética al cancer (SPGC). En estos casos, el individuo porta una alteracién
genética desde su nacimiento (que podria haber heredado de sus progenitores y potencialmente
transmisible a su descendencia) que implica una mayor susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad a lo largo de su vida. No obstante, estos sindromes no suponen una probabilidad
del 100% de que aparezca la enfermedad, sino que incrementan el riesgo de desarrollarla en
comparacién con la poblacién general.

Hasta la fecha, se han descrito alrededor de 200 SPGC?, la mayoria de los cuales son procesos
monogénicos que siguen patrones de herencia mendelianos, donde la historia familiar es clave
para su identificacidon y asesoramiento genético?. La mayoria de estos sindromes pueden
considerarse enfermedades raras, es decir, aquéllas cuya incidencia es menor de 5 casos por
100.000 habitantes, y comparten una serie de circunstancias comunes. Asi, en estos sindromes
la informacién epidemioldgica suele ser escasa, lo que dificulta su investigacion cientifica3,
comportan importantes desafios sanitarios y a menudo se acompafian de un fuerte impacto
personal y familiar. Finalmente, su diagndstico y manejo suele ser complejo. Por estos motivos,
se han desarrollado distintos programas de cancer hereditario con el objetivo de facilitar un
abordaje mas integral para los pacientes con este tipo de trastornos. En el caso concreto de las
neoplasias hematoldgicas, en buena medida debido a su mds reciente caracterizacién y relativa
rareza en comparacion con otras formas de cdncer, no han sido todavia incluidas de forma
sistematica en este tipo de programas de predisposicién al cancer.

En 1996, y en actualizaciones posteriores, la Asociacion Americana de Oncologia Clinica
(ASCO) establecid una serie de recomendaciones para los sindromes de predisposicion al
cancer*?, que se detallan a continuacion:

- Indicacion para el test genético: la ASCO recomienda que se lleve a cabo el estudio
genético cuando el individuo tenga antecedentes personales o familiares de
susceptibilidad al cancer, el test se pueda interpretar de forma adecuada y el resultado
ayude en el diagndstico o influya en el manejo del paciente y sus familiares. Este test
debe llevarse a cabo siempre en el contexto de un apropiado asesoramiento pre y post-
test.

- Test genético en nifios: la ASCO recomienda que los padres del menor pueden decidir si
realizar o no el test siempre y cuando haya probabilidad de desarrollo de una neoplasia
durante la infancia y existan estrategias efectivas de reduccién del riesgo. En caso
contrario, la ASCO recomienda demorar el test genético hasta que el individuo pueda
tomar sus propias decisiones.

- Asesoramiento genético: durante el asesoramiento genético pre y post-test, la ASCO
recomienda que se discutan con el paciente los riesgos y beneficios de la deteccién
temprana de céncer, asi como las distintas estrategias de prevencion, algunas de las
cuales pueden no tener una eficacia completamente demostrada.

- Garantia de calidad en los laboratorios: los test genéticos de predisposicion hereditaria
deben llevarse a cabo Unicamente en laboratorios que cuenten con las debidas
exigencias de excelencia y calidad.

- Proteccion frente a la discriminacion en seqguros y empleo.
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- Cobertura de servicios: la ASCO recomienda que todos los individuos en riesgo de
presentar susceptibilidad al cancer tengan acceso a un asesoramiento y test genético,
asi como al posterior manejo y seguimiento.

- Confidencialidad y comunicacion del riesgo familiar: la ASCO enfatiza la importancia de
que los pacientes comuniquen los resultados a sus familiares en riesgo.

- Educacion en Genética: la ASCO se compromete a continuar con la formacién de
profesionales en la predisposicion a distintos tipos de neoplasias con el objetivo de
integrar el cuidado y manejo de pacientes con cancer hereditario en la practica clinica
habitual y la medicina preventiva.

1.1.2. Sindromes de predisposicidn al cancer: neoplasias hematoldgicas

A principios del siglo XX se describieron los primeros casos de pacientes con enfermedades
hematoldgicas que presentaban algin tipo de agregacidn familiar®. No obstante, hubo que
esperar hasta 1999 para comprender por primera vez las bases moleculares de los sindromes de
predisposicién a neoplasias hematoldgicas, ya que fue entonces cuando se revelaron las
primeras variantes patogénicas de origen germinal en el gen RUNX17®. Desde entonces, y
recientemente de forma acelerada por el desarrollo de las técnicas de secuenciacién masiva
(NGS; del inglés Next-Generation Sequencing), se han asociado muchos mas genes con la
predisposicidon germinal a neoplasias hematoldgicas, incluyendo mutaciones en ANKRD26°1,
ETV6' 14, CEBPAY, DDX41%, GATA2Y, RBBP6™, TERT, TERCY y, mds recientemente, alteraciones
en los genes SAMD9%° y SAMD9L??2,

Los sindromes de predisposicién a neoplasias hematoldgicas, también conocidos como
neoplasias hematoldgicas hereditarias (NHHs) o neoplasias hematoldgicas con predisposicion en
linea germinal, incluyen dos tipos de trastornos?:

- Sindromes familiares de predisposicion a neoplasias mieloides/linfoides, que son
trastornos mendelianos en los cuales la neoplasia hematoldgica es el principal rasgo
clinico, y que han sido descritos recientemente en su mayoria.

- Sindromes clasicos con insuficiencia medular (IM) que presentan, sobre todo,
predisposicidn a sindrome mielodisplasico (SMD)/leucemia mieloide aguda (LMA).

La incidencia de estas NHHs ha sido considerada hasta hace pocos afios como anecddtica,
especialmente en adultos, al haberse asociado clasicamente a trastornos pediatricos muy bien
definidos. Sin embargo, en la actualidad, aunque su prevalencia todavia no se conoce con
precision, se sospecha que afectan al 4-13% de pacientes pedidtricos y al 5-10% de pacientes
adultos con SMD o LMA®*-28 Aunque de forma més reciente, cada vez hay mas evidencia de
que esta predisposicion también se extiende a neoplasias linfoides?™3?,

Tal y como se ha apuntado previamente, gracias al desarrollo de la NGS, se han descrito
un importante nimero de genes en relacién con estos sindromes durante la Ultima década,
afectando a diversos procesos celulares:

- Factores de transcripcion: las mutaciones germinales en el gen RUNX1 se presentan
como un defecto plaquetario cuantitativo y/o cualitativo con predisposicion a
neoplasias mieloides (OMIM #601399)3233, Los pacientes con trombocitopenia-5 (OMIM
#616216) presentan tendencia a la hemorragia en la infancia, como consecuencia de
mutaciones en el gen ETV63%3*, Las mutaciones bialélicas del gen CEBPA son detectadas
en 1-2% de pacientes con LMA. El 10% de los mismos poseen una mutacién de linea
germinal en dicho gen (OMIM #601626)%%°. El déficit de GATAZ2 es reconocido como un
sindrome de predisposicion a neoplasias mieloides con numerosas manifestaciones
(OMIM #601626, #614286, #614038 y #614172)%3°,
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- Procesamiento del RNA: las mutaciones de DDX41 conducen al desarrollo de SMD a una
edad similar a la observada en cohortes esporadicas (OMIM #616871)%323¢,

- Vias de sefializaciéon: la trombocitopenia-2 (OMIM #188000) es un trastorno causado por
alteracion del gen ANKRD26. Cursa con trombocitopenia leve-moderada®32.

- Inflamacidn: las mutaciones de la linea germinal en los genes SAMD9 y SAMDOIL se
asocian con diversos trastornos, como el sindrome MIRAGE (OMIM #617053), el
sindrome de ataxia-pancitopenia (OMIM #159550) y SMD/LMA con monosomia del
cromosoma 7 (OMIM #619041, #252270)%.

- Otras funciones: trafico celular: SRP54 (OMIM #618752), SRP72 (OMIM #614675);
mantenimiento de los teldmeros: ACD (OMIM #616553), TERT (OMIM #613989), TERC
(OMIM #127550); autofagia: ATG2B (OMIM #616226), estabilidad gendmica: TP53
(OMIM #151623), BRCA1 (OMIM #617883), BRCA2 (OMIM #605724), etc®323839,

No obstante, aunque el crecimiento del nimero de genes implicados en estos sindromes ha
sido exponencial en los ultimos afos, se calcula que los factores genéticos que conocemos
actualmente pueden explicar menos de la mitad de los casos aparentemente familiares de
neoplasias hematoldgicas*®. Ademads, la variabilidad observada en la penetrancia, expresividad
y latencia de la mayoria de los cuadros clinicos sugiere que estos factores genéticos son
necesarios, pero insuficientes para que se produzca una transformacién clonal; ya que se
requiere, ademas, de la adquisicién de mutaciones somaticas adicionales a lo largo de la vida
para que finalmente se desencadene el proceso maligno®®*2, En otras ocasiones, de forma
aparentemente paraddjica, la aparicion de una clona somatica puede ser beneficiosa para la
célula madre portadora de una variante germinal, ya que puede favorecer un entorno
adaptativo, mejorando asi la hematopoyesis*..

Finalmente, aunque determinados genes han sido relacionados con la predisposicién al
cancer sdlido, algunos de ellos también estan implicados en la predisposicion a neoplasias
hematoldgicas*®, como es el caso de TP53, ATM, CHEK2, BRCA1 o BRCA2, entre otros genes
involucrados en la via de reparacion del DNA*. El resultado final del uso de vias de reparacién
alteradas es una acumulacién de mutaciones somaticas, especialmente en células de rapida
division (epiteliales, mamarias, hematopoyéticas), con un mayor riesgo de desarrollar
malignidad. Las mutaciones germinales en estos genes han sido bien caracterizadas como
factores de riesgo para cancer de mama, préstata y pancreas; y hay una evidencia creciente de
que también son factores de riesgo para neoplasias hematopoyéticas®. Por otra parte, si bien
los canceres esporddicos son sensibles a la dieta y otros factores ambientales, la susceptibilidad
a desarrollar una neoplasia secundaria tras haber recibido radio-quimioterapia, como sucede en
algunas leucemias agudas, puede verse aumentada en pacientes portadores de variantes
germinales deletéreas en genes reparadores del DNA*, En la Figura 1, se representa de forma
esquemadtica el solapamiento de factores genéticos con predisposicién a distintos tipos de
neoplasias tanto hematoldgicas (A) como no hematoldgicas (B)*.
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1.2.  CLASIFICACION DE LAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS HEREDITARIAS

Pese a que la identificacion de estas entidades apenas ha tenido lugar en la Ultima década,
los datos son lo suficientemente sdlidos como para que la Clasificacion de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) de 2016 incorporara por primera vez a las neoplasias mieloides con
predisposicion en linea germinal (NMPG) como categorias provisionales®!. Considerando la
robustez de los datos, estas neoplasias también se han integrado en otras guias y
recomendaciones de expertos, como las Guias Ndrdicas, las Guias Espafiolas o la European
Leukemia Net>>™>*, subrayando asi la necesidad de identificar, diagnosticar y manejar
correctamente a estos pacientes. En la Tabla 1, se puede observar la clasificacidon propuesta por
la OMS en 2016.

Tabla 1. Clasificacidon de neoplasias mieloides con predisposicién en linea germinal, OMS 201631,
Neoplasias mieloides con predisposicion en linea germinal sin alteraciones plaquetares
previas o disfuncion orgdanica

LMA con mutacion germinal en CEBPA
Neoplasias mieloides con mutacién germinal en DDX41*

Neoplasias mieloides con predisposicion en linea germinal y alteraciones plaquetares
previas

Neoplasias mieloides con mutacién germinal en RUNX1*
Neoplasias mieloides con mutacién germinal en ANKRD26*
Neoplasias mieloides con mutacién germinal en ETV6*

Neoplasias mieloides con predisposicion en linea germinal y disfuncién organica
Neoplasias mieloides con mutacién germinal en GATA2
Neoplasias mieloides asociadas con sindromes de insuficiencia medular
Neoplasias mieloides asociadas con telomeropatias

Leucemia mielomonocitica juvenil asociada con neurofibromatosis, sindrome de
Noonan o sindrome de Noonan-/ike

Neoplasias mieloides asociadas con sindrome de Down*

*También reportadas neoplasias linfoides

En 2022, la actualizacion de la clasificacion de neoplasias mieloides llevada a cabo por la
OMS sittia a las NMPG como una subcategoria dentro de las neoplasias mieloides secundarias,
junto a las neoplasias mieloides post-terapia citotdxica. De este modo, se pretende sefialar que
el desarrollo de estos dos grupos de neoplasias se debe a la existencia de distintos factores
predisponentes. Ademads, proponen que las “NMPG” y las “neoplasias mieloides post-terapia
citotdxica” sean atributos que deben afiadirse al diagndstico principal de la neoplasia mieloide®.
Respecto a la anterior clasificacién de la OMS, incorporan el sindrome de Li-Fraumeni dentro de
las NMPG sin alteraciones plaquetares previas o disfuncidon orgdnica, y los sindromes de
SAMD9Y/9L dentro de las NMPG y potencial disfuncion orgénica. En la

Tabla 2, se puede observar la clasificacion propuesta por la OMS en su 52 edicidn.
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Tabla 2. Subtipos de neoplasias mieloides asociadas con predisposicion en linea germinal, OMS 20225,
Neoplasias mieloides con predisposicion en linea germinal sin alteraciones plaquetares
previas o disfuncion organica

Variante germinal en CEBPA P/LP (LMA familiar asociada a CEBPA)
Variante germinal en DDX41 P/LP*
Variante germinal en TP53* (Sindrome de Li-Fraumeni)

Neoplasias mieloides con predisposicion en linea germinal y alteraciones plaquetares
previas

Variante germinal en RUNX1* P/LP (Trastorno plaquetar familiar asociado a neoplasia
mieloide)

Variante germinal en ANKRD26* P/LP (Trombocitopenia-2)
Variante germinal en ETV6* P/LP (Trombocitopenia-5)

Neoplasias mieloides con predisposicion en linea germinal y potencial disfuncion
organica

Variante germinal en GATA2 P/LP (Déficit de GATA2)

Sindromes de insuficiencia medular
Neutropenia severa congénita
Sindrome de Shwachman-Diamond

Anemia de Fanconi

Telomeropatias

RASopatias* (Neurofibromatosis tipo 1, Sindrome de Noonan o Sindrome de Noonan-
like)

Sindrome de Down*
Variante germinal en SAMD9 P/LP (Sindrome de MIRAGE)

Variante germinal en SAMDIL P/LP (Sindrome de ataxia-pancitopenia relacionado con
SAMDSL)*

Variante germinal bialélica en BLM P/LP (Sindrome de Bloom)
*También reportadas neoplasias linfoides
*La ataxia no esta siempre presente

P: patogénico (del inglés, Pathogenic); LP: probablemente patogénico (del inglés, Likely Pathogenic)

Por su parte, la Clasificacidn del Consenso Internacional (del inglés: International Consensus
Classification, ICC) de neoplasias mieloides y leucemia aguda publicada en 2022 sitda a las NHHs
como una categoria propia y las divide en 4 subgrupos. Teniendo en cuenta la evidencia de que
muchos de los genes implicados predisponen no sélo a neoplasias mieloides, sino también a
neoplasias linfoides, la ICC sustituye el término “neoplasias mieloides” por “neoplasias
hematoldgicas” con predisposicion en linea germinal. Ademas, respecto a la clasificacion de la
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OMS de 2016, se afiaden nuevas entidades, incluyendo SAMDSY/9L, IKZF1, PAX5 y TP53. La ICC
también propone que la categoria de “neoplasia hematoldgica con predisposicién germinal” sea
un atributo que afiadir al diagnéstico principal de la neoplasia hematolégica®®. En la Tabla 3, se
puede observar la clasificacion propuesta por la ICC.

Tabla 3. Clasificacion del Consenso Internacional de las neoplasias hematoldgicas con predisposicion en
linea germinal, ICC 2022°°,

Neoplasias hematoldgicas con predisposicidn en linea germinal sin trastorno
constitucional o afectacion multiorganica
Neoplasias mieloides con mutacion germinal en CEBPA
Neoplasias mieloides o linfoides con mutacidn germinal en DDX41
Neoplasias mieloides o linfoides con mutacidn germinal en TP53

Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal asociadas a trastorno
plaquetar constitucional

Neoplasias mieloides o linfoides con mutacidon germinal en RUNX1
Neoplasias mieloides con mutacion germinal en ANKRD26
Neoplasias mieloides o linfoides con mutacién germinal en ETV6

Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal asociadas a trastorno
constitucional con afectacion multiorganica

Neoplasias mieloides con mutacién germinal en GATA2
Neoplasias mieloides con mutacién germinal en SAMD9

Neoplasias mieloides con mutacién germinal en SAMDIL

Neoplasias mieloides asociadas a sindromes de insuficiencia medular
Anemia de Fanconi
Sindrome de Shwachman-Diamond
Telomeropatias, incluyendo Disqueratosis Congénita
Neutropenia severa congénita

Anemia de Blackfan-Diamond

Leucemia mielomonaocitica juvenil asociada con neurofibromatosis

Leucemia mielomonocitica juvenil asociada con Sindrome de Noonan-like (Sindrome
CBL)

Neoplasias mieloides o linfoides asociadas con Sindrome de Down
Leucemia aguda linfoblastica con predisposicion en linea germinal*

Leucemia aguda linfoblastica con mutacién germinal en PAX5

Leucemia aguda linfoblastica con mutacién germinal en IKZF1

*El Sindrome de Down y las mutaciones germinales en ETV6 o TP53 también predisponen a leucemia
aguda linfoblastica.
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1.3. DESCRIPCION DE LAS PRINCIPALES NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS
HEREDITARIAS

A continuacidn, se describen las principales entidades con predisposicién germinal a
neoplasias hematoldgicas y se revisan sus caracteristicas bioldgicas y clinicas. En la Figura 2, se
representan de forma integrada los principales cuadros de pancitopenia/insuficiencia medular.
En el Anexo 1 (Tabla suplementaria 1) se sintetizan sus caracteristicas mds importantes.

Constitutional

thrombocytopenia Pancytopenia/BMF
e MPL
ANKRD26 ___ATPO DZ::;'::;:IS
Other CT genes : MECOM (DC)

CYCs  NBEAL2 (EVI1)
GPIBA SALL4

GP1BB RBMEA

MYH9  MASTL/ACBDS

HOXA11

DDX41 @

SAMDSYL

| STIMT
= Fanconi anemia (FA)
Immunodeficiency
= Qo
FAN
PRF1 DNAJC21 @ RPS27 ICC FANCA
SBDS SRP72 RPL35A
Rl (@EED FANCG
ELANE
Other DBA genes : RPS19 Other rare FA genes :
RPS10 RPL1S RPL31
HAX1 : Rest7 ReLz3 ReLse FANGE FANGPISOE
FANCQ/ERCCA
= CSF3R Lk RESGURECS ReRE S0k RRS26 FANCD1/BRCA2  FANCR/RADS1
Congenital FANCL FANCS/BRCA1
2 FANCI FANCV/REV?
neutrope'“a FANCT/UBE2T FANCN/PALB2
(CN) Di d-Blackfan ia (DBA) FanERERC
Erythroblastopenia

Figura 2. Representacidn integrada de los sindromes de insuficiencia medular donde se muestran algunas
de las entidades genéticamente definidas®’.

1.3.1. Neoplasias hematoldgicas con predisposicidon en linea germinal sin alteraciones
plaquetares previas o disfuncién organica

Sindrome de predisposicion germinal con alteracion en DDX41 (variante germinal en
DDX41) (OMIM #616871)

Caracteristicas biologicas:

DDX41 es un gen supresor de tumores ubicado en el brazo largo del cromosoma 5
(5935) y codifica para una helicasa de RNA, DEAD-box. Aunque su funcidén no es bien
conocida, se cree que forma parte del complejo del espliceosoma y que estd implicado
en la inmunidad innata y la diferenciacion y maduracién de progenitores
hematopoyéticos'®*®. Mas del 60 % de los pacientes con alteraciones germinales en
DDX41 presentan mutaciones con pérdida de funcién (nonsense, frameshift, splicing o
afectacion del codén de inicio), siendo las mas frecuentes las variantes p.M1? vy
p.D140fs>>%%. Estas mutaciones en linea germinal predisponen a la aparicion de hits
somaticos en el alelo sano del mismo gen, confiriendo asi una mayor ventaja
proliferativa a la célula. De este modo, la mayoria de los pacientes (50-70%) presentan
una segunda variante en el gen DDX41, especialmente en el hotspot p.R52536585961.62

11
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De hecho, para algunos autores, la adquisicion de una variante patogénica somatica en
DDX41 es un criterio de patogenicidad para la interpretacion de variantes de la linea
germinal®V%2, Es interesante mencionar que el 80% de las variantes deletéreas en DDX41
detectadas en neoplasias mieloides son de origen germinal®.

Caracteristicas clinicas:

Este sindrome, con un patrén de herencia autosémico dominante, se estima que
representa entre un 2-3% de todos los SMD-LMA, constituyendo el gen de predisposicion
germinal mas frecuentemente detectado en neoplasias hematoldgicas®.
Fenotipicamente, da lugar a un cuadro indolente con una edad media de aparicidon que
suele situarse en la 62-72 década de la vida*®*®2. Los pacientes pueden debutar con
citopenias afios antes del diagndstico de la neoplasia mieloide o permanecer
asintomdaticos®, con un estudio de médula dsea hipo-normocelular y cariotipo
habitualmente normal. Las alteraciones somaticas acompanantes difieren de las
neoplasias mieloides esporadicas, siendo las mutaciones en FLT3 y NPM1 muy
infrecuentes en el caso de la LMA®. Aunque se trata de neoplasias mieloides con alto
riesgo de transformacion a LMA, los resultados clinicos son generalmente
favorables®®®4%> Mds alld de la LMA y el SMD, las mutaciones germinales en DDX41
parecen predisponer a otras neoplasias hematoldgicas, como la leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC), leucemia mieloide crénica (LMC), sindrome
mielodisplasico/mieloproliferativo crénico (SMD/SMPC), neoplasias linfoproliferativas y
neoplasias ho hematopoyéticas®®4, La penetrancia estimada de este sindrome es del
50% a lo largo de la vida del individuo portador, siendo el riesgo despreciable antes de
los 40 afios. No obstante, éste se incrementa a partir de esa edad hasta alcanzar el 25%
y 50% con 70 y 90 afios, respectivamente®. De manera que aln no se comprende, los
hombres presentan una penetrancia hasta 4 veces mayor que las mujeres®®. La edad
tardia de inicio, la penetrancia incompleta y la ausencia de antecedentes familiares,
hasta en el 70% de los casos, dificultan el reconocimiento de este sindrome de
predisposicion germinal3¢4,

LMA familiar asociada a CEBPA (variante germinal en CEBPA) (OMIM #601626)

Caracteristicas biologicas:

CEBPA es un gen de un unico exdn localizado en el brazo largo del cromosoma 19
(19913) que codifica para un factor de transcripcion implicado en la diferenciacion
mieloide>®®7, Un 10-15% de las LMA esporédicas presentan mutaciones somaticas en
CEBPA y se acompafian habitualmente de un cariotipo normal®®®, La mayoria de las
mutaciones monoalélicas de origen somatico se localizan en el dominio bZIP en la region
C-terminal del gen (sobre todo variantes missense o inserciones/deleciones de tipo
inframe). Ademas, las LMA esporadicas pueden presentar también mutaciones bialélicas
en este gen, generalmente combinando mutaciones en el extremo C-terminal con otras
en el N-terminal®®. Estas LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA son consideradas una
entidad molecular independiente por estar asociadas a un prondstico favorable®-%567,

Por su parte, la mayoria de las mutaciones de origen germinal descritas hasta la
fecha se encuentran en el extremo N-terminal, son de tipo frameshift®®® y se
acompafian frecuentemente de otra mutacién somatica en el dominio bZIP, siendo por
tanto bialélicas y de prondstico favorable. No obstante, también se han descrito
mutaciones germinales en el extremo C-terminal®®. Estas leucemias familiares se
caracterizan por presentar un mecanismo de progresién de enfermedad singular, con
aparicién de clones leucémicos nuevos e independientes en cada recurrencia®.
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Caracteristicas clinicas:

La primera familia afecta de LMA portadora de alteraciones germinales en CEBPA se
describié en 2004> . Actualmente, segun los datos reportados, estas LMA familiares
suponen aproximadamente el 5-10% del total de LMA con mutacién en CEBPA®%70 | as
mutaciones en este gen predisponen a LMA casi siempre antes de los 40 afios sin un
fenotipo clinico de sospecha y con un patrén de herencia autosémico dominante®®’,
Aunque el nimero de casos publicados es todavia limitado, parece que las variantes
germinales localizadas en el extremo N-terminal presentan una penetrancia muy alta
(90%) comparado con las que se encuentran en el extremo C-terminal (50%)%°.

Sindrome de Li-Fraumeni (variante germinal en TP53) (OMIM #151623)

Caracteristicas bioldgicas:

El sindrome de Li-Fraumeni (SLF) es un trastorno hereditario causado por
mutaciones germinales en TP53, el gen supresor de tumores por excelencia, localizado
en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13)’*7%. TP53 codifica para un factor de
transcripcion (p53) encargado de proteger a la célula ante procesos de estrés, cuya
pérdida de funcién ocasiona la inestabilidad génica caracteristica de este sindrome. En
la médula dsea, TP53 se expresa en las células madre hematopoyéticas, donde es
esencial para mantenerlas en estado quiescente y para su autorrenovacion e integridad
gendmica®®. Las alteraciones somaticas en TP53 han sido bien descritas en diferentes
neoplasias hematoldgicas, a menudo asociadas con cariotipo complejo, mal pronédstico
y resistencia al tratamiento. De igual forma, los pacientes con alteraciones en TP53 de
origen germinal suelen tener respuestas cortas al tratamiento y un prondstico
ominoso’®, Las mutaciones germinales de tipo missense son las mas frecuentes en este
sindrome y representan aproximadamente el 70% del total de variantes, apareciendo de
novo en el 10-20% de los casos’>”’’. Distintos autores han descrito una correlacion
genotipo-fenotipo, ya que el tipo de mutacién y su efecto sobre p53 parecen influir en
la penetrancia, el tipo de cancer, la edad de debut y el riesgo de segundas neoplasias3®76
8 En este sentido, Bougeard et al. sugieren la distincién de varios tipos de alteraciones
en funcién de su repercusion clinica. Las mas graves serian las mutaciones missense
dominante negativas, que parecen asociarse a un debut mas temprano y representan las
alteraciones predominantes en portadores que desarrollan cancer infantil. Las
alteraciones menos graves corresponderian a mutaciones de pérdida de funcién, con un
debut mas tardio y detectadas predominantemente en portadores que desarrollan el
cancer en la edad adulta. Por su parte, las mutaciones de tipo missense no dominante
negativas definirian un subtipo intermedio en términos de gravedad clinica’®.

Caracteristicas clinicas:

El SLF, descrito por primera vez en 1969 por Frederick P. Li y Joseph F. Fraumeni
Jr.”47% es uno de los sindromes de predisposicidn al cdncer més agresivos que existen,
caracterizado por un elevado riesgo de tumores, tanto sélidos como hematoldgicos, con
una edad media de aparicion del primer tumor a los 25 afios y un patrén de herencia
autosémico dominante’*737578 pPor este motivo, las Gltimas clasificaciones de la OMS'y
la ICC lo han incorporado dentro de las neoplasias mieloides con predisposicion
germinal®>°®, Abarca un amplio abanico de tumores, entre los que se incluyen sarcomas
de tejido blando, osteosarcomas, cancer de mama pre-menopdausico, tumor cerebral y
carcinoma adrenocortical (también conocidos como core cancers); ademas de otros
como leucemias, linfomas, cancer de pulmén, ovario, gastrointestinal vy
piel’L727476788081 En 2001, se propusieron una serie de criterios para identificar a
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individuos candidatos a realizarse un test genético para TP53, que fueron revisados
posteriormente en 2008 y 2009 (Tabla 4)’%828%, La incidencia de las leucemias en el SLF
es del 2-4%, con una media de aparicion de 12 afios, y donde encontramos
principalmente Leucemia Aguda Linfoblastica de estirpe B (LLA-B) hipodiploide vy
neoplasias mieloides relacionadas con la terapia3®737478818586

Tabla 4. Criterios Chompret 2009 para el screening de mutaciones germinales en TP53.

Probando con un tumor asociado a SLF (cancer de mama

premenopausico, sarcoma de tejido blando, osteosarcoma, tumor

cerebral, leucemia, carcinoma adrenocortical, cancer pulmonar
| bronquioalveolar) antes de los 46 afios.

Y, al menos, un familiar de primer o segundo grado con un tumor
asociado a SLF (excepto cancer de mama si el probando tiene cancer
de mama) antes de los 56 afios, o con multiples tumores.

Probando con multiples tumores (excepto tumores multiples de
1 mama), dos de los cuales sean tumores asociados a SLF, y el primero
de ellos haya aparecido antes de los 46 afios.

Cualquier paciente diagnosticado de carcinoma adrenocortical o

1] . . . . .
tumor del plexo coroideo independientemente de la historia familiar.

Adaptada de Tinat et al.8%. SLF: Sindrome de Li Fraumeni.

1.3.2. Neoplasias hematolégicas con predisposicion en linea germinal y alteraciones
plaquetares previas

Trastorno plaquetar familiar asociado a neoplasia mieloide (variante germinal en RUNX1)
(OMIM #601399)

Caracteristicas bioldgicas:

El gen RUNX1 codifica un factor de transcripcion implicado en la hematopoyesis y se
encuentra localizado en el cromosoma 21 (21g22). Su papel en la leucemia aguda, en
concreto en la LMA, es bien conocido; encontrandose mutaciones somaticas de forma
relativamente frecuente distribuidas a lo largo del gen, pudiendo ser bialélicas y
acompafiandose de un prondstico adverso. Por otra parte, cuando este gen reordena
con RUNX1T1, conforma una entidad propia dentro del grupo de “LMA con alteraciones
genéticas recurrentes”: el reordenamiento RUNX1::RUNX1T1, fruto de una translocacién
t(8;21), confiere buen prondstico y aparece en el 1-5% de todas las LMA del adulto, sobre
todo en pacientes jovenes>¥,

En cuanto a las alteraciones de RUNX1 en linea germinal, fueron descritas por
primera vez en 19997#8 y, en general, se considera que la mayoria de ellas resultan en su
pérdida de funcidn. Aunque las variantes patogénicas mas frecuentes descritas hasta la
fecha son deleciones del gen completo®, también se han reportado cambios en el
numero de copias (CNVs) y cambios de un Unico nucleétido (SNVs) de tipo nonsense,
pequefias inserciones/deleciones (indels), frameshift, del splicing y missense. Estas
ultimas, cuando son patogénicas/probablemente patogénicas, se encuentran dentro del
dominio RUNT®. Dado que RUNX1 interviene en la hematopoyesis y, concretamente, en
la megacariopoyesis, su haploinsuficiencia puede contribuir a defectos en la produccion
y funcion plaquetar. Ademas, predispone a la adquisicion de segundas mutaciones
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necesarias para el desarrollo de neoplasias mieloides, siendo frecuentes las mutaciones
somaticas en el segundo alelo de RUNX1733%°,

Caracteristicas clinicas:

El trastorno plaquetar familiar con predisposicidn a leucemia mieloide aguda
(Familial Platelet Disorder with AML predisposition, FPD/AML) es un trastorno
autosdmico dominante caracterizado por defectos plaquetares cualitativos vy
cuantitativos, junto a predisposicion para desarrollar neoplasias hematoldgicas,
principalmente de estirpe mieloide’**%%° Supone un 3% de las trombocitopenias
hereditarias®. La mayoria de los pacientes con FPD/AML tienen un fenotipo
caracteristico que incluye trombocitopenia leve-moderada con plaquetas de tamafio
normal, defectos de secrecion de granulos densos y deterioro de la agregacién
plaguetaria, particularmente en respuesta a coldgeno y epinefrina®. No obstante, a
pesar de su nombre, la trombocitopenia no es necesaria para el diagndstico de FPD/AML,
ya que algunos pacientes debutan directamente con neoplasias mieloides sin haber
presentado previamente defectos plaquetares33. Aproximadamente, el 20-60% de los
portadores de variantes patogénicas germinales en RUNX1 desarrollaran a lo largo de su
vida una neoplasia mieloide3*®°, con una latencia relativamente larga: edad promedio al
diagndstico, 33 afios (rango: 6-76 afios)*°. Ademas, estos individuos también tienen un
riesgo aumentado de desarrollar LLA y otras neoplasias malignas de célula B.

Trombocitopenia-2 (variante germinal en ANKRD26) (OMIM #188000)

Caracteristicas bioldgicas:

El gen ANKRD26, localizado en el brazo corto del cromosoma 10 (10p12), participa
en diferentes vias de sefializacién de quinasas, especialmente la via MAPK/ERK. Las
mutaciones germinales en la regién reguladora 5°UTR de ANKRD26 son responsables de
la desregulacién de su expresidn en los megacariocitos, provocando su incremento y, en
consecuencia, una hiperactivacion de ERK. Este efecto es posiblemente uno de los
mecanismos causantes de la trombocitopenia. Ademas, este incremento de sefiales
sobre los progenitores hematopoyéticos podria contribuir al desarrollo de una neoplasia
mieloide®%4,

Caracteristicas clinicas:

La trombocitopenia-2 se caracteriza por presentar un patron de herencia
autosdmico dominante, trombocitopenia moderada, reduccidn de granulos plaquetares
alfa, agregacion plaquetar in vitro normal, volumen plaquetar normal y predisposicidn a
leucemia aguda. Diferentes estudios en médula ésea sugieren que la trombocitopenia,
casi siempre presente, parece proceder de una dismegacariopoyesis subyacente®1%%,
Este trastorno comprende aproximadamente el 18% de las trombocitopenias
hereditarias®, con una penetrancia incompleta para la transformacién clonal. Hasta la
fecha, se ha descrito que en torno a un 8% de los pacientes desarrollard una neoplasia
mieloide a una edad media entre 30-70 afios'*®!, lo que sugiere que otros factores
genéticos o ambientales todavia desconocidos podrian contribuir a ello®,

Trombocitopenia-5 (variante germinal en ETV6) (OMIM #616216)

Caracteristicas bioldgicas:

ETV6 (antes conocido como TEL), localizado en el brazo corto del cromosoma 12
(12p13), es un gen que codifica un factor de transcripcion que participa en la

15



Introduccion

hematopoyesis, particularmente en la trombopoyesis?333497  Se han descrito

multiples alteraciones citogenéticas y moleculares somaticas que implican a este gen en
diferentes neoplasias hematolégicas®*. La mayoria de las mutaciones descritas conllevan
una pérdida de funcidon del gen ETV6, consiguiendo asi disminuir su funcién represora 'y
alterando, entre otras cosas, la maduracién del megacariocito®®3134. Gran parte de las
mutaciones de origen germinal son variantes de tipo missense y ocurren en el dominio
de unidn al DNA de la proteina, aunque también se han descrito deleciones. Todo ello se
traduce en una disminucién de la expresidn de genes vitales para la formacién
plaquetar® y una predisposicidn a la leucemogénesis!®34°>,

Caracteristicas clinicas:

La trombocitopenia-5 tiene una transmisidon autosémica dominante con una
penetrancia para la trombocitopenia, habitualmente de cardcter moderado, de
practicamente el 100% de los pacientes®™. La trombocitopenia-5 engloba el 5% de las
trombocitopenias hereditarias®®. Estos pacientes presentan dismegacariopoyesis en el
aspirado de médula dsea, asi como plaquetas de tamafio normal, y la morfologia del
resto de linajes hematopoyéticos en sangre periférica no difiere de las de sujetos no
portadores®. Se ha descrito un riesgo de transformacién clonal en el 30% de los
pacientes, siendo la neoplasia mas frecuente la LLA-B, reportada en 2/3 de los casos;
aunque también se han descrito otras como SMD, LMA e incluso predisposicién a
tumores sOlidos'*3134°597  No obstante, debido al limitado numero de familias
reportadas hasta la fecha, esta ultima asociacion debe ser dilucidada en series de
pacientes mds extensas3*. En el estudio realizado por Moriyama et al. en una serie de
4.405 pacientes pediatricos no seleccionados con LLA, se concluyd que los nifios con
variantes germinales en ETV6 debutaban a una edad mds tardia y que el grupo
citogenético de leucemia hiperdiploide estaba sobrerrepresentado en estos pacientes
en comparacion con los individuos no portadores3..

1.3.3. Neoplasias hematolégicas con predisposicion en linea germinal y potencial
disfuncidén organica

Sindrome de haploinsuficiencia de GATA2 (variante germinal en GATA2) (OMIM #601626,
#614286, #614038, #614172)

Caracteristicas bioldgicas:

GATA2, situado en el brazo largo del cromosoma 3 (3g21), es un factor de
transcripcidon que interviene en la regulacion de la hematopoyesis; por lo que las
alteraciones genéticas que interfieren en su expresion son criticas para desencadenar la
leucemogénesis, principalmente en linea mieloide®1%, Este gen contiene un dominio
conservado de unidn al DNA compuesto por dos dedos de Zinc (ZF1 y ZF2). En linea
somatica, las mutaciones son tipicamente de tipo missense localizadas en el dominio ZF1
o pequenias inserciones/deleciones inframe en el extremo C-terminal de la proteina. Es
interesante mencionar la frecuente asociacion de variantes somaticas en GATA2 con
mutaciones sométicas en el gen CEBPA, tanto monoalélicas como bialélicas®*1%, En
linea germinal, en cambio, las variantes se localizan principalmente en el dominio ZF2.
En este caso las variantes inactivantes (nulas) o de pérdida de funcidn (LoF, del inglés:
Loss of Function) representan la mayor parte de las alteraciones patogénicas. Aunque la
mayoria son de tipo nonsense, frameshift, alteraciones en el splicing o deleciones,
también hay variantes de pérdida de funcién de tipo missense'®*1%>, Ademds, también
se han reportado en GATA2 variantes sindnimas e intrénicas profundas'®1%, Alrededor
de dos tercios de las variantes de origen germinal surgen de novo, mientras que el otro
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tercio de los casos se heredan mediante un patrén autosémico dominante®1°, Aunque
es conocido el papel de las mutaciones en GATA2 en el desarrollo de neoplasias
mieloides, por si solas son insuficientes. Por este motivo, se asocian recurrentemente a
alteraciones citogenéticas y moleculares que actian como desencadenante de la
evolucion de la enfermedad. Las alteraciones citogenéticas mas frecuentes son las
alteraciones del cromosoma 7 y la trisomia del cromosoma 83>10910% | 35 mutaciones
somaticas mas frecuentes que colaboran en la transformacidn son las del gen ASXL1, que
se encuentran en un tercio de los casos*'.

Caracteristicas clinicas:

Este sindrome cursa con una presentacidon muy variable (Figura 3)1127114 En 2011,
diversas manifestaciones clinicas fueron englobadas bajo una misma denominacion
para describir una entidad genética comdn conocida como Sindrome de
haploinsuficiencia de GATA2, con un patrén de herencia autosémico dominante. Las
principales caracteristicas clinicas de este cuadro se detallan a continuacion:

1. Presentacién hematolégica: de acuerdo con Wlodarski et al., la penetrancia de
neoplasias mieloides se estima en el 75% de portadores de mutaciones en GATA2%,
siendo la mas frecuente el SMD con alto riesgo de progresion a LMA o leucemia
mielomonocitica crénica (LMMC), aunque una pequefia proporcion de pacientes
presenta directamente LMA3®, En cuanto a los pacientes de edad pediatrica, un
estudio del European Working Group of Myelodysplastic Syndrome in children and
adolescents (EWOG-MDS), que incluyd 426 pacientes, concluyé que hasta un 7% de
los SMD infantiles incluidos presentaba variantes de origen germinal en GATA2
(aumentando a 15% si el SMD era de alto riesgo)®®1>116 Otras enfermedades
hematoldgicas reportadas en pacientes con haploinsuficiencia de GATA2 son:
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielomonocitica juvenil, aplasia medular y
mielofibrosis®’.

2. Inmunodeficiencia:

*DCML (del inglés: déficit de células dendriticas, monocitos, linfocitos B y
linfocitos NK): estos pacientes suelen presentar infecciones virales diseminadas,
siendo el patégeno viral mas frecuente el virus del papiloma humano (VPH), con los
consiguientes condilomas anogenitales y su posible evolucién a neoplasia
maligna®&11,

*Sindrome de MonoMAC (del inglés: monocitopenia con infeccidon por
Mycobacterium avium complex): en estos pacientes también existe riesgo de
infecciones fungicas diseminadas, asi como susceptibilidad a micobacterias no
tuberculosas'®*!®, Aunque la edad media de aparicién de las manifestaciones
inmuno-hematoldgicas es la 22-32 década de vida'®'?, el debut de estas puede ser
muy variable: algunos pacientes presentan en la infancia temprana citopenias,
inmunodeficiencia e hipocelularidad medular; mientras que otros desarrollan
directamente SMD en la edad adulta.

3. Sindrome de Emberger: consiste en la asociacién de linfedema primario (presente
en el 10-20% de los pacientes con déficit de GATA2) y LMA/SMD con o sin hipoacusia
neurosensorial'%41%9,

4. Presentacidn pulmonar: es un hallazgo comun, presente hasta en el 50% de los
pacientes, que conlleva un deterioro pulmonar progresivo con defectos
ventilatorios, de difusién y con enfermedad tanto clinica como radioldgica. La
proteinosis alveolar pulmonar es uno de los cuadros mas tipicos en estos pacientes,
y se acompafia habitualmente de un patrédn ventilatorio restrictivo, asi como
hipertensién pulmonar®121,
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5. Diversos hallazgos dismérficos: sindactilia, hipotelorismo, pliegues epicanticos,
trastorno del comportamiento y malformaciones urogenitales, entre otros>>118,
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Figura 3. Presentacidn clinica del Sindrome de haploinsuficiencia de GATA2'%2,

HPV: virus del papiloma humano (del inglés, Human Papillomavirus); MDS: sindrome mielodisplasico (del
inglés, Myelodysplastic Syndrome); AML: leucemia mieloide aguda (del inglés, Acute Myeloid Leukemia),
CMML: leucemia mielomonocitica crénica (del inglés, Chronic Myelomonocytic Leukemia).

Sindrome de MIRAGE (OMIM #617053) /ataxia-pancitopenia (OMIM #159550) /neoplasia
hematoldgica con alteracion en SAMDY9/SAMDAIL (variante germinal en SAMD9/SAMD3IL)
(OMIM #619041, #252270)

Caracteristicas bioldgicas:

SAMDS y su paralogo SAMDS9-like (SAMDSIL) son dos genes compuestos por un Unico
exon, yuxtapuestos en el cromosoma 7 (7921), que codifican proteinas citoplasmaticas
que regulan la proliferacién celular. Comparten una secuencia de aminodcidos del 60%
y probablemente se originaron a partir de la duplicacion de un gen ancestral comin37:18,
En estos genes, se han descrito tanto variantes de ganancia de funcién (GoF) como de
pérdida de funcién (LoF).

Variantes con GoF: hasta la fecha, las mutaciones de linea germinal que se han
reportado en SAMDSY/9L son mayoritariamente de tipo missense, se localizan en el
extremo C-terminal de la proteina y potencian la funcién inhibidora del crecimiento
fisioldgico que tienen estos genes®”'2%; por lo que tienen un efecto de ganancia de
funcidn. Existen varios mecanismos de adaptacidn o reversidn somatica por los que la
célula puede revertir |a alteracion constitucional en SAMD9Y/9L y, de esta forma, escapar
de dichos efectos inhibitorios 3"12* (Figura 4). Estos afectarian al mismo alelo mutado de
SAMDSY/9L (configuracidn cis) con el objetivo de suprimirlo, y pueden ser: adquisicion de

mutaciones neutralizantes, pérdida de heterozigosidad o deleciones del cromosoma 7.
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En el caso de que ocurran deleciones en el cromosoma 7, la haploinsuficiencia en genes
como EZH2 o CUX1 podria facilitar la transformacién a neoplasias mieloides®’. Ademas,
en algunos pacientes, se pueden generar mutaciones somadticas driver adicionales claves
para la transformacién a SMD/LMA*, Las variantes de ganancia de funcién en
SAMDS9/9L suelen presentarse en pacientes pediatricos con sindromes de fallo medular
y con citopenia refractaria de la infancia, que se asocian predominantemente con un
fenotipo de médula dsea hipocelular, lo que es un rasgo distintivo de los SMD
pediatricos.

Variantes con LoF: cuando las alteraciones constitucionales en SAMDS/9L son de
pérdida de funcidn en lugar de GoF, pueden presentarse como SMD del adulto,
habiéndose descrito en el 3% de los casos. En este escenario, aumenta la proliferacion
celular (médula ésea hipercelular), no se han descrito mecanismos de reversidn
somatica y el SMD progresa por la adquisicion secuencial de hits secundarios?®. Esto
contrasta con la médula hipocelular tipica en nifios con SMD y sugiere una fisiopatologia
distinta del SMD en nifios y adultos'?.

Caracteristicas clinicas:

Las mutaciones en SAMDS9 se asociaron inicialmente al sindrome de aparicién
temprana MIRAGE (del inglés: mielodisplasia, infecciones, restriccion del crecimiento,
hipoplasia suprarrenal, alteraciones genitales y enteropatia). Por otra parte, las
mutaciones en SAMDOIL se describieron originalmente en familias con un deterioro
neurolégico progresivo, citopenias multilinea e insuficiencia medular (sindrome de
ataxia-pancitopenia). No obstante, gracias al creciente niUmero de variantes descritas,
hoy se sabe que estos fenotipos considerados previamente como especificos de genes
pueden manifestarse con ambos genotipos®’. Ademds, la existencia de variantes
germinales en estos genes puede desencadenar la aparicién de distintos cuadros
hematolégicos como Unica manifestacién clinica, como SMD y LMA con monosomia del
cromosoma 724, El patrdn de herencia es autosémico dominante para cada una de las
entidades mencionadas. Por ultimo, cabe resaltar la necesidad de descartar variantes
de origen germinal tanto en GATA2 como en SAMDY/SAMD3IL en pacientes con SMD y
alteraciones en el cromosoma 7, sobre todo si aparecen en edad pediatrica'®.
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Figura 4. Mecanismos de adaptacién de SAMD9/9L.

Figura adaptada de Davidsson et al.?’. GoF: ganancia de funcién (del inglés, Gain of Function); LoF:
pérdida de funcion (del inglés, Loss of Function); UPD: disomia uniparental (del inglés, Uniparental
Disomy).

Sindrome de insuficiencia medular: Anemia de Fanconi (OMIM #227650, #227645,
#614082)

Caracteristicas bioldgicas:

Durante las ultimas tres décadas, se han investigado activamente los genes
responsables de la Anemia de Fanconi (AF) y el papel que desempefian sus proteinas en
la regulacion de la reparacion del DNA. Hasta la fecha, se han descubierto hasta 23 genes
cuyas mutaciones provocan AF. Los mds frecuentemente involucrados en esta
enfermedad son FANCA, localizado en 16G2412?%, FANCC en 9922'% y FANCG en 9p13!%,
que engloban aproximadamente el 85% de todas las mutaciones descritas’®. La
frecuencia de portadores de AF es de 0,5% en la poblacidn general de Norteamérica y
de 1% en Israel**’, aunque existen poblaciones especificas con una mayor frecuencia de
portadores, como ocurre con los judios asquenazi*3t132,

El andlisis de mutaciones en FANCA de pacientes espafioles con AF que realizé M
Castella et al. revelé un amplio espectro de variantes patogénicas en este gen, donde
las pequefias deleciones e inserciones fueron comunes. Ademas, como en muchas otras
poblaciones, se observd una proporcidon considerable de grandes deleciones
intragénicas (15,4%)'%. Por otra parte, cabe destacar que, de acuerdo con la base de
datos internacional de mutaciones de la AF, aproximadamente una cuarta parte de las
variantes patogénicas en FANCA son de tipo missense y estan distribuidas a lo largo de
todo el gen.

Por ultimo, afadir que, a la hora de realizar el diagndstico de este sindrome, hay
que tener en cuenta que estos pacientes pueden presentar mosaicismo somdtico en
tejido hematopoyético como mecanismo de supervivencia celular. Esto puede ocurrir
tras la aparicion de nuevas mutaciones puntuales o reversion espontanea de las
mutaciones heredadas* 129134135 | 3 reversion somatica es importante desde el punto
de vista clinico, ya que se pueden obtener resultados falsamente negativos al realizar el
test de fragilidad cromosémica en linfocitos de sangre periférica. Por este motivo, si la
sospecha de AF es alta, el estudio debe realizarse en una muestra de origen germinal,
como cultivo de fibroblastos cutdneos.

Caracteristicas clinicas:

En 1927, Guido Fanconi describié la entidad hematolégica que lleva su nombre: la
Anemia de Fanconi o anemia perniciosiforme infantil familiar, también conocida con el
nombre de panmielopatia familiar. La describié en tres hermanos con diferentes
malformaciones congénitas, astenia, infecciones de repeticiéon y sangrados!3®. Mas
tarde, entre 1964 y 1976 Schroeder et al. pudieron comprobar que se debia a anomalias
cromosdmicas y reconocieron su herencia autonémica recesiva'®. Schuler et al. en 1969
incorporaron al diagndstico la provocacién de fragilidad cromosdmica con la exposicion
a agentes alquilantes'®®, y Auerbach, en 1985, llegd a establecer el diagndstico
prenatal!®. El modo de herencia de la enfermedad es autosémico recesivo, con la
excepcion de la AF causada por FANCB, que estd ligada al cromosoma X' y la AF
causada por FANCR/RAD51%**+142 que es autosémica dominante.

La AF se caracteriza por el desarrollo de insuficiencia medular y predisposicion al
cancer, tanto hematoldgico como sélido (habitualmente carcinoma escamoso de cabeza
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y cuello®), junto a un conjunto de malformaciones congénitas muy variables, que

pueden ofrecer pistas para un diagndstico temprano® 129144145 Entre las
malformaciones, destacan las anomalias en las extremidades, que pueden presentarse
uni- o bilateralmente (generalmente de forma asimétrica), espina bifida y otras
anomalias del esqueleto, alteraciones cardiopulmonares, renales, gastrointestinales y
del sistema nervioso central. Ademas, pueden aparecer otras alteraciones organicas
como bajo peso al nacer, talla baja (asociada o no a endocrinopatia), microcefalia y/o
microftalmia, alteraciones de la pigmentacién cutdnea (manchas “café con leche”),
hipoplasia de la eminencia tenar, malformaciones auditivas (con o sin hipoacusia) y
alteraciones de la fertilidad'*. Todas estas malformaciones congénitas son variables,
incluso dentro de una misma familia'?>**, Aproximadamente un tercio de los pacientes
con AF no presentan malformaciones congénitas mayores, por lo que su diagndstico
suele demorarse hasta la aparicion de sintomas de disfuncién hematoldgica'®®. No
obstante, la mayoria de estos niflos si tienen alteraciones en los parametros de
crecimiento, en la pigmentacion de la piel y/o microftalmia, por lo que es necesario
llevar a cabo una evaluacién clinica minuciosa para una deteccién temprana de estos
casos'®,

En cuanto a las alteraciones hematolégicas, ocurren practicamente en el 100% de
los pacientes, con una edad media de aparicion de 7 afios!*14>147.148 Seg(in los datos
reportados en la literatura, la incidencia acumulada de fallo medular y SMD/LMA a los
40 afios es del 50-90% y 20-33%, respectivamente!*31%8, Cabe destacar que es posible el
debut en forma de SMD o LMA sin antecedente de anemia aplasica previa. Por ultimo,
si se plantea realizar un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-
TPH) como tratamiento de las alteraciones hematoldgicas, el acondicionamiento debe
ser de intensidad reducida por la elevada toxicidad que desarrollan estos pacientes y el
riesgo de neoplasias secundarias 129144,

Sindrome de insuficiencia medular: Telomeropatias (OMIM #613989, #127550, #305000)

Caracteristicas bioldgicas:

La secuencia de DNA telomérico consiste en una serie de repeticiones en tandem
de 6 nucledtidos: TTAGGG, que se extiende a lo largo de miles de bases en los extremos
de los cromosomas, con una longitud promedio de 10 kb en la sangre de cordén
umbilical de un humano recién nacido!#%**°, Este DNA telomérico esta protegido por un
grupo especializado de proteinas llamadas de forma conjunta shelterina (Figura 5). La
combinacion de los componentes de shelterina intactos y una longitud telomérica lo
suficientemente larga son esenciales para proteger al extremo del cromosoma del dafio
al DNA, degradacion de éste o participacion en eventos de recombinacién o fusion del
genoma que lo desestabilizan®™'*2, Otro complejo relevante conocido como CST
también forma parte de la maquinaria del telémero (Figura 5)%°>1>4,

La telomerasa es la polimerasa de DNA encargada de sintetizar nuevas secuencias
de teldmero en los extremos de los cromosomas y consta de dos componentes
conservados: la proteina central de la telomerasa (TERT) que contiene el dominio
transcriptasa inversa, y un componente esencial de RNA, TR (también conocido como
TERC), que se une con TERT y proporciona el molde para la sintesis de la secuencia
telomérica *>72°8 (Figura 5). Se cree que la holoenzima de la telomerasa se ensambla en
el cuerpo de Cajal, donde TERT y TR forman un complejo de enzima ribonucleo-
proteinica®®. Aunque TERT y TR son suficientes para generar actividad enzimatica in
vitro, la telomerasa depende de otras proteinas para su ensamblaje, transporte y
regulacién®. Uno de estos componentes accesorios es la proteina disquerina®®® (Figura
5). Las mutaciones germinales en la telomerasa y resto de genes responsables del
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mantenimiento de los telémeros causan un subconjunto de sindromes de acortamiento
de telémeros.

Telomerase
assembly in
Cajal body

Telomerase holoenzyme

Telomeric DNA Template

TAGGGTTA! 3¢ 2 A L J3GGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

AAT-5' < m— Telomere

elongation
% [~ CST complex

Figura 5. Telomerasa y otros componentes del telémero involucrados en los
sindromes de acortamiento de telémeros*®®.

El modo de herencia puede variar entre los distintos genes, habiéndose descrito
tanto transmisidon autosémica dominante (TERT), autosdmica recesiva (CTC1), como
recesiva ligada al cromosoma X (DKC1)'!. Por otra parte, en algunas familias, se han
descrito mecanismos de anticipacion genética, penetrancia incompleta y reversién
genética de tipo somatico!®%163,

Caracteristicas clinicas:

El sindrome del acortamiento de teldmeros es el sindrome de envejecimiento
prematuro mdas comun y engloba diversos cuadros clinicos que pueden desarrollarse a
cualquier edad. Ademds, puede existir afectacion de mdltiples 6rganos
simultdneamente, aunque alguna presentacidn clinica predomine sobre las demé&s?®.,
Los adultos jévenes pueden presentar fenotipos degenerativos en tejidos con alta tasa
de renovacidn, como inmunodeficiencia, anemia apldsica y enfermedades
gastrointestinales. Por su parte, los nifios pueden desarrollar la triada caracteristica de
la disqueratosis congénita, que fue el primer cuadro clinico asociado a las alteraciones
genéticas de la telomerasa y su mantenimiento®®®®, y que incluye 3 hallazgos
mucocutaneos: leucoplasia oral, distrofia ungueal e hiperpigmentacién cutanea.

Los individuos con fibrosis pulmonar idiopatica (FPl), anemia aplasica o
disqueratosis congénita aparentemente aisladas a menudo tienen alteraciones
subclinicas concurrentes en otros drganos. Por ejemplo, los pacientes con FPI, que es la
presentacién mas frecuente en la edad adulta®®, tienen un mayor riesgo de desarrollar
insuficiencia medular y enfermedad hepatica®®”1%8, De igual modo, los pacientes con
aplasia medular y afectacion germinal de la maquinaria del telémero tienen mas riesgo
de presentar FPI al exponerse a drogas neumo-téxicas!®’. El hecho de que tanto la
anemia apldsica como la FPI compartan una potencial causa genética ha permitido unir
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dos entidades clinicas que antes se consideraban diferentes y definir un sindrome
complejo reconocible que se manifiesta principalmente en adultos, y que se diferencia
de la cldsica disqueratosis congénita, presente en menos del 5% de los individuos
afectados por este sindrome6.166,

El cadncer parece una complicacién relativamente poco frecuente en pacientes con
acortamiento de teldmeros, y afecta aproximadamente al 10-20% de los mismos, siendo
el SMD la neoplasia mas frecuente!®®'71, Sin embargo, los estudios sobre céncer en
pacientes con telomeropatias se han realizado mayoritariamente en pacientes
pediatricos con disqueratosis congénital’®’>173  Recientemente, Schratz et al. han
publicado una serie de 180 individuos con una edad media de 50 afios (rango: 1-81
afios), reportando una incidencia de neoplasias mieloides del 16% en individuos >50
afios’?.

Sindrome de insuficiencia medular: Neutropenia Severa Congénita (OMIM #202700)

Caracteristicas bioldgicas:

El gen mas frecuentemente mutado en la neutropenia congénita es ELANE,
localizado en el cromosoma 19 (19p13)Y417>, Este gen codifica para la elastasa, una
proteina necesaria para que los neutrdfilos puedan llevar a cabo su funcién
inmunitarial’®. Se han descrito mas de 200 mutaciones diferentes distribuidas a lo largo
de todo el gen, en su mayoria de tipo missense'’’~1”°, que pueden favorecer la aparicion
de neutropenia severa congénita, neutropenia ciclica o ambas. Ademas, también se han
descrito mutaciones causantes de neutropenia congénita en otros genes, como HAX10,
CSF3R¥8182 5 G6PC38, entre otros. Algunos de ellos pueden asociar manifestaciones
extrahematoldgicas. La médula dsea de la mayoria de los pacientes revela una
detencién madurativa de la mielopoyesis a nivel del promielocito’.

Caracteristicas clinicas:

La neutropenia congénita engloba un grupo heterogéneo de trastornos
hematoldgicos raros que se asocian a una maduracion alterada de los granulocitos
neutrdfilos y, como consecuencia, un descenso en su nimero absoluto (<500/uL). El
patrén de herencia de estos cuadros varia en funcién del gen: autosémico dominante
en el caso de ELANE o autosémico recesivo en el caso de HAX1 CSF3R y G6PC3'7417%, Se
han descrito 3 categorias principales dentro de este trastorno: neutropenia severa
congénita, neutropenia ciclica y neutropenia idiopatica®®. Los pacientes suelen ser
diagnosticados durante la infancia, debido a la aparicién de fiebre e infecciones
bacterianas recurrentes. El avance mas importante en el tratamiento de esta entidad se
produjo con el desarrollo del factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF)
recombinante®®®, siendo hoy en dia el tratamiento de eleccién. Estos pacientes, ademas,
presentan un riesgo incrementado de desarrollar neoplasias mieloides'’®, lo que ocurre,
mayoritariamente, en aquéllos que adquieren mutaciones somaticas en el gen
CSF3R¥>18 probablemente relacionadas con la administracion crénica de G-CSF. Por
ello, se recomienda una monitorizacion molecular anual para descartar la adquisicién
de hits somaticos en este gen.

Sindrome de insuficiencia medular: Anemia de Blackfan-Diamond (OMIM #105650,
#612561, #613309)

Caracteristicas bioldgicas
La Anemia de Blackfan-Diamond forma parte del grupo de las ribosomopatias®®’; ya
que la mayoria de los casos resultan de mutaciones o deleciones heterocigotas con
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pérdida de funcidn en genes que codifican para las proteinas ribosomales. El gen RPS189,
localizado en el cromosoma 19 (19q13), fue el primer gen asociado a esta
enfermedad?®. Aunque actualmente se han identificado mutaciones en hasta 23 genes
que codifican para una proteina ribosomal®®, la mayoria (>90%) de las mutaciones
(incluyendo las grandes deleciones) ocurren en sélo 6 genes (RPS19, RPL5, RPS26,
RPL11, RPL35A y RPS24)'®. Ademads, segun los datos reportados en la literatura, en
alrededor del 30% de los pacientes, no se encuentra ninguna alteracién causal®%1%,
Finalmente, hay que mencionar que existe un fenotipo de Anemia de Blackfan-
Diamond-like, causado por alteraciones de pérdida de funcidon en GATA1Y192 variantes
bialélicas en ADA2'931%% y variantes de TSR2'%*,

Caracteristicas clinicas

La Anemia de Blackfan-Diamond fue descrita por primera vez por Josephs H. en
1936 y posteriormente refinada por Blackfan y Diamond como una entidad clinica
propia en 1938%, Se trata de una aplasia congénita pura de la serie roja caracterizada
por anemia macrocitica con reticulocitopenia y un patrén de herencia autosémico
dominante®®'%, En su forma clasica, afecta aproximadamente a siete de cada millén
de nacidos vivos y, por lo general, se manifiesta en el primer afio de vida?®. Ademas,
aproximadamente la mitad de los pacientes asocian anomalias congénitas, como
malformaciones craneofaciales, esqueléticas, cardiacas o renales?-2%3, Los pacientes
con este sindrome generalmente presentan niveles elevados de hemoglobina fetal y la
actividad de la adenosin-deaminasa eritrocitaria (eADA) se eleva en el 80-85% de todos
ellos®4205 Estos pacientes tienen, ademads, incrementado el riesgo de desarrollar
cancer. Segun el informe del Registro de Anemia de Blackfan-Diamond publicado por
Vlachos et al., presentan una incidencia acumulada global de aproximadamente el 20%
alos 45 afios: 16% para tumores sélidos y 5% para neoplasias mieloides®®. Actualmente,
cada vez es mds frecuente detectar casos con una presentacion atipica, como el debut
en edades adultas o el hallazgo de “portadores silentes”, que pueden cursar con
macrocitosis sin anemia y/o elevacion de eADA, Por ultimo, cabe destacar la buena
respuesta de estos pacientes al tratamiento con corticoides, habiéndose descrito una
respuesta inicial en el 80% de los casos, aunque sélo la mitad de éstos logran un
mantenimiento con dosis bajas a largo plazo%%7.

Sindrome de insuficiencia medular: Sindrome de Shwachman-Diamond (OMIM #260400)

Caracteristicas bioldgicas

El Sindrome de Shwachman-Diamond es un trastorno de la biogénesis ribosomal,
donde aproximadamente el 90% de los individuos presentan mutaciones bialélicas en el
gen SBDS, localizado el cromosoma 7 (7g11)?%. Aunque aun no se ha establecido
completamente el papel de la proteina SBDS, se cree que desempefa una parte integral
en la maduracion ribosomal, la proliferacién celular y el microambiente
hematopoyético. Las alteraciones citogenéticas son comunes en este sindrome, incluso
en ausencia de neoplasias mieloides. Las mas comunes incluyen del(20)(q11) e
isocromosoma 7q [i(7)(q10)]?%. Estos cambios pueden ser transitorios o persistir con el
tiempo, y es posible que no promuevan una transformacion clonal inminente, aunque
la adquisicion de nuevas alteraciones somaticas podria contribuir el desarrollo de ésta
con el paso del tiempo?121,

Caracteristicas clinicas
El Sindrome de Shwachman-Diamond, también conocido como “sindrome de
Shwachman,” “Sindrome de Shwachman-Bodian,” o “lipomatosis congénita del
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pancreas” presenta una incidencia de 1/76.000?!? y se describié por primera vez en
196413214 Es un trastorno con herencia autosémica recesiva, que se acompafia de
insuficiencia medular, insuficiencia pancreatica exocrina y predisposicion a neoplasias
mieloides. Los pacientes con este sindrome pueden presentar afectacion multiorganica,
habiéndose descrito anomalias esqueléticas, cardiacas, endocrinas, nerviosas, hepaticas
e inmunitarias. Aunque existe importante variabilidad en la expresién de la enfermedad,
incluso entre individuos de la misma familia?*>2%, tanto la insuficiencia medular como
la pancreatica son consideradas como los rasgos clinicos cldsicos mas consistentes de
este sindrome, tal y como se describe en las guias de consenso més recientes?0%:218.219,
La insuficiencia pancreatica exocrina se manifiesta tipicamente en la infancia, aunque
se puede observar cierta mejoria con la edad?°. Ademas de la neutropenia persistente
o intermitente y la mayor susceptibilidad a infecciones, los problemas hematolégicos
también pueden incluir anemia, trombocitopenia y pancitopenia?!¥??!, Aunque existen
datos variables en cuanto a la penetrancia de la progresién clonal, el Registro
Canadiense de Insuficiencia Medular reportd un riesgo del 20% de progresion de la
enfermedad hematoldgica a los 18 afios (transformacion clonal y/o empeoramiento de
citopenias)???, y el Registro Internacional de Neutropenia Congénita Severa reporté un
incremento del riesgo con la edad??.

1.4. DIAGNOSTICO DE LAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS HEREDITARIAS:
QUIEN, DONDE, CUANDO Y COMO

1.4.1. ¢Quién tiene indicacidn de realizarse el estudio genético?

No existen criterios universales sobre a quién debe realizarse un estudio genético en linea
germinal. Las recomendaciones actuales estdn basadas en criterios de expertos?** y de grupos
de trabajo como el Nordic MDS Group o la European Leukemia Net>>>*, En lineas generales, existe
consenso en que se deben valorar los siguientes puntos para llevar a cabo un cribado de
alteraciones germinales:

Historia personal

Aunque el conjunto de NHHs es heterogéneo, en general, todos ellos comparten
algunas caracteristicas que podrian sugerir la presencia de una mutacion subyacente de
caracter germinal®83243,225-228,

1. Edad temprana al debut de la enfermedad hematoldgica, comparado con la
esperada en la poblacién general.

Antecedentes personales de citopenias.

Antecedentes personales de otras formas de cancer.

Rasgos fenotipicos sugestivos de sindromes de fallo medular.

Diagndstico de entidades que estdn relacionadas con NHHs: leucemia
mielomonocitica juvenil o SMD/LMA en nifios o adolescentes.

ukhwn

Sin embargo, es interesante destacar que el debut de una NHH no siempre ocurre a
una edad temprana, por lo que este criterio debe valorarse con cierta flexibilidad y no
utilizarse como un argumento de exclusion. Tal y como puede observarse en la Figura 6,
existen entidades de aparicion tardia, algunas incluso superponibles a las neoplasias
esporadicas.
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Fanconi Anemia

CEBPA

Figura 6. Distribucion de edad al debut de neoplasias hematoldgicas en pacientes portadores
de mutaciones en genes de predisposicion germinal?%,

Historia familiar

Los antecedentes familiares son clave para la identificacion de individuos con
predisposicién a distintos tipos de neoplasias. La Sociedad Americana de Oncologia
Clinica (ASCO) recomienda que los antecedentes minimos adecuados que deben
recogerse en la historia clinica con el objetivo de descartar la presencia de un sindrome
hereditario deben incluir a los familiares de primer (padres, hijos y hermanos) y segundo
grado (abuelos, tios, sobrinos, nietos y medio-hermanos)®. Esta informacion puede ser
recogida en la visita inicial y reevaluada periédicamente. Aunque muchos de los
pacientes no conozcan su historial familiar, pueden interesarse en ella una vez han
superado el estrés del diagndstico, y ser mas capaces de involucrarse activamente en
recopilar esta informacién posteriormente®. Los siguientes antecedentes en otros
miembros de la familia podrian sugerir la presencia de un sindrome familiar de
predisposicidn a neoplasias hematoldgicas 83243,225-228,

1. Citopenias o enfermedades hematoldgicas.
2. Casos de cancer a edad temprana.
3. Rasgos fenotipicos sugestivos de sindromes de fallo medular.

En la Tabla 5 y la Figura 7, se revisan algunos de los rasgos fenotipicos que deben
alarmar al clinico para orientar el diagndstico correcto de estos sindromes??®. Es muy
importante considerar detalles sobre procesos no hematoldgicos tanto en la historia
personal como familiar de los pacientes, ya que las NHHs pueden afectar a multiples
drganos.

Tabla 5. Resumen de rasgos fenotipicos asociados a NHHs.

Sindrome Rasgos fenotipicos

Edad joven al debut del cuadro hematoldgico, citopenias
persistentes inexplicables (>3 meses), periodo prolongado de
citopenia antes del diagnéstico de una neoplasia hematopoyética,
Rasgos generales nivel elevado de hemoglobina fetal, macrocitosis y/o
hipocelularidad inexplicables en la evaluacién de la médula dsea,
monocitopenia inexplicable, reticulocitopenia o infecciones
oportunistas, antecedentes familiares de un sindrome de
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Anemia de
Fanconi

Sindrome de
acortamiento de
telomeros

Haploinsuficiencia
de GATA2

Anemia de
Blackfan-Diamond

Sindrome de
Shwachman-
Diamond

Neutropenia
Severa Congénita

predisposicidon hereditaria en uno o mds familiares de primer o
segundo grado.

Baja estatura, anomalias esqueléticas, microcefalia, retraso en el
desarrollo, anomalias urogenitales, verrugas cutdneas y manchas
en la piel “café con leche”.

Canas prematuras (menores de 30 afios), leucoplasia oral, fibrosis
pulmonar idiopatica, cirrosis criptogénica, citopenias inexplicables
y/o inmunodeficiencia.

Linfedema, monocitopenia, infecciones recurrentes por
micobacterias no tuberculosas, hongos y virus, proteinosis alveolar
pulmonar, verrugas anogenitales.

Anemia macrocitica de inicio temprano, anomalias craneofaciales,
genitourinarias y cardiacas, médula dsea normocelular con
hipoplasia eritroide.

insuficiencia

Anomalias esqueléticas y del neurodesarrollo,

pancredtica exocrina

Fenotipo variado en funcién de la alteracién genética:
inmunodeficiencia, anomalias esqueléticas, retraso del
crecimiento, hipopigmentacién de la piel, infecciones recurrentes,
defectos neuroldgicos.

Adaptado de Mangaonkar et al.?%.

Premature gray hair —

Brain cancer

Breast cancer
TP53

Adrenocortical
carcinoma

— Sarcoma

Congenital
Oral leukoplakia Zzg?:e”s":“’a‘ SRP72
(uncommon)
Immunodeficiency,
Early onsat head opportunistic infections
and neck cancer
. Pulmonary alveolar [ GATA2
Abnormal reticular proteinosis
Telomere skin pigmentation
biology ] (uncommon) Cutaneous or
syndromes ‘ ) anogenital warts
TERT/TERC Pulmonary fibrosis
Emphysema Primary lymphedema
Idiopathic hepatic cirrhosis
Skin cancer
Nail dystrophy (uncommon)
Early onset
anogenital cancer
) RUNX1,
Thrombocytopenia } ETV6 ANKRD26

Figura 7. Recopilacién de rasgos fenotipicos asociados a algunas NHHs
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Hallazgos incidentales en los estudios somaticos

Aunque la historia clinica personal y/o familiar de antecedentes relacionados con
NHHs es de gran ayuda cuando estd presente, no es infrecuente que el fenotipo clinico
sea criptico, lo que ocurre en aproximadamente el 40% de los casos®4%*°, Por ello, es
necesaria una tercera herramienta para poder llevar a cabo un buen cribado de la
predisposiciéon genética a este tipo de neoplasias.

Actualmente, las unidades de diagnéstico clinico disponen de estrategias de
secuenciacién masiva para el analisis simultaneo de los principales genes implicados en
la tumorigénesis y el prondstico de las neoplasias hematoldgicas. Aunque estos paneles
de NGS estdn destinados a identificar mutaciones adquiridas, inevitablemente también
interrogan el genoma germinal de un individuo; por lo que pueden detectar
incidentalmente una variante germinal potencialmente causante de su neoplasia
hematoldgica®®°°. Por ello, tras el anélisis molecular somético, es importante determinar
en qué casos se deben ampliar el estudio para descartar un origen germinal.

Idealmente, las variantes de origen germinal tienen una frecuencia alélica (del inglés
Variant Allele Frequency, VAF) del 50% si estan en heterocigosis o del 100% si se
encuentran en homocigosis. No obstante, una VAF distinta a estas cifras no debe ser un
criterio de exclusion para descartar una NHH, ya que existen determinadas alteraciones,
como los mosaicismos, la disomia uniparental, la pérdida de heterocigosidad, los
cambios en el numero de copias, los reordenamientos estructurales, las
inserciones/deleciones o los artefactos en la secuencia, que podrian sesgar la frecuencia
alélica real de la variante a estudio®?%°, Por lo tanto, ante los siguientes hallazgos, se
deberia descartar un origen germinal:

1. Variantes patogénicas o probablemente patogénicas, detectadas en el analisis
somatico con VAF>30%, en genes tipicos de NHHs, como, por ejemplo: DDX41,
CEBPA, TP53, RUNX1, ANKRD26, ETV6, GATA2, SAMD9, SAMDIL vy
PTPN116’8’28’32’43’50’225’227.

2. Variantes patogénicas o probablemente patogénicas en genes tipicos de NHHs con
una VAF>30% detectadas durante la evolucién de la enfermedad en diferentes
analisis somaticos, que no modifican su VAF a pesar del empeoramiento o mejoria
de la enfermedad 6%28:3243,50.225,

No obstante, y aunque son de gran ayuda, estos paneles no deben sustituir a un
panel de genes disefiado especificamente para descartar una NHH, ya que estdn
enfocados a detectar variantes somaticas vy, por lo tanto, excluyen numerosos genes y
regiones genéticas relacionadas con las mismas®.

1.4.2. ¢En qué muestra ha de llevarse a cabo el estudio genético?

El analisis de una muestra germinal es crucial para el diagnéstico de trastornos hereditarios.
En la mayoria de las enfermedades mendelianas el DNA se extrae de sangre periférica. No
obstante, dado que en las enfermedades hematoldgicas el tejido hematopoyético es el
implicado, es necesario utilizar una muestra distinta a sangre periférica o médula dsea para
poder diferenciar entre origen somatico y germinal***. Por esta razén, es muy importante elegir
bien el tejido germinal a estudio ya que, en caso de contaminacion con tejido hematopoyético,
se pueden obtener variantes clonales de origen somatico propias de la neoplasia hematoldgica
que presenta el paciente.
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En la Tabla 6, se exponen las distintas muestras de origen germinal aptas para el estudio de
NHHs con sus principales limitaciones.

Tabla 6. Muestras de origen germinal para el estudio de NHHs.

Muestra

Cultivo de
fibroblastos
cutaneos.

Células
mesenquimales
derivadas de la
médula ésea (del
inglés, BM-MSC).

Mucosa oral y
saliva.

Foliculo piloso y
ufias.

Sangre periférica o
médula ésea.

Linfocitos T CD3*.

Caracteristicas

Gold standard para
pacientes con NHHs o
individuos que han

recibido alo-
TP H6,8,28,32,43,50,225—227,230

Pueden cultivarse a partir
de células de aspirados
de médula dsea.

Puede considerarse en
pacientes en quienes una
biopsia de piel no es
factible.

Facilmente disponibles.
Econdmicas.

Se recolectan células
epiteliales como fuente
de material genético de
linea germinal.

Fuente potencial de
material de linea
germinal, ya que cuentan
con células epiteliales?®°,

Puede considerarse en
pacientes que no se han
sometido a un alo-TPHy
se encuentran en
remision clinica

Fuente de tejido germinal
no afectado en los
sindromes familiares de
SMD/LMA y pueden ser
obtenidos a través de una
seleccidn magnética o
por citometria de flujo.
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Limitaciones
Complejidad para cultivar fibroblastos.

Demora en el diagndstico por los
tiempos de cultivo (3-6 semanas).

Procedimiento invasivo.

El uso de DNA de BM-MSC puede
inducir errores, ya que hay evidencia de
alteracién de la morfologia, funcidn,
gendmica y perfil biolégico de estas
células derivadas de SMD o LMA en
comparacién con poblacidn sana.

Demora en el diagndstico por los
tiempos de cultivo (4-6 semanas).

Pueden contener una cantidad
significativa de células sanguineas
periféricas y estar contaminadas por
tejido tumoral.

Bajo rendimiento de la extraccion de
DNA por escasez.

La profundidad de la remisién clinica
debe evaluarse cuidadosamente

El analisis de la NGS también puede
complicarse por la hematopoyesis clonal
relacionada con la edad en genes como
TET2 y DNMT3A.

Hay evidencia de mutaciones somaticas
en enfermedades mieloides que son
compartidas por las células T, lo que
indica un origen temprano en células
madre hematopoyéticas o células
progenitoras.
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La seleccién puede no tener una
eficiencia del 100%.

Otra forma de confirmar el origen germinal de una variante genética es hallarla en 2
individuos relacionados**?%¢,

NHH: Neoplasias Hematolégicas Hereditarias; alo-TPH: Trasplante Alogénico de Progenitores
Hematopoyéticos; BM-MSC: células mesenquimales derivadas de la médula dsea (del inglés, Bone Marrow
Mesenchymal Cells); SMD: Sindrome Mielodisplasico; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; NGS: secuenciacién
de nueva generacién (del inglés, Next-Generation Sequencing).

1.4.3. ¢Cuando es el momento éptimo para llevar a cabo un estudio genético germinal?

Otro aspecto crucial que considerar es el momento adecuado para la recoleccién de
muestras. Dado que el cultivo de fibroblastos suele tardar aproximadamente un mes, ademas
del tiempo adicional necesario para la secuenciacion y el analisis, es fundamental identificar a
los pacientes que requieren pruebas diagndsticas lo mds pronto posible. Esto permitira que la
informacion esté disponible al programar un posible trasplante alogénico®* 2%,

Por otro lado, el andlisis de portadores en familiares de primer grado sin enfermedad activa
se puede realizar utilizando muestras de sangre periférica o saliva, lo que facilita la obtencién de
resultados mas rapidos. En situaciones urgentes, el ADN de la piel puede analizarse directamente
sin necesidad de cultivo, o se puede llevar a cabo un analisis directo en los familiares.

Por estas razones, es esencial considerar la realizacién de pruebas de linea germinal en el
momento del diagndstico de neoplasias hematoldgicas.

1.4.4. ¢Como ha de llevarse a cabo el estudio genético?
Secuenciacién masiva

La gran heterogeneidad y la dificultad para predecir el gen involucrado en las NHHs
aconsejan iniciar el estudio de éstas con el andlisis de amplios paneles de genes
relacionados con sindromes hereditarios>.

La secuenciacién de nueva generacidn, secuenciacién de segunda generacién o
secuenciacién masiva (NGS) es un método de secuenciacién simultanea de millones de
fragmentos de DNA que ha sido adoptado recientemente por multitud de laboratorios
clinicos debido a su capacidad para analizar varios genes o varias regiones de un gen en
un solo test, a diferencia de lo que ocurria con los métodos tradicionales. Esta técnica ha
sido optimizada tanto para estudiar la linea germinal (variantes heredadas) como la linea
somatica (variantes adquiridas)?32. Para su descripcién, el método de NGS se dividird en
dos partes: el flujo de trabajo en el laboratorio (conocido como “wet-lab”) y el analisis
bioinformatico (conocido como “dry-lab”). Se expone a continuacién un esquema de
todo el proceso (Figura 8) y, posteriormente, se explica cada una de las partes.
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I Wet-lab
Extraccion de @ Elaboracién de librerias y @ s o
4cidos nucleicos enriquecimiento de la secuencia ecusncracion
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Figura 8. Flujo de trabajo de la NGS.

Wet-lab

1. Extraccidn de acidos nucleicos

2. Elaboracién de librerias
Este procedimiento sirve para preparar el DNA de cara a su posterior secuenciacion
y consiste en fraccionar el DNA en fragmentos de pequeio tamafio y afadir
adaptadores en las terminaciones de dichos fragmentos. Estos adaptadores
incluyen: un “cddigo de barras” (para identificar a cada paciente dentro del pool de
muestras), primers universales para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
secuencias de hibridacion para que el DNA se anexe a una superficie y sitios de
reconocimiento para iniciar la secuenciacion.

3. Enriquecimiento de las secuencias diana
Tras la preparacidn de las librerias, es necesario enriquecer las secuencias diana que
interesa estudiar. Este paso puede llevarse a cabo mediante hibridacién de
secuencias complementarias (captura) o mediante PCR (amplicones). Si el
enriquecimiento se desarrolla por amplicones, generalmente este paso se combina
con la preparacién de librerias, ya que los primers que seleccionan las regiones de
interés suelen contener las secuencias de los adaptadores.

4. Secuenciacion

La eleccion de la técnica por captura o amplicones depende del uso clinico o la
experiencia del laboratorio. De forma esquemdtica, los distintos pasos pueden
observarse en la Figura 9.
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A Elaboracion Hibridacion y
de librerias captura

Secuenciacidn

B PCR: Elaboracion

. . . Secuenciacion
amplicones de librerias

Figura 9. A) Pasos para el analisis de NGS por el método de captura. B) Pasos para el
analisis de NGS por el método de amplicones.

Figura adaptada de Yohe et al.?*2,

Analisis bioinformatico (dry-lab)

1.

Analisis primario

El andlisis primario se centra en el procesamiento inicial de los datos de
secuenciacién. Tras introducir una mezcla equimolar de muestras en el secuenciador,
el primer paso en el andlisis bioinformatico es el "demultiplexado". Esta tarea se lleva
a cabo utilizando herramientas bioinformaticas, a veces integradas en el propio
secuenciador, y consiste en clasificar todas las lecturas generadas segln los
oligonucledtidos flanqueantes utilizados, lo que resulta en la creacién de archivos
individuales para cada muestra a partir de un archivo Unico de lecturas.
Posteriormente, se evalta la calidad de las lecturas obtenidas utilizando recursos
como FastQC, que revisa diversos aspectos de la calidad, como la calidad promedio
de las bases, el contenido de GC, la presencia de secuencias adaptadoras y la
distribucidon de la calidad a lo largo de la secuencia, entre otros. El formato del archivo
conseguido, denominado FASTQ, se caracteriza por tener el nombre de la secuencia,
la secuencia obtenida, asi como la calidad de cada base, expresada en una escala
llamada Phred Score. Finalmente, se pueden filtrar las lecturas erréneas generadas
durante la secuenciacidn, utilizando otras herramientas especializadas, como
Trimmomatic, Cutadapt o Fastp, que permiten eliminar adaptadores y descartar
lecturas de baja calidad o lecturas que no cumplen con ciertos criterios predefinidos.

Analisis secundario

El objetivo principal del andlisis secundario es convertir las lecturas secuenciadas en
informacidn util para para poder identificar variantes genéticas. Para ello, el primer
paso en el analisis secundario es el alineamiento de las secuencias obtenidas contra
un genoma de referencia, utilizando para ello herramientas como BWA. Los
resultados de este alineamiento se almacenan en un formato de texto especifico
denominado SAM (Sequence Alignment Map format) o BAM (su version binaria y
comprimida). El fichero BAM contiene la informacidn detallada sobre cada lectura:
nombre, secuencia de nucledtidos, calidad de cada base, posicidon donde alinea cada
lectura al genoma de referencia, calidad del alineamiento, etc. A continuacion, se
lleva a cabo el proceso de deteccidn de variantes genéticas, también conocido como
llamada de variantes. Para ello, se utilizan herramientas como GATK, FreeBayes o
Samtools, que analizan los datos alineados y generan un archivo en formato VCF
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(Variant Call Format). Este archivo contiene las variantes identificadas junto con la
informacion sobre su frecuencia, calidad de la llamada y otras anotaciones basicas.
Finalmente, se lleva a cabo la anotacion de variantes con herramientas como
ANNOVAR o VEP.

Analisis terciario

El objetivo del anadlisis terciario es interpretar las variantes genéticas identificadas
durante el analisis secundario para obtener informacién bioldgicamente significativa
y clinicamente relevante. Este proceso incluye la clasificacién y priorizacién de
variantes mediante el uso de bases de datos de referencia y herramientas de
prediccién de impacto funcional, su correlacidn fenotipica y la elaboracién del
informe que incluye las variantes significativas, su posible impacto clinico y las
recomendaciones para el seguimiento o intervencidn clinica.

En este proceso, resulta determinante la aplicacion de las guias del Colegio
Americano de Genética y Gendmica Médica (del inglés, ACMG), y la Asociacién de
Patologia Molecular (del inglés, AMP). La ACMG/AMP establecié en 2015 una serie
de recomendaciones para evaluar 28 criterios de patogenicidad o benignidad que
abarcan diversos tipos de evidencia (incluyendo datos funcionales, poblacionales,
computacionales, etc.) y a los que se les asignha un nivel de fuerza: muy fuerte (del
inglés: VS), fuerte (S), moderado (M) y de apoyo (S). Combinados de manera
pragmatica, estos criterios dan lugar a un sistema de clasificacién semicuantitativo de
5 categorias: patogénicas, probablemente patogénicas, de significado clinico incierto,
probablemente benignas o benignas?**234, Ademas, la ACMG/AMP ha establecido
criterios especificos para las alteraciones estructurales o cambios en el nimero de
copias®®.

La Tabla 7 muestra los criterios de patogenicidad (A) y benignidad (B) para la
categorizacion de variantes de acuerdo con los criterios de la ACMG/AMP. Como se
ha mencionado previamente, estos criterios evaltan diversos aspectos relacionados
con datos poblacionales (BA1, BS1, PM2 y PS4/BS2), datos computacionales y
predictivos (PVS1, PS1/PM5, PP3/BP4, PM4/BP3 y BP7), datos funcionales (PM1,
PP2/BP1 y PS3/BS3) y datos de prevalencia en individuos afectos/segregacién (PS4,
BS2, PP1/BS4, PS2/PM6, PM3/BP2, PP4/BP5 y PP5/BP6). La Tabla 8 muestra la
combinacién de estos criterios para determinar la categorizacion final asignada a
cada variante, proporcionando asi una prediccién de su nivel de riesgo o benignidad.
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Tabla 7. Criterios para evaluar variantes. A) Patogenicidad. B) Benignidad.

A. Evidencia de
patogenicidad

Fuerte Muy
fuerte
PS2 PS1 PVS1

PS3

PS4

Apoyo
PP3 PP2 PP1

PP4

PP5

Categoria

Variante nula (nonsense, frameshift, sitios del splicing candnicos +/-1 o 2, cambios en el
codon de inicio, delecion de uno o varios exones) en un gen en el que la pérdida de
funcidn (LoF) es un mecanismo conocido de enfermedad.

Mismo cambio de aminoacido que una variante patogénica previamente descrita,
independientemente del cambio de nucledtido.

Variante de novo (paternidad confirmada) en el caso indice, sin AF.

Estudios funcionales in vitro o in vivo bien establecidos que respaldan un efecto dafiino
sobre el gen o el producto del gen.

La prevalencia de la variante en los individuos afectados aumenta significativamente en
comparacion con la prevalencia en los controles.

Variante ubicada en un hot spot mutacional y/o en un dominio funcional critico y bien
establecido, sin variantes benignas.

Variante ausente en controles sanos (o con una frecuencia muy baja si el gen es recesivo)
en bases de datos poblacionales.

Para trastornos recesivos, variante detectada en trans con una variante patogénica.

Cambios en la longitud de la proteina debido a deleciones/inserciones in-frame en una
regidon no repetitiva o variantes de tipo stop-loss.

Nuevo cambio missense en un aminoacido donde se ha descrito previamente un cambio
missense diferente como patogénico.

Variante de novo (paternidad no confirmada) en el caso indice, sin AF.

La variante cosegrega con la enfermedad en multiples miembros de la familia afectados en
un gen conocido como causante de la enfermedad.

Variante missense en un gen que tiene una tasa baja de variantes missense benignas,
donde estas variantes son un mecanismo conocido de enfermedad.

Multiples programas informaticos in silico respaldan un efecto nocivo sobre el gen o el
producto del gen.

El fenotipo o los AF del paciente son muy especificos de una enfermedad con una causa
genética.

Informe de patogenicidad por una fuente de confianza, sin que haya disponibilidad de
evidencia para que el laboratorio realice una evaluacién independiente.
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B. Evidencia de

. Categoria
benignidad &
3£ 2
s 9 S La frecuencia alélica estd por encima del 5 % en bases de datos poblacionales.
2
7
) La frecuencia alélica es mayor de la esperada para la enfermedad.
~ | Variante observada en individuos adultos sanos con trastornos recesivos (en
[] . . . . . .
=t a homocigosis), dominantes (en heterocigosis) o ligados al cromosoma X (en
V] .. . .
2 hemicigosis), con penetrancia completa a una edad temprana.
A Estudios funcionales in vitro o in vivo bien establecidos no muestran efectos
o0 e s - ,
perjudiciales sobre la funcidn o el splicing de la proteina.
3
) Falta de segregacion en los miembros afectados de una familia.
N Variante missense en un gen para el cual se sabe que las variantes truncantes son las
[=2]
que causan enfermedad.
«~ | Variante observada en trans con otra variante patogénica para un gen/trastorno
a. . . . . ;.
o dominante de penetrancia completa u observada en cis con una variante patogénica
con cualquier patrén de herencia.
e
) Deleciones/inserciones in-frame en una region repetitiva sin una funcioén conocida.
o
2
Z x Multiples programas informaticos in silico sugieren que no existe impacto sobre el
[=2]
gen o el producto del gen.
g Variante encontrada en un paciente con una explicacion molecular alternativa para
o
la enfermedad.
8 Informe de benignidad por una fuente de confianza, sin que haya disponibilidad de
o0 . . . . S .
evidencia para que el laboratorio realice una evaluacién independiente.
~  Variante sinénima para la cual los algoritmos de prediccién de splicing no predicen
o . , . . . .y e ..
o ninguin impacto en la secuencia ni la creacién de un nuevo sitio de splicing y el

nucleétido no esta muy conservado.

Ambas tablas (A y B) han sido adaptadas de Richards et al.234. AF: Antecedentes Familiares.
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Tabla 8. Combinacién de criterios de la ACMG/AMP para la categorizacidn de variantes.

Categoria Criterios

- 1 Muy Fuerte y, ademas:
e 2>] Fuerte

e >2 Moderada

e 1 Moderaday 1 Apoyo

e 22 Apoyo

Patogénica
1] >2 Fuerte

- 1 Fuertey:

e >3 Moderada

e 2 Moderaday 22 Apoyo
e 1 Moderaday 24 Apoyo

I 1 Muy Fuerte y 1 Moderada

I 1 Fuerte y 1-2 Moderada

Probablemente 1" 1 Fuerte y 22 Apoyo

patogénica v >3 Moderada
\Y; 2 Moderada y 22 Apoyo

Vi 1 Moderada y 24 Apoyo
VUsS No se cumple ninguno de los criterios mostrados

I 1 Fuertey 1 Apoyo
Probablemente

1] 22 A
benigna poyo

1] BS1 solo

I BA1 solo
Benigna

1] 22 Fuerte

Adaptada de Richards et al.?%*. VUS: variante de significado clinico incierto (del
inglés, Variant of Uncertain Significance).

En 2018, Tavtigian et al.?* transformaron las pautas de la ACMG/AMP en un sistema
bayesiano, proporcionando asi un fundamento matematico para lo que era un juicio
cualitativo, y prediciendo las probabilidades (p) que tiene una variante de ser
patogénica en funcion de la categoria de la clasificacion ACMG/AMP a la que
pertenece: variantes patogénicas p > 0,99; variantes probablemente patogénicas:
0,99 > p > 0,90; variantes clinicamente inciertas: 0,10 < p < 0,90; variantes
probablemente benignas: 0,001 < p < 0,10 y variantes benignas: p < 0,001. No
obstante, dada la complejidad en el uso de esta formulacién bayesiana, Tavtigian et
al.?®” implementaron en 2020 su conversidn a un sistema de puntos decimal, para lo
que afiadieron niveles de fuerza a cada criterio, fuera patogénico o benigno (Tabla
9). Segun las pautas del sistema de puntos decimal, la clasificacidn en las distintas
categorias seria la siguiente: variante patogénica: > 10 puntos; probablemente
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patogénica: 6-9 puntos; significado clinico incierto: 0-5 puntos; probablemente
benigna: -1- -6 puntos y benigna: <-7puntos.

Tabla 9. Niveles de fuerza para criterios patogénicos y benignos segun la
escala de puntos del sistema decimal.

Evidencia Escala de puntos
Nivel de fuerza Criterio patogénico = Criterio benigno
Indeterminada 0 0
Apoyo 1 -1
Moderada 2 -2
Fuerte 4 -4
Muy fuerte 8 -8

Adaptada de Tavtigian et al.?%’.

Aunque existan cada vez reglas mas robustas para categorizar variantes, el nimero
de hallazgos de significado incierto sigue siendo importante, convirtiendo su
interpretacién en un reto tanto para genetistas como para clinicos. Segln Richards
et al., la probabilidad de que una variante de significado incierto sea patogénica varia
entre el 10% y el 90%**, sefialando en su manuscrito que "algunos laboratorios
pueden optar por subclasificar las variantes de significado incierto, especialmente
para uso interno". En este contexto, tal y como se muestra en las Figuras
suplementarias 1 y 2 del Anexo 2, utilizando las probabilidades de patogenicidad
estimadas a través del enfoque bayesiano?®, la escala de puntos derivada del sistema
decimal®’ y afiadiendo una subclasificacién por gradiente de temperatura
comunmente utilizada en el Reino Unido, las guias ACGS (del inglés: Association for
Clinical Genomic Science) intentaron estratificar las variantes de significado clinico
incierto en una escala de 5 niveles de incertidumbre segin la suma de las
puntuaciones: Hot-VUS (5), Warm-VUS (4), Tepid-VUS (3), Cool-VUS (2), Cold-VUS (1)
e Ice-cold-VUS (0)?%. En la ultima actualizacién de estas guias®®, esta estratificacion
ha pasado a tener una escala de 3 niveles de incertidumbre y se ha retirado la
nomenclatura que hacia referencia al gradiente de temperatura: nivel bajo (0-1
punto), nivel intermedio (2-3 puntos), nivel alto (4-5 puntos). En base a ello, se deben
reportar Unicamente aquéllas subclasificadas como hot/warm (4-5 puntos) cuando
exista la posibilidad de obtener evidencias adicionales para permitir su reclasificacion
como probablemente patogénicas, tal y como podria ocurrir con el estudio de
segregacion familiar u otros tests complementarios. En caso de imposibilidad de
obtener estas evidencias adicionales, podrian reportarse aquéllas subclasificadas
como hot/warm (4-5 puntos) si se llega a un consenso interno y se asumen beneficios
para el paciente.

Para concluir, a pesar de que estas pautas de clasificacidon de variantes han supuesto
un salto determinante en la estandarizacion de su interpretacion, buena parte de los
criterios aplicados siguen siendo amplios y carecen de suficiente especificidad.
Debido a ello, el proceso de interpretacién de variantes genéticas no esta exento de
importantes desafios?*, algunos de los cuales se citan a continuacién:

1) Fenotipos superpuestos y no especificos, asi como expresividad
variable.
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2) Penetrancia incompleta combinada con inicio variable de |Ia
enfermedad.

3) Diferentes patrones de herencia, incluyendo autosdmica dominante,
autosdmica recesiva y ligada al cromosoma X.

4) Diferentes mecanismos de enfermedad asociados a un mismo gen,
incluyendo pérdida de funcién, ganancia de funcién y efecto dominante
negativo.

5) Prevalencia variable de variantes particulares en diferentes
poblaciones.

6) Ubicacién de las variantes causantes de enfermedades en regiones no
codificantes para las cuales las recomendaciones ACMG/AMP, que se
basan en dominios funcionales, la estructura de la proteina o las
predicciones in silico no se aplican.

7) Una alta tasa (10-15%) de variantes de nimero de copia para las cuales
las recomendaciones generales sélo estan disponibles recientemente.

Por este motivo, desde su implementacion, las guias de la ACMG/AMP han
recomendado ajustar de manera especifica algunos de los criterios propuestos en
lugar de utilizarlos de forma general. Para abordar esta dificultad, se han creado
grupos como el Clinical Genome Resource (ClinGen), que se trata de un consorcio de
investigacion enfocado en la gendmica clinica cuyo objetivo es mejorar la
interpretacion y utilizacién de informacion gendmica para el diagndstico, tratamiento
y prevencién de enfermedades. En este contexto, grupos de expertos como los
Paneles de Expertos en Curacién de Variantes de ClinGen (VCEPs) han propuesto
elementos adicionales de evidencia para estudiar sindromes hereditarios concretos,
entre los que se encuentran: RUNX1%*1242, TP532%3  ATM?** y las RASopatias*®.
Ademas, Feurstein et al. han trazado diversas recomendaciones y herramientas para
aplicar de forma especifica las reglas de la ACMG/AMP en pacientes con sindromes
de predisposicidon a neoplasias hematoldgicas?®. En la Tabla suplementaria 2 del
Anexo 3, se exponen estas recomendaciones afadiendo niveles de fuerza a las
distintas categorias de la ACMG/AMP?%,

Secuenciacidn Sanger

Cuando se encuentra una variante patogénica o probablemente patogénica y
potencialmente germinal en el andlisis somatico (VAF >30% y gen relacionado con
NHHs), basta con realizar una secuenciacidn Sanger en la muestra germinal que confirme
o descarte el origen constitucional de dicha variante.

Otros test dirigidos

Ante la sospecha de algunos sindromes concretos, pueden llevarse a cabo tests
especificos como primer andlisis genético. Por ejemplo, para la Anemia de Fanconi o los
Sindromes de Acortamiento de Teldmeros, pueden realizarse un test de fragilidad
cromosémica o una medicion de la longitud de los telémeros, respectivamente®226:228:246

En la Tabla 10, se muestran las diferentes estrategias de diagndstico genético mencionadas
previamente.
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Tabla 10. Estrategias para el diagndstico genético.

Test genético

Analisis de un Unico gen
(Sanger)

Analisis de NGS

Analisis de un Unico
gen/NGS

Fragilidad cromosdmica

Longitud de telémeros

Utilidad
Germinal

Alta sospecha de un
sindrome concreto
Confirmacidn de variante
hallada en analisis
somatico

Evaluacién exhaustiva de
NHHs

Se puede optimizar la
cobertura génicay
regiones de interés

Somatico

Analisis de mutaciones .
somadticas en las células
malignas

Funcional

Util para el diagndstico de
Anemia de Fanconiy
Disqueratosis Congénita
Util para validar nuevas
variantes o variantes de
significado clinico incierto

Limitaciones

Sélo detecta
mutaciones o regiones
génicas concretas

No detecta CNVs
Laboriosidad

No hay estandarizacién
de paneles: variacion
en los genes, en las
regiones no
codificantes y en la
cobertura incluidas en
los diferentes
laboratorios

Algunos paneles no
detectan CNVs

Se necesita una
muestra germinal para
determinar el origen
de la variante

Los paneles disefiados
para el andlisis
somatico pueden
omitir genes o
regiones relevantes en
las NHHs

Los estudios
funcionales estan
disponibles para pocos
sindromes

Su disponibilidad suele
ser escasa

Adaptada de Furutani et a/.??%. CNV: variacién en el nimero de copias (del inglés, Copy Number Variation);
NGS: secuenciacion masiva (del inglés, Next-Generation Sequencing); NHHs: Neoplasias Hematoldgicas
Hereditarias.

1.5. MANEJO Y SEGUIMIENTO DE PACIENTES Y FAMILIARES CON NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS HEREDITARIAS

1.5.1. Asesoramiento genético y consentimiento informado

Con el objetivo de recomendar estrategias de diagndstico precoz y manejo en individuos con
alto riesgo de desarrollar una neoplasia hematoldgica, es fundamental realizar una evaluacion
especializada para confirmar la sospecha diagndstica, ademdas de ofrecer asesoramiento
genético®”. Este tipo de asesoramiento consiste en informar a la persona del riesgo de padecer
cancer, de las posibilidades de transmitirlo a las siguientes generaciones, asi como de las
opciones de manejo que tiene esta situacion tanto desde el punto de vista médico como
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psicolégico. Debido a la complejidad emocional y a los conflictos éticos que abarca, el consejo
genético debe desarrollarse en el contexto de un programa organizado a través de un equipo
multidisciplinar, con garantia de accesibilidad, equidad y continuidad asistencial, que permita su
evaluacion a corto, medio y largo plazo de los beneficios en salud y analizar el balance entre
beneficios y efectos adversos?*®. Ademads, es un proceso que debe llevarse a cabo por
profesionales que hayan recibido una formacién adecuada en este dmbito, que conozcan en
profundidad las peculiaridades de estos sindromes de predisposicidon hereditaria, los modelos
de riesgo existentes, asi como las formas de evaluacion y las pautas de manejo y seguimiento®.

A pesar de los potenciales beneficios médicos que aporta la realizacién del consejo genético
oncoldgico como son la reducciéon de la incertidumbre acerca del riesgo, la posibilidad de
incrementar o reducir las medidas de seguimiento, dependiendo de los resultados del test
genético, asi como la puesta en marcha de deteccidn precoz para la enfermedad en caso de que
sea necesario, no podemos dejar de lado las consecuencias psicoldgicas, éticas, sociales y legales
que conlleva un estudio de este tipo®*’. El consentimiento de un paciente para comenzar un
estudio genético implica una toma de decision de trascendencia vital; ya que la informacion que
se le va a revelar puede desencadenar una serie de reacciones emocionales nada despreciables
tanto en él como en su familia: ansiedad, temor, vulnerabilidad, sobreestimacion del riesgo,
hipervigilancia, angustia, impotencia, culpabilidad y rabia, entre otras?*®2. Por ello, es
importante que el paciente sea informado exhaustivamente sobre el proceso y lo que conlleva
la realizacién de un test genético mediante el consentimiento informado. Esta figura incorporada
entre las actividades del consejo genético se define como “la conformidad expresa del paciente,
manifestada por escrito, previa la obtencién de la informacién adecuada con tiempo suficiente,
claramente comprensible para él, ante una intervencién quirdrgica, procedimiento diagnéstico
o terapéutico invasivo y en general siempre que se lleven a cabo procedimientos que conlleven
riesgos relevantes para la salud”?”. En nuestra legislacién, la Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion Biomédica, contempla en el capitulo Il. Art. 48.1 que “serd preciso el
consentimiento expreso y especifico por escrito para la realizacion de un andlisis genético”>?°,

Por otra parte, no debe olvidarse que la informacién genética tiene una serie de
caracteristicas que la hacen objeto de una especial proteccion. En este sentido, un aspecto a
tener en consideracion segun el marco legislativo actual es que el individuo al que se le realiza
el analisis es quien escoge si quiere dar esta informacién y a quién. Legalmente, la
responsabilidad directa de la comunicacidon de esta informacion a sus familiares incumbe al
propio paciente; por lo que, si un paciente se negara a transmitirla, se plantearia un dilema ético
donde entrarian en conflicto el derecho a la privacidad del paciente con el derecho a la salud de
otros miembros de la familia®?.

1.5.2. Manejo de pacientes con una neoplasia hematolégica hereditaria

El manejo de los pacientes con NHHs puede diferir en algunos casos del de las neoplasias
hematoldgicas esporadicas®2. Por ese motivo, cada vez se publican mas guias clinicas para el
manejo y seguimiento de pacientes con sindromes concretos relacionados, como ocurre con el
sindrome de Li Fraumeni®*? o la anemia de Fanconi'**. A continuacidn, se citan algunas de las

peculiaridades en el manejo de las NHHs reportadas en la literatura3?:

- Los pacientes con mutaciones en DDX41 pueden beneficiarse de la terapia con
lenalidomida®®. Asimismo, se ha sugerido que la ciclofosfamida post alo-TPH en estos
pacientes podria disminuir la incidencia de enfermedad injerto contra receptor (EICR)?>3.

- La exposicion a radiaciones ionizantes debe evitarse, si es posible, en pacientes con
sindrome de Li-Fraumeni, ya que estos individuos tienen un mayor riesgo de canceres
inducidos por la misma®*,
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- Los pacientes con NHH precedidos de trombocitopenia a menudo son tratados por una
purpura trombocitopénica idiopdtica antes de que se confirme el sindrome familiar, por
lo que estas terapias pueden ser evitadas con el diagnéstico genético adecuado.

- En pacientes con anemia de Fanconi o sindrome de acortamiento de telémeros, se
puede utilizar un régimen de acondicionamiento menos tdxico para el alo-TPH, ya que
los regimenes estandar confieren un riesgo elevado de toxicidad®®.

- En el caso de los pacientes con haploinsuficiencia de GATA2 que tienen SMD de bajo
riesgo, el acondicionamiento mieloablativo podria no ser necesario debido a las bajas
tasas de recaida®.

- Los pacientes con sindrome de acortamiento de teldmeros que experimentan anemia
apldsica son tratados frecuentemente con andrégenos, lo que resulta en una respuesta
hematoldgica en la mayoria de los casos®’.

- Tal y como se ha mencionado previamente, los corticoides son eficaces en el
tratamiento de los pacientes con anemia de Blackfan-Diamond%%2%7,

- Todos los pacientes que presenten predisposicion o afectacién de otros érganos
distintos al hematopoyético deben ser referidos a unidades multidisciplinares para su
manejo y seguimiento conjunto®>?%’, Es de especial interés el seguimiento estrecho tras
haber recibido quimioterapia o un alo-TPH por el riesgo aumentado de segundas
neoplasias®?.

Aunque cada vez hay mads datos y el conocimiento de las NHHs es mayor, sigue existiendo
mucha controversia acerca del momento éptimo de la realizacién de un alo-TPH para erradicar
el clon neoplésico en estos pacientes®. Mencidn especial merecen aqui las NHHs caracterizadas
por presentar quimio sensibilidad y largos periodos de latencia antes de la recurrencia de la
enfermedad, como ocurre en el caso de aquéllas con CEBPA mutado®™®, en las que la
comorbilidad del alo-TPH podria suponer mayor riesgo que beneficio para estos pacientes.

Dado que el donante idéneo para alo-TPH es el emparentado, la presencia de una variante
germinal patogénica en el receptor es relevante para la seleccion del donante mads
adecuado®***#2%, De hecho, cuando se han utilizado donantes emparentados con variantes
germinales patogénicas en RUNX1 o CEBPA, se han observado resultados peores por distintas
razones: movilizacién pobre de células madre hematopoyéticas®8, fallo o retraso de implante®®,
recaida temprana®®, leucemias en células del donante?®2%° y el desarrollo de leucemia en el
donante relacionado con la movilizacién para la recoleccién de células madre?®. Por todo ello,
se deberian evitar las células progenitoras de donantes emparentados que sean portadores de
variantes deletéreas en genes con clara asociacidon a neoplasias hematoldgicas, incluyendo
CEBPA, RUNX1, GATA2 y DDX41%"%, En cuanto al resto de genes de predisposicion germinal a
neoplasias hematoldgicas, aunque no se pueden llevar a cabo recomendaciones de forma tan
sélida debido a la ausencia de datos en el contexto de un alo-TPH**>*, diferentes expertos,
incluyendo un posicionamiento por parte de la Sociedad Europea de Trasplante de Médula Osea
y Sangre (del inglés, EBMT), sugieren que parece prudente elegir un donante no portador
siempre que sea posible*>4225:261262 G fyera preciso utilizar las células de donantes portadores,
se deberia explicar la falta de conocimiento actual sobre el impacto de estas variantes y el riesgo
desconocido de usar factores estimulantes de colonias®. De hecho, hay centros que sugieren
ofrecer la recoleccion de médula désea en estos casos para evitar el uso de agentes
movilizadores®.

1.5.3. Estudio y seguimiento de familiares portadores sin enfermedad activa

Durante las visitas a la consulta del asesor genético, es necesario educar y concienciar a los
pacientes sobre la importancia de la historia familiar y la evaluacion del riesgo de cancer tanto
para ellos mismos como para sus allegados®. Esto es particularmente relevante en el caso de un
trasplante de progenitores hematopoyéticos, donde se identifica a un miembro de la familia
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como un posible donante®*144, Con el objetivo de recoger la maxima informacién posible de cada
familia, es esencial elaborar el arbol genealdgico en la primera visita. Una vez conocido el
genotipo de un individuo, los miembros de su familia pueden someterse a un analisis dirigido
para determinar su estado de portador y poder, de este modo, asesorar e informar la
planificacién reproductiva. Aunque lo ideal es estudiar, en primer lugar, al primer individuo
afectado (también conocido como caso indice), si el probando no esta disponible, podria
examinarse el estado de portador de sus familiares mediante analisis mds amplios, como un
panel de NG54,

En cuanto al manejo y seguimiento de familiares portadores, diferentes expertos
recomiendan la realizacion de un aspirado/biopsia de médula dsea basal para descartar la
presencia de enfermedad activa en el momento del diagndstico, lo que es particularmente
importante ante la deteccidn de citopenias o macrocitosis en el hemograma®>??*, Ademds,
sefialan que habria que considerar también realizar un analisis citogenético y molecular en la
médula dsea ya que podria aportar informacion util relacionada con la evolucién clonal en estos
individuos 5>?2* | No obstante, existen muchas controversias en este campo que precisan de
mayor aclaracién en el futuro. Por una parte, hay muchos hematdlogos que prefieren realizar el
estudio medular una vez aparezcan alteraciones en el hemograma, ya que buena parte de los
portadores es posible que nunca desarrollen una neoplasia hematolégica®. Por otra parte, dado
que el significado clinico de adquisiciones somaticas en individuos sin neoplasia activa es
desconocido, muchos expertos prefieren no llevar a cabo este tipo de estudios en estas
circunstancias??*,

En general, se recomienda llevar un seguimiento clinico periddico con una frecuencia de 6-
12 meses para descartar alteraciones en el hemograma (incluyendo morfologia) y hallazgos
clinicos subsidiarios de estudio, como linfadenopatias o hepato-esplenomegalia??*. Si en alguna
de esas revisiones el individuo portador presentara algin cambio relevante, seria conveniente
descartar las causas que lo acompafian, incluyendo un estudio de médula ésea®??%*2?’ a edad
de inicio de la evaluacidn clinica dependera de las caracteristicas de cada entidad y de su
presentacidn en la familia a estudio®®?*, Aunque no hay estudios prospectivos que lo avalen,
estas recomendaciones parecen menos claras para individuos con alteraciones genéticas que
predisponen a neoplasias linfoides??*.

En familias donde exista una alta sospecha de predisposicion a NHH sin haber sido posible
detectar ningln gen causante de la misma, hay expertos que recomiendan la realizacion de
aspirado/biopsia basal con analisis citogenético y molecular a los potenciales donantes, incluso
a aquéllos con una exploracion fisica y un hemograma normal. De la misma forma, también
recomiendan considerar un donante no emparentado, sobre todo si el familiar a estudio
presenta citopenias®2224225228 por (ltimo, aconsejan que los familiares de primer grado lleven
un seguimiento anual similar al descrito previamente para individuos portadores®. No obstante,
no se debe olvidar que éstas son recomendaciones de expertos y que no existen estudios
prospectivos actualmente que avalen tales directrices.

1.5.4. Opciones reproductivas
Cada vez, existen mas opciones reproductivas para familias e individuos con NHHs.
Pruebas Diagndsticas Prenatales

Las pruebas diagndsticas prenatales de células fetales se pueden realizar en varios
momentos del embarazo para determinar si un feto tiene la enfermedad a estudio.
También se pueden utilizar pruebas prenatales para determinar si el feto tiene los
mismos antigenos leucocitarios humanos (HLA) que el hermano con la enfermedad a
estudio. Este proceso, conocido como tipificacion HLA, revela si el nifio serd un donante
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adecuado para su hermano enfermo. Las opciones de pruebas prenatales incluyen la
muestra de vellosidades coridnicas y la amniocentesis, que suelen estar disponibles a
partir de las semanas 10 y 15 de embarazo, respectivamente. Ambos procedimientos
conllevan un riesgo de aborto espontdneo y deben discutirse en detalle con el centro
que realiza el procedimiento*4,

Diagndstico Genético Preimplantacional

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP) es una prueba genética que se
utiliza para analizar embriones generados mediante fecundacidn in vitro (FIV). La
disponibilidad de este procedimiento varia segun la legislaciéon de cada pais. El DGP
permite seleccionar embriones libres de la enfermedad estudiada y aquellos
compatibles con un hermano afectado en términos de HLA; sin embargo, no garantiza el
éxito. Los centros que ofrecen DGP deben informar a las familias sobre su experiencia 'y
precision. Se debe asesorar a los padres sobre la probabilidad de seleccionar un embrién
sano y compatible, considerando que muchas parejas necesitan varios ciclos de FIV-DGP
para lograr un embarazo viable. Ademas, se recomienda realizar pruebas prenatales en
todos los embarazos resultantes para confirmar el estado genético esperado®**.

43






2. HIPOTESIS






Hipotesis

Las Neoplasias Hematolégicas Hereditarias han sido reconocidas recientemente como
entidades clinicas con caracteristicas propias, con una prevalencia estimada del 5-10% tanto en
pacientes adultos como pediatricos con neoplasias hematoldgicas o insuficiencia medular. A
pesar de su relevancia, hasta ahora son muy pocos los centros en nuestro medio que dispongan
de una casuistica suficiente y que hayan podido llevar a cabo una caracterizacidon sistematica de
un numero significativo de pacientes con estos sindromes. Esto hace que su identificacion,
asesoramiento, seguimiento y tratamiento sean en gran medida desconocidos para buena parte
de los profesionales encargados de la atencion de estos pacientes.

Nuestra hipdtesis es que la implementacidn de una estrategia diagndstica especifica para la
deteccién de Neoplasias Hematoldgicas Hereditarias optimizard la identificacién temprana vy el
seguimiento de estos pacientes, facilitando un asesoramiento genético y reproductivo mas
eficaz, y promoviendo un abordaje individualizado tanto para los pacientes como para sus
familias.
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Objetivos

El objetivo principal de este Proyecto de Tesis Doctoral es disefiar e implementar una
estrategia integral de diagndstico y seguimiento para pacientes con NHHs, asi como evaluar su
impacto en la identificacion temprana, el manejo clinico y el asesoramiento genético tanto de
los pacientes como de sus familias.

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1.

Evaluar la validez de diferentes tipos de muestras de origen germinal utilizadas en el
diagndstico genético de predisposicion a NHHs.

Disefiar un panel de genes basado en secuenciacién de nueva generacion (NGS) que
permita el diagndstico preciso de los sindromes de predisposicién hereditaria a
neoplasias hematoldgicas.

Identificar y caracterizar alteraciones genéticas germinales de relevancia clinica en una
cohorte de pacientes, incluyendo tanto casos con sospecha de susceptibilidad a NHHs
como individuos sin antecedentes familiares ni criterios clinicos previos.

Integrar la informacion clinica y familiar de la serie global con los hallazgos genéticos
obtenidos mediante NGS, con el fin de establecer correlaciones entre variantes
germinales, el fenotipo y la evolucién de la enfermedad.

Evaluar la adecuacién de los criterios actuales de derivacién a la Consulta de Genética
Hematoldgica, mediante el analisis de un subgrupo de pacientes incluidos en la cohorte.
Analizar el abordaje clinico y el seguimiento de pacientes y familiares diagnosticados de
una NHH en el Hospital La Fe en el periodo comprendido entre 2017-2022.
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Material y Métodos

4.1. SERIE DE PACIENTES A ESTUDIO

La serie completa incluyé un total de 300 pacientes con hemopatia, que fueron estudiados
en una consulta especifica de Genética Hematoldgica (CGH) y/o su laboratorio correspondiente
(LGH) perteneciente a la Unidad de Genética del Hospital Universitario y Politécnico La Fe entre
los aflos 2017 a 2022. Doscientos setenta y cinco pacientes (92%) habian recibido su diagndstico
hematoldgico en el Hospital La Fe, mientras que veinticinco (8%) habian sido remitidos desde
otros centros de la Comunidad Valenciana o de otras comunidades auténomas (Andalucia,
Castilla la Mancha, Madrid y Murcia). Es importante destacar que algunos pacientes fueron
diagnosticados de su enfermedad de base meses o incluso afios antes de la realizacidn del
estudio genético, abarcando un amplio rango de tiempo (1986-2022). En los casos en que se
necesitd analizar muestras retrospectivas para la validacion de las alteraciones genéticas
encontradas en un paciente, éstas fueron proporcionadas por el Biobanco La Fe. Se trataba de
muestras almacenadas con fines de investigacién biomédica que cumplian la legislacion vigente
(Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica). La incorporacion de estas muestras al
Biobanco habia sido autorizada por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
Universitario La Fe con fecha 26 de abril de 2011 y niimero de registro 2011/0156.

Dentro de la serie global, dividimos a los pacientes en 2 grupos debido a sus diferentes
criterios de seleccion:

- Serie dirigida: 112 pacientes (37%) o sus muestras fueron remitidos a la CGH/LGH
debido a que cumplian con criterios de sospecha clinica de NHH (Tabla 11), con el
objetivo de maximizar la identificacion de sindromes de predisposicion y la
caracterizacién de casos candnicos. Estos criterios fueron seleccionados a partir de una
revisién bibliografica.

- Serie consecutiva: por su parte, los 188 pacientes restantes (63%) fueron reclutados de
forma consecutiva, sin considerar criterios de sospecha especificos, ofreciendo de este
modo una representacion mas amplia y no seleccionada de la poblacidn con neoplasias
hematoldgicas y constituyendo una subpoblacién independiente para el andlisis de
datos.

Tabla 11. Criterios de sospecha para derivar a un paciente a la CGH.

Insuficiencia Medular, independientemente de la edad.
LMA o SMD con diagndstico <40 afios.

Antecedente de citopenias previas al diagnéstico

. . hematoldgico.
Historia personal g

Antecedente de neoplasia distinta a la enfermedad
hematoldgica.

Signos/sintomas de un Sindrome de Insuficiencia Medular con
dafio orgdnico.

Insuficiencia Medular, neoplasia hematolédgica (sobre todo
mieloide) o citopenias en familiares de primer grado,
independientemente de la edad.

Antecedentes
familiares

Alteraciones deletéreas en genes relacionados con los

e e Sindromes de Predisposicion con una VAF >30%.

LMA: Leucemia Mieloide Aguda; SMD: Sindrome Mielodisplasico; VAF: frecuencia alélica variante (del
inglés, Variant Allele Frequency).
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En cuanto a la obtencidon de datos, éstos fueron recogidos de manera sistematica en ambas
series, aunque la amplitud y profundidad de los mismos varid. En la serie dirigida, se recopilaron
de forma retrospectiva los detalles relacionados con la enfermedad, asi como los siguientes
parametros del debut de la patologia hematolégica: edad, nivel de hemoglobina, volumen
corpuscular medio (VCM), recuento de leucocitos, recuento plaquetary la presencia de displasia
y celularidad en médula dsea. En cambio, en la serie consecutiva, ademas de recopilar los datos
previamente mencionados, se realizé una anamnesis dirigida a la busqueda de signos y sintomas
relacionados con NHH (siguiendo una adaptacién del cuestionario de screening descrito por
Desai et al.??°). También se recogieron los hallazgos somaticos del diagndstico (los paneles de
NGS utilizados para la deteccion de SNVs se describen en el Anexo 4) y se registraron los
antecedentes familiares relevantes de primer y segundo grado. Para este proceso, se elaboré un
arbol genealdgico de, al menos, tres generaciones siguiendo las recomendaciones de la National
Society of Genetic Counselors (del inglés, Sociedad Nacional de Asesores Genéticos de EE.UU.) y
utilizando los simbolos descritos por Bennett et al. %% (Tabla suplementaria 3 del Anexo 5).

4.2. FLUJO DE TRABAJO EN LA CONSULTA/LABORATORIO DE GENETICA
HEMATOLOGICA

4.2.1. Contacto con la CGH del Hospital La Fe
El circuito de trabajo en la CGH/LGH se puso en marcha por distintas vias:

Pacientes que cumplian criterios de sospecha de una NHH (n=112):

- Oncohematologia y Oncopediatria del Hospital La Fe & CGH (n=87). Cuando un
paciente, adulto o pediatrico, cumplia con los criterios de sospecha de una NHH (Tabla
11), el médico responsable se encargé de contactar con la CGH del Hospital La Fe para
presentar el caso.

- Centro externo = CGH (n=25). Cuando se sospeché una NHH en un centro externo
(Tabla 11), el médico responsable contactdé con la CGH. Si el paciente podia acudir al
Hospital La Fe, desde la CGH se activd el mismo flujo de trabajo que con los pacientes
del propio centro. En caso contrario, si el paciente no tenia acceso al Hospital La Fe, se
coordind un circuito para el envio de muestras entre el centro externo y la CGH.

Pacientes reclutados de forma consecutiva (h=188):

- Estos pacientes fueron reclutados de forma consecutiva en la consulta de
Oncohematologia del Hospital La Fe o en la planta de hospitalizacidon del mismo servicio,
y fueron remitidos a la CGH.

4.2.2. Primera visita: asesoramiento genético pre-test y obtencion de la muestra
germinal

Para poder llevar a cabo el estudio en linea germinal, todos los pacientes recibieron un
asesoramiento genético pre-test en el que se explicd la naturaleza de estos sindromes, las
caracteristicas de las pruebas a realizar, asi como los potenciales escenarios y consecuencias
esperables en funcidén de los resultados que pudieran obtenerse. Ademds, en caso de aceptar
realizar el estudio, ellos o sus tutores legales firmaron un consentimiento informado, es decir, no
expresaron negativa a realizar este estudio tras haber sido informados del mismo, de acuerdo
con las directrices recogidas en la Declaracidon de Helsinki, Convenio del Consejo de Europa
relativo a derechos humanos y biomedicina, Declaracidon Universal de la UNESCO sobre el
genoma humano y derechos humanos y requisitos establecidos en la legislacién espafiola en el
ambito de investigacidon biomédica, la proteccion de datos de caracter personal y la bioética.
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En cuanto a la muestra germinal, se obtuvo de distintos tejidos segun el diagndstico, la
preferencia del paciente o la disponibilidad para su extraccién, utilizando biopsia de piel para el
cultivo de fibroblastos cutaneos, seleccién de linfocitos T CD3* a partir de sangre periférica,
saliva/mucosa oral y sangre periférica/médula ésea. En casos de enfermedad clonal, se priorizé
la biopsia cutdnea para el cultivo de fibroblastos como muestra germinal. Por el contrario, en
situaciones de insuficiencia medular, fue suficiente utilizar sangre periférica o médula dsea. A
continuacién, se detallan los procedimientos realizados para cada tipo de muestra.

1. Biopsia de piel y cultivo de fibroblastos cutaneos
Biopsia de piel

En todos los casos, se llevd a cabo cuando la cifra de plaquetas del paciente fue superior
a 20.000/mm?3. La biopsia se realizd en regidn latero-lumbar sobre un campo estéril,
previa aplicacién de anestesia tdpica con mepivacaina al 2%. El punch utilizado fue de 2
mm?. Debido al tamafio reducido de la muestra, en ningin caso fue necesaria la
aproximacién de la herida con puntos de sutura. Una vez extraida, la muestra fue
depositada en un tubo estéril que incluia 10 mL de medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco™,
Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, USA) suplementado con antibiotico (10.000
U/mL Penicilina — 10.000 pg/mL Estreptomicina) y 0,1 mL de heparina sddica (1.000
Ul/ml) para su transporte al laboratorio.

Cultivo de fibroblastos cutaneos

Tras fragmentar la muestra de biopsia cutdnea, se practicaron cultivos de 3-6 semanas
de duracion en medio de cultivo CHANG-D (FUJIFILM Irvine Scientific™, Santa Ana, CA,
USA) suplementado con antibiético (10.000 U/mL Penicilina-10.000 pg/mL
Estreptomicina). Los cultivos se prepararon en cdmara de flujo laminar y posteriormente
se incubaron a 372C en un incubador con 5% de presion de CO, y una humedad del 90%.
El primer cambio de medio se llevd a cabo 4 o 5 dias tras la siembra de fibroblastos.
Posteriormente, se realizd cada 48 horas. Cuando las colonias crecieron lo suficiente (10-
15mm de diametro alrededor del implante), se procedié a subcultivar cada muestra.
Para ello, fue necesario desprender las células de la base del frasco de cultivo mediante
un método enzimatico consistente en una solucidn de Tripsina-EDTA al 0,05% (Gibco™,
Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, USA). Tras otra incubacidén, cuando el indice
mitdtico fue adecuado (4-5 mitosis/campo) y se alcanzé el 80% de confluencia celular,
se llevd a cabo la extraccidon de DNA.

2. Seleccion de linfocitos T CD3+ mediante Rosette-Stem Cell Technologies

En todos los casos, la seleccion de linfocitos T CD3* se realizé cuando la cifra de linfocitos
totales en SP fue superior a 700/mm? y el porcentaje de blastos inferior al 10%. Para
llevar a cabo la separacion celular, se utilizé el kit de Rosette-Stem Cell Technologies©,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, para valorar la calidad
de la muestra, se analizd la pureza de ésta mediante citometria de flujo. Las muestras se
adquirieron en un citémetro FACSCanto-I™ (Becton Dickinson, San Jose, CA, EE. UU.).
Se desecharon todas las muestras con pureza inferior al 70%.

3. Muestra de saliva/mucosa oral

Para el desprendimiento de células epiteliales procedentes de esta mucosa, se procedio
a raspar la cavidad oral con una torunda y posteriormente se deposité el material
obtenido en suero fisioldgico.

4. Muestra de sangre periférica o médula dsea
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Estas muestras se utilizaron en los casos en los que, en principio, no deberia haber
eventos clonales en el tejido hematopoyético, como ocurre con el diagnéstico de
insuficiencia medular/citopenias, sindrome linfoproliferativo crénico sin infiltracion
medular y en determinados pacientes en remisidn completa.

Como se ha mencionado previamente, en los pacientes externos que no tenian acceso a la
CGH, se llevd a cabo una coordinacidén conjunta para el asesoramiento y la obtencidn de la
muestra. Si el centro externo estaba capacitado para informar al paciente y ofrecer
asesoramiento genético, éste se realizé desde alli. En caso contrario, la primera consulta se llevé
a cabo de manera telefénica entre un experto de la CGH y el paciente. Posteriormente, la toma
de la muestra germinal se realizé en el centro correspondiente al paciente. En los casos en que
se efectud una biopsia cutanea para el cultivo de fibroblastos, el LGH envidé previamente el
medio de cultivo necesario para transportar la muestra una vez extraida. Tras completar el
procedimiento, el centro externo envié la muestra al LGH para su procesamiento.

4.2.3. Andlisis genético del DNA germinal e interpretacion de resultados
Wet-lab

Se desarrollé un panel personalizado de secuenciacidén de nueva generacién (NGS) que
abarcé 110 genes seleccionados tras una revisién bibliografica exhaustiva, con el
objetivo de detectar alteraciones genéticas relacionadas con las NHHs. El disefio del
panel considerd aspectos técnicos clave, como la presencia de pseudogenes, variantes
intrénicas profundas, promotores y regiones no transcritas. El disefio de cebadores
necesario para amplificar todas las dianas contempladas en el panel se realizd
empleando la herramienta informatica SureDesign (Agilent) y el soporte técnico
proporcionado por Agilent Technologies. La relacién completa de los genes incluidos en
el panel puede consultarse en el Anexo 6 (Tabla Suplementaria 4).

La validacion técnica del panel incluyd el célculo de la repetitividad (precision intra-
ensayo), la reproducibilidad (precisidn inter-ensayo), la sensibilidad y la especificidad.
Para ello, se utilizaron las lineas celulares NA12878 y NA12144 (Coriell Cell Repositories,
Nueva Jersey, USA), ampliamente reconocidas como estandares de referencia en
estudios gendmicos. Cada linea celular fue analizada por triplicado para valorar el grado
de concordancia entre las réplicas, asegurando la consistencia y precision de los
resultados.

Una vez optimizado el panel, se procedio al analisis de todas las muestras germinales,
asegurando previamente el cumplimiento de los parametros estandar de calidad. Los
exones incluidos fueron analizados junto con un margen minimo de 10 pares de bases
(pb) de las regiones intrénicas flanqueantes, garantizando una cobertura adecuada para
el analisis.

La Figura 10 ilustra el flujo de trabajo para la preparacién de librerias, realizado siguiendo
el protocolo del fabricante (Agilent). Este procedimiento optimizado permitié garantizar
la calidad y la reproducibilidad de los resultados.

1. Extracciony cuantificacion de DNA

Los 4acidos nucleicos (DNA) se obtuvieron a partir de las muestras germinales
descritas previamente. La extracciéon de DNA se llevd a cabo en el extractor
automatico QIAsymphony SP/AS instrument (Qiagen) o de forma manual con
QlAamp DNA mini kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La cuantificacion de las muestras se realizd mediante espectrofotometria utilizando
el equipo Nanodrop 2000® (NanoDrop Technologies). Se tomaron los datos de
absorbancia 260/280 y 260/230 para determinar la pureza de la muestra,
estableciendo como criterio de aceptabilidad una ratio entre 1,8-2 para ambas
métricas. Las muestras se almacenaron a -202C hasta su utilizacién.

Generacion de librerias

Se generaron librerias gendmicas para cada paciente utilizando la plataforma
automatizada "Bravo Automated Liquid Handling Platform" de Agilent. Para el
periodo comprendido entre 2017 y 2019, se empled el kit SureSelect QXT Target
Enrichment, Multiplexed Sequencing, mientras que entre 2020 y 2022 se utilizé el
kit SureSelect XT HS y XT Low Input Library Preparation Kit. En ambos casos, se
siguieron los protocolos experimentales correspondientes (Figura 10).

Previamente a la preparacion de las librerias, se realizé la cuantificacion del DNA
gendmico. Para las muestras procesadas con el primer protocolo (2017-2019), se
midié la concentracién de DNA utilizando el equipo Qubit™ 3 fluorometer
(Invitrogen) y el kit Qubit BR DNA Quantification Assay (Invitrogen), con el fin de
ajustar la concentracién final a 25 nM. En el segundo protocolo (2020-2022), la
cuantificacidn inicial se realizdé con el equipo NanoDrop, ajustando el DNA total a
50 ng.

El DNA gendmico fue fragmentado enzimaticamente y se afiadieron los
adaptadores a los extremos finales de los fragmentos en una sola reaccién. En este
paso, se realizd una determinacidon de los fragmentos mediante la plataforma
electroforética 2200 TapeStation de Agilent empleando el kit D1000 ScreenTape.

Hibridacidn y captura

Se emplearon sondas especificas para los genes y zonas de interés, y se identificaron
las muestras siguiendo patrones especificos de barcodes. Las librerias de DNA
preparadas anteriormente se hibridaron y capturaron mediante un sistema
especifico de captura, por medio de microesferas recubiertas de estreptavidina
(Dynabeads MyOne Streptavidin T1, Life Technologies). La codificacidn de indexado
(barcode) se afiadio tras amplificaciéon del DNA. Posteriormente, se cuantificd y
evalud la cantidad y calidad de cada libreria indexada mediante el kit High Sensitivity
D1000 ScreenTape (Agilent) en un equipo 2200 TapeStation (Agilent). Se realizd una
determinacion equimolar de la dilucién de cada libreria, resultando en el pool
requerido para la secuenciacion multiplex.

Secuenciacion

Finalmente, se llevd a cabo el proceso de secuenciacién de librerias. Para ello, se
empled el equipo Nextseq550 (lllumina) con el kit MID output 150 ciclos (75x2) pair-
end, Flow cell Mid output.
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DNA gendmico

l Fragmentacion del DNA

Fragmentos de 150-200pb

l Sureselect QXT kit

Region genomicade
interés Unién de adaptadores
Disefio de sondas de Amplificacidn PCR
captura
Libreria de capturas Libreriade DNA

l Hibridacion

Hibridos de libreria de capturas/Libreria de
DNA

Capturadel DNA mediante microesferas
magnéticas

Libreria “capturada”

l Amplificacion PCR

DNA enriquecidoy
preparado para secuenciar

Figura 10. Proceso de preparacién de librerias (Agilent)

Analisis bioinformatico

1.

Anotacion, filtrado y visualizacion de variantes

El mapeo de los datos de secuenciacion y la llamada de variantes se llevé a cabo
con el software Alissa Align & Call (version 5, Agilent). Para realizar la anotacion y
el andlisis de variantes, se utilizo el software Alissa Interpret (version 5, Agilent). Los
filtros aplicados eliminaron del analisis aquéllas localizadas en regiones no
codificantes (excluyendo de los filtros sitios de splicing flanqueantes al exdn hasta
+/-10 nucleétidos), variantes sindnimas y las variantes con elevada frecuencia tanto
en la poblacién general (MAF >0,02) como en la base de datos propia. Ademas, se
eliminaron del andlisis los cambios encontrados en poblacién sanay descritos como
benignos por diversas fuentes por considerarse cambios polimadrficos sin relevancia
clinica. Se utilizd el programa IGV (Integrative Genomics Viewer) para la
visualizacidn y exploracion de las variantes y valorar la calidad del alineamiento.
Esto permitid descartar del analisis los falsos positivos que resultaron de artefactos
en la secuenciacidn, de errores en algunas regiones de homopolimeros, asi como a
artefactos minoritarios asociados a strand-bias, es decir, variantes sélo presentes
en una de las direcciones de lectura (directa o reversa). La nomenclatura empleada
para la identificacion de las variantes se ajusté a la norma de la Human Genome
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Variation Society (HGVS) (del inglés, Sociedad de Variacién del Genoma Humano),
empleando el programa informatico Mutalyzer 2.0.26 HGVS Nomenclature Version
2.0 (https://mutalyzer.nl). En ella, se incluyd tanto el cambio en nucleétidos como
en aminoacidos, asi como la referencia del transcrito codificante de acuerdo con la
base de datos RefSeq (NM_). Por otra parte, se empled el programa informatico
DECoN (Radcliffe Department of Medicine, Universidad de Oxford) para el analisis
de CNVs de los genes estudiados en el panel.

2. Categorizacidn e interpretacion de variantes

Se realizé una busqueda exhaustiva en la literatura cientifica con el objetivo de
identificar informacidon detallada que ayudara en la seleccidn de los criterios
establecidos por la ACMG/AMP, como ocurrencias de novo, segregacion y datos
fenotipicos, asi como datos sobre caracterizacién molecular, estudios funcionales y
resultados de estudios caso-control. Para ello, se utilizaron herramientas como
Mastermind y PubMed, bases de datos clinicas (ClinVar, HGMD), bases de datos
poblacionales (gnomAD v2.1.1, v3.1.2 y v4.1.0) y otras plataformas de
interpretaciéon automdatica (Varsome, Franklin). Después de revisar esta
informacidn, se procedié a la aplicacién de los criterios establecidos por la
ACMG/AMP (Tablas 6-8), organizandolos en base a los diferentes niveles de
evidencia. En la Tabla suplementaria 2 del Anexo 3, se reflejan las
recomendaciones que se siguieron para especificar las reglas de la ACMG/AMP en
pacientes con Sindromes de Predisposicién a neoplasias hematoldgicas.

Validacidn de alteraciones genéticas

Para confirmar las variantes de un Unico o escasos nucledtidos probablemente
patogénicas o patogénicas identificadas por NGS, se realizé una validacién mediante la
metodologia de Sanger (gold standard). Los primers fueron disefiados empleando la
herramienta Primer3. El DNA fue amplificado con el FastStarTM High Fidelity PCR System
siguiendo el protocolo experimental preestablecido por el laboratorio. Las secuencias de
DNA fueron evaluadas mediante el software Chromas Lite v2.1.1. El analisis de los datos
se realizé mediante el uso de Standard Nucleotid Blast del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para el alineamiento de las secuencias obtenidas.

Por su parte, cuando se encontraron CNV en el andlisis de NGS, éstas fueron validadas
mediante la técnica de MLPA (del inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) (gold standard) utilizando los kits correspondientes (MRC-Holland,
Amsterdam, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
electroforesis capilar se realizé en el analizador genético ABI 3500 (Applied Biosystems)
y los datos se analizaron utilizando el software Coffalyser (MRC-Holland). Cuando esta
técnica no estuvo disponible, las CNV se confirmaron mediante arrays Affymetrix
CytoScan HD (Affymetrix, Santa Clara, CA) de acuerdo con las directrices del fabricante.
En este caso, las alteraciones en el nimero de copias se examinaron utilizando el
software Chromosome Analysis Suite (ChAS), versién 4.2.0.80, proporcionado por
Affymetrix.

4.2.4. Segunda visita: asesoramiento genético post-test y segregacion familiar

Los pacientes en los que se obtuvo un resultado genético relevante fueron caracterizados
de manera mas exhaustiva, incluyendo las alteraciones somaticas del diagndstico, los resultados
de pruebas adicionales y el arbol familiar en caso de no haberlo recogido previamente. Ademas,
recibieron un asesoramiento genético post-test y unas recomendaciones, incluyendo la
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segregacion familiar. La actitud que se siguié en funcién del tipo de variante detectada se
resume en la Tabla 12.

Cuando la variante patogénica o probablemente patogénica podia explicar la
enfermedad que presentaba el paciente, se informé de los resultados obtenidos y se
llevd a cabo el asesoramiento genético post-test. Durante el mismo, se explicd la
magnitud del hallazgo y se ofrecid, si existia, cualquier tipo de manejo adaptado,
relacionado con el tratamiento o el seguimiento. Ademas, se realizé un asesoramiento
reproductivo, indicando las probabilidades que existian de transmitir esta alteracion
genética a su descendencia, asi como la probabilidad que tenian otros familiares de
haberla heredado.

Cuando se detectaron variantes heterocigotas en genes con herencia autosdmica
recesiva, se explicd la ausencia de efecto de éstas sobre la enfermedad del paciente.

En cuanto a las variantes de significado clinico incierto, se informaron Unicamente
cuando existia la posibilidad de obtener evidencias adicionales que las reclasificaran
como probablemente patogénicas, tal y como podria ocurrir con el estudio de
segregacion familiar u otros test complementarios. Sélo en estos casos, se informé al
paciente de los resultados obtenidos y se ofrecid continuar con el estudio con la
finalidad de alcanzar un diagndstico definitivo.

En cuanto al estudio de segregacién familiar, se llevaron a cabo las siguientes
recomendaciones:

Cuando se identificd una variante patogénica o probablemente patogénica que podia
explicar la enfermedad que presentaba el paciente, se recomendd el estudio de
segregacion en familiares de primer grado, sobre todo si se trataba de potenciales
donantes de progenitores hematopoyéticos.

Cuando se detectaron variantes heterocigotas en genes con herencia autosdmica
recesiva, no se llevd a cabo el estudio de segregacion de estas variantes salvo que los
familiares del paciente desearan conocer su estado de portador de cara a un
asesoramiento reproductivo.

En el caso de familiares menores de edad, el estudio de segregacidn se realizd sélo si
existia riesgo de desarrollar cincer durante la infancia y/o habia medidas de
seguimiento eficaces para prevenirlo.

Como se ha mencionado previamente, en el caso de las variantes de significado clinico
incierto, se llevd a cabo el estudio de segregacidn familiar siempre y cuando éste pudiera
conllevar su reinterpretacion y categorizacion como variante probablemente
patogénica.

Por ultimo, para facilitar una buena comprensién de los resultados obtenidos y una facil
comunicacion con otros familiares, se aportd un informe escrito con los hallazgos encontrados
y el significado de éstos.

Por su parte, los pacientes con un resultado genético negativo fueron informados al
respecto, destacando la posibilidad de identificar hallazgos en el futuro a medida que avancen
las tecnologias de diagndstico.
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éSeincluyo la

Tabla 12. Actitud en funcidn del tipo de variante detectada.

éSe recomendo

Patogénica

Probablemente
patogénica

Significado

variante en el estudio de Repercusion en el
informe de segregacion a paciente
laboratorio? familiares?
;e Manejo adaptado
, Si (*tipo de ) ) P y
Si . asesoramiento
herencia) .
reproductivo
A Manejo adaptado
, Si (*tipo de J ) P y
Si . asesoramiento
herencia)

Si/No (segun

Si/No (segun

reproductivo

Se ampliaron estudios para
reinterpretar la

clinico incierto = sospecha) sospecha) variante/Test genético
irrelevante
Probablemente e
. No No Test genético irrelevante
benigna
Benigna No No Test genético irrelevante

*El tipo de herencia se tuvo en cuenta a la hora de reportar las variantes y su repercusion en el manejo de

los pacientes.

4.2.5. Manejo y seguimiento de pacientes con una NHH y familiares portadores

Los pacientes diagnosticados de neoplasia hematolégica o insuficiencia medular
continuaron su seguimiento en consultas externas de Oncohematologia y Oncopediatria
del Hospital La Fe o su centro de referencia. Ademas, en los casos en que se necesitd de
un manejo multidisciplinar, fueron derivados a otras especialidades.

A los familiares portadores asintomaticos del caso indice, se les ofrecid un seguimiento
anual con hemograma y frotis de sangre periférica, con el objetivo de ampliar estudios
si fuera necesario. En cuanto a los familiares portadores con citopenias leves, se les
recomendd un estudio medular basal, incluyendo analisis citogenético y molecular, y un
seguimiento semestral con hemograma y frotis de sangre periférica.

En los casos en que se propuso a familiares portadores como potenciales donantes de
progenitores hematopoyéticos, se discutido de forma individualizada cada caso con la
Unidad de Trasplante Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos del centro
correspondiente.

En la Tabla 13, se resume la actitud que se tomd con pacientes y familiares portadores, y en la
Figura 11 se resume la estrategia que se siguid en la CGH/LGH para el despistaje y el manejo de
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Tabla 13. Estudio y seguimiento de individuos y familiares con una NHH.

Repercusion
enel
manejo

Seguimiento

General

Basal

Seguimiento

Pacientes con neoplasia hematoldgica o insuficiencia medular

Asesoramiento genético post-test

Asesoramiento reproductivo

Seleccion de donante de progenitores hematopoyéticos

Derivacion a otras especialidades

Hematologia clinica segin necesidades

Aspirado/biopsia de médula dsea con citogenética y NGS segun

necesidades

Portadores sanos Portadores con citopenias leves

Exploracion Fisica
Explicacién de signos y sintomas de alarma

Informacidn sobre las limitaciones y beneficios del seguimiento

Hemograma

Hemograma con frotis de sangre
periférica Aspirado/biopsia de médula 6sea

con citogenética y NGS

Si citopenias leves vy estables:
hemograma semestral con frotis de
sangre periférica

Hemograma anual con frotis de
sangre periférica

Si alteraciones en el hemograma:
aspirado/biopsia de médula dsea
con citogenética y NGS

Si empeoramiento de citopenias,
estudio medular y derivacion a
Hematologia clinica

64



Material y Métodos

PRIMERA VISITA

Consulta + f) Centro externo:
desde centro v Medio de asesoramiento genético
externo “ cultivo pre-test, extraccion de

muestra germinal y envio

Sospecha de al LGH

. NHH desde

Hospital La Fe:

asesoramiento ! :
genético pre-test y / VN

extraccién de muetra /

' Reclutamiento Consulta de
consecutivo 2t
mvn enH. La Fe Genética
bd Hematoldgica
(CGH)

NEGATIVO —

200 < POSITVO. —
Confirmacién N
m de alteracion exhaustiva de

de panel datos
somatico

Laboratorio GH
Asesoramiento
genético post-

D — . .. “"‘_ / test
‘(\, /).' / "' \‘ Estudio de

segregacion

Cultivo de fibroblastos
cutédneos I)(DN SEGUNDA VISITA
Extraccion de DNA
Seguimiento de
portadores

Linfocitos CD3*, POSITIVO —
saliva, sangre total,
médula dsea Panel de NGS
dirigido a NEGATIVO —» {WES/WGS?
NHH

Figura 11. Resumen de la estrategia diagndstica y clinica llevada a cabo por la
Consulta/Laboratorio de Genética Hematoldgica durante este proyecto de Tesis Doctoral.

NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria. CGH: Consulta de Genética Hematoldgica; LGH:
Laboratorio de Genética Hematoldgica; NGS: secuenciacién de nueva generacion (del inglés,
Next-Generation Sequencing), WES: secuenciacidon del exoma completo (del inglés, Whole
Exome Sequencing). WGS: secuenciacion del genoma completo (del inglés, Whole Genome
Sequencing).
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4.3. DEFINICIONES Y HERRAMIENTAS

- Sensibilidad: se calcula mediante la férmula matemadtica: verdaderos
positivos/verdaderos positivos + falsos negativos.

- Especificidad: se calcula mediante la férmula matemadtica: verdaderos
negativos/verdaderos negativos + falsos positivos.

- Valor predictivo positivo (VPP): se calcula mediante la formula matematica:
verdaderos positivos/verdaderos positivos + falsos positivos.

- Valor predictivo negativo (VPN): se calcula mediante la férmula matemdtica:
verdaderos negativos/verdaderos negativos + falsos negativos.

- Single Nucleotide Polymorphism (SNP, del inglés Polimorfismo de un Unico
Nucleétido): variante que difiere en un nucledtido respecto al genoma de
referencia y que esta presente en 21% de la poblacién (polimorfismo).

- Single Nucleotide Variant (SNV, del inglés Variante de un Unico Nucleétido):
variante genética que implica la sustitucidon de una Unica base en una secuencia
de DNA especifica, es decir, una variacidon que involucra a un solo nucleétido.

- Copy Number Variant (CNV, del inglés Variacion en el Nimero de Copias) de un
segmento de DNA. Las CNVs son comunes en el genoma humano y pueden tener
consecuencias funcionales, como la alteracion de la expresiéon génica, la
regulacién génica y la funcidn de proteinas.

- Variant allele frequency (VAF, del inglés Frecuencia Alélica de una Variante): en
secuenciacion, hace referencia a la proporcién de lecturas de la region de interés
que contienen la secuencia alternativa (variante) respecto de las lecturas que
contiene la secuencia de referencia.

- Minor Allele Frequency (MAF, del inglés Frecuencia del Alelo Menor): es una
medida utilizada en Genética para describir la frecuencia con la que aparece el
alelo menos comln de un Jlocus genético especifico en una poblacién
determinada.

- Cobertura: se refiere al porcentaje del genoma o gen especifico que ha sido leido
o secuenciado durante el proceso de NGS.

- Profundidad de lectura: indica el nimero de veces que, de media, se
lee/secuencia cada base.

- Tipos de variantes:

» Variante missense: tipo de variante donde el cambio de un solo nucleétido
dentro de la secuencia de DNA provoca la sustitucién de un coddn por otro
que codifica un aminodcido diferente. Como resultado, la proteina producida
puede tener una estructura y funcién alteradas, lo que podria afectar a su
actividad bioldgica.

» Variante nonsense: tipo de variante en la que el cambio de un solo nucleétido
transforma un codén que normalmente codifica un aminoacido en un coddén
de terminacién (stop coddn). Esto provoca la finalizacion prematura de la
traduccién, resultando en una proteina truncada que, generalmente, es no
funcional o tiene una funcionalidad reducida.

» Variante frameshift: tipo de variante que genera un desplazamiento o cambio
en el marco de lectura. Ocurre por la insercidn o delecién de un nimero de
nucledtidos en la secuencia de DNA que no es multiplo de tres. Esto altera el
marco de lectura de los codones, cambiando la secuencia de aminoacidos
desde el punto de la mutacién en adelante. Las variantes frameshift suelen dar
lugar a proteinas con secuencias andmalas y funcionalidad comprometida, a
menudo con la aparicién de un coddn de terminacién prematuro.
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» Variante in-frame: tipo de variante que afecta a un nimero de nucledtidos que
es multiplo de tres. Este tipo de cambio no altera el marco de lectura de los
codones, lo que significa que la secuencia de aminodcidos posterior a la
mutacion puede seguir siendo relativamente coherente. Sin embargo, la
proteina resultante puede tener mas o menos aminodacidos de lo normal, lo
que podria afectar a su funcién, aunque generalmente no genera un codén de
terminacién prematuro.

> Variante sindnima: También conocida como variante silenciosa, es un cambio
en un nucledtido que resulta en un coddén que codifica el mismo aminodcido
gue el coddn original. Aunque la secuencia de aminoacidos de la proteina no
cambia, estas variantes pueden afectar otros aspectos de la expresion génica,
como la estabilidad del mRNA, la eficiencia de la traduccidn o el splicing del
RNA, lo que en ciertos contextos puede tener consecuencias biolégicas.

» Variante de splicing: Este tipo de variante afecta al proceso de splicing del RNA
mensajero (MRNA), un proceso post-transcripcional en el cual se eliminan los
intrones (secuencias no codificantes) del pre-mRNA y se unen los exones
(secuencias codificantes) para formar un mRNA maduro. Las variantes que
afectan los sitios de splicing pueden llevar a la exclusién de exones, la inclusion
de intrones o la creacidn de sitios de splicing alternativos, lo que puede
resultar en una proteina alterada o no funcional.

Patrones de herencia

> Patréon de herencia autosémico dominante (AD): un solo alelo heredado es
suficiente para manifestar un rasgo o enfermedad. Cada descendiente tiene
un 50% de probabilidad de heredar el alelo dominante si uno de los padres
estd afectado. Los rasgos autosdmicos dominantes tienden a aparecer en cada
generacion de una familia afectada y afectan tanto a hombres como a mujeres
por igual.

» Patron de herencia autosémico recesivo (AR): ambos alelos deben ser
heredados para que se manifieste un rasgo o enfermedad. Los individuos
portadores tienen un solo alelo recesivo y, en principio, no presentan
manifestacion clinica. El riesgo de que un hijo herede la enfermedad es del
25% si ambos padres son portadores. Los rasgos autosémicos recesivos
pueden saltar generaciones y afectan tanto a hombres como a mujeres por
igual.

» Patrén de herencia ligado a X: ocurre cuando los genes responsables de un
rasgo especifico se encuentran en el cromosoma X. Dado que los hombres
tienen un solo cromosoma X (XY) y las mujeres tienen dos (XX), los rasgos
ligados al cromosoma X tienden a mostrarse con mayor frecuencia en
hombres que en mujeres. La herencia ligada al X puede ser, a su vez,
dominante o recesiva.

Penetrancia: Proporcién de individuos con un genotipo especifico que realmente
muestran el fenotipo asociado con ese genotipo. Es un término que describe la
probabilidad de que un gen o un conjunto de genes se exprese en el fenotipo de
un individuo. La penetrancia puede ser completa (100%) cuando todos los
individuos con un genotipo particular muestran el fenotipo correspondiente, o
incompleta cuando sdélo un porcentaje de los individuos con el genotipo
presentan el fenotipo.

Expresividad: Grado o intensidad con la que un fenotipo particular se manifiesta
en los individuos que tienen un genotipo determinado. A diferencia de la
penetrancia, que se enfoca en la presencia o ausencia de un fenotipo, la
expresividad describe la variabilidad en la manifestacién de ese fenotipo entre
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diferentes individuos. La expresividad puede ser constante (cuando el fenotipo
se manifiesta de la misma manera en todos los individuos) o variable (cuando el
fenotipo se manifiesta de manera diferente en distintos individuos).

- Principales bases de datos utilizadas para la categorizacion de variantes:

>

gnomAD (v2.1.1, v3.1.2 y v4.1.0): Base de datos gendmicos de individuos
sanos, recopilados de diversas poblaciones de todo el mundo
(https://gnomad.broadinstitute.org/).

Clinvar: Base de datos clinica acerca de la significancia y relaciones fenotipicas
de las variaciones humanas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

HGMD: Base de datos de variantes genéticas publicadas para enfermedades
humanas hereditarias (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).
Mastermind: Base de datos gendmica que permite la busqueda exhaustiva de
literatura biomédica relacionada con variantes genéticas
(https://mastermind.genomenon.com).

Pubmed: Base de datos que relne referencias y resumenes de literatura
biomédica, principalmente de articulos de investigacion en ciencias de la salud
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov).

Mobidetails: Base de datos que recopila informacién sobre la estructura,
funcién y variabilidad de regiones proteicas, asi como sus implicaciones
bioldgicas. Proporciona herramientas para explorar caracteristicas de
dominios mavilesy su relacién con enfermedades (http://mobidetails.rub.de).
Base de datos propia: Base de datos interna de Alissa interpret que se utiliza
para almacenar interpretaciones de variantes genéticas, facilitando asi el
acceso a estas anotaciones en futuros analisis.

- Principales algoritmos in silico utilizados para la categorizacion de variantes:

>

REVEL: Herramienta que predice la patogenicidad de mutaciones missense
integrando el score de MutPred, FATHMM v2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT,
PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP++, SiPhy, phyloP y
phastCons (https://sites.google.com/site/revelgenomics/about).

SpliceAl: Herramienta que predice la probabilidad de que una variante
genética afecte la funcién de un sitio de splicing del RNA
(https://github.com/Illumina/SpliceAl).

AutoPVS1: Herramienta disefiada para la clasificacion automatizada de
variantes genéticas segun el criterio PVS1 del sistema ACMG, que evalla la
probabilidad de que una variante cause pérdida de funcion?*
(https://autopvsl.genetics.bgi.com).

- Otras plataformas de interpretacion automatica de variantes

>

Varsome: Plataforma integral para la interpretacién de variantes genéticas,
que proporciona informacién sobre su relevancia clinica, asi como datos de
multiples fuentes, incluyendo literatura cientifica y bases de datos
(https://varsome.com).

Franklin: Plataforma de analisis gendmico que integra datos de variantes
genéticas y proporciona herramientas para la interpretacion clinica.
(https://franklin.genoox.com).
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4.4. ANALISIS ESTADISTICO

La mayor parte del analisis estadistico de este proyecto de Tesis Doctoral consistié en un
estudio descriptivo de la serie. Los resultados se expresaron como porcentajes en las variables
categdricas y como medianas (extremos) para las variables continuas.

Para realizar la comparacidn entre variables cualitativas, se usd la prueba Chi-cuadrado de
Pearson, salvo cuando el tamafo muestral era menor de 5, ya que entonces se aplicé el test
exacto de Fisher. Para evaluar qué comparaciones concretas (dos a dos) eran realmente
significativas, se planted un analisis post-hoc mediante la correccidn de Bonferroni.

Para el estudio de las variables continuas, se analizaron las diferencias entre los grupos
empleando la prueba de U de Mann-Whitney para las variables que no seguian una distribucion
normal y la t de Student para las que si presentaban esta distribucién.

Para evaluar la relacién entre distintas variables y la probabilidad de presentar una neoplasia
hematoldgica hereditaria, se realizaron modelos de regresidén logistica. En la valoracién del
desempenio de los criterios de sospecha, se complementé el analisis con la curva AUC-ROC (AUC,
del inglés, area under the curve; ROC, del inglés, Receiver Operating Characteristic), asi como
con la estimacion de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo. Dado el reducido nimero de casos en la categoria menos representada, se exploraron
diferentes modelos utilizando combinaciones de predictores por pares.

Para estudiar posibles agrupaciones entre los pacientes con o sin un sindrome de
predisposicién germinal y las alteraciones moleculares, se realizd6 un andlisis de clustering
jerarquizado no supervisado.

El estudio incluyé pardmetros demograficos bdsicos (sexo y edad), pardmetros
hematoldgicos (valores de hemoglobina, volumen corpuscular medio (VCM), recuento plaquetar
y leucocitario, celularidad y displasia en médula dsea), pardmetros relacionados con el propio
proceso (tipo de neoplasia, tiempo de latencia), antecedentes onco-hematoldgicos personalesy
familiares, asi como pardmetros bioldgicos como cariotipo y perfil mutacional de los pacientes.

En todos los casos, el nivel de significacion estadistica se establecié con un valor de p inferior
a 0,05. Todos los estudios estadisticos se realizaron con el software RStudio version 4.2.2.
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5.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES A ESTUDIO

La cohorte global estudiada estuvo compuesta por 300 pacientes diagnosticados de una
enfermedad hematoldgica, cuyas caracteristicas demograficas y clinicas principales se detallan
en la Tabla 14.

Tabla 14. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes de la serie global.

Caracteristicas demograficas y clinicas Pactentes
n= 300 (%)

Edad al debut (afios: mediana, rango) 47 (0-80)

Sexo (masculino/femenino) 147/153
Procedencia

Hospital La Fe 275 (92)

Centro externo 25 (8)
Sub-serie segun el tipo de reclutamiento

Serie dirigida 112 (37)

Serie consecutiva 188 (63)
Diagnéstico hematoldgico

LMA 110 (37)

SMD 64 (21)

IM/citopenias 115 (38)

SMPC 1(<1)

Linfoide 10 (3)
Muestra germinal

Cultivo de fibroblastos cutaneos 145 (48)

Linfocitos T CD3* 30 (10)

Saliva/mucosa oral 1(<1)

Sangre periférica/Médula ésea 124 (41)

LMA: Leucemia Mieloide Aguda; SMD: Sindrome Mielodispldsico; IM: Insuficiencia Medular; SMPC:
Sindrome Mieloproliferativo Crénico.

Dado que la serie global fue dividida en 2 sub-series segun el tipo de reclutamiento de
pacientes, en la Tabla 15, se exponen las caracteristicas demograficas y clinicas de cada uno de
los subgrupos.
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Tabla 15. Caracteristicas demograficas y clinicas de la serie dirigida y la serie consecutiva.

Caracteristicas demograficas Serie dirigida Serie consecutiva
el n=112 (%) n=188 (%)
Edad al debut (afios: 10 (0-69) 55 (2-80)

mediana, rango)

Sexo (masculino/femenino) 51/61 96/92
Procedencia

Hospital La Fe 87 (78) 188 (100)
Centro externo 25 (22) 0(0)

Diagnéstico Hematoldgico

LMA 3(3) 107 (57)
SMD 5(4) 59 (31)
IM/citopenias 93 (83) 22 (12)
SMPC 1(1) 0(0)
Linfoide 10 (9) 0(0)

Muestra germinal

Cultivo de fibroblastos 15 (13) 130 (69)
cutaneos

Linfocitos T CD3* 1(1) 29 (15)
Saliva/mucosa oral 0(0) 1(1)
Sangre periférica/médula 96 (86) 28 (15)
Osea

LMA: Leucemia Mieloide Aguda; SMD: Sindrome Mielodisplasico; IM: Insuficiencia Medular; SMPC:
Sindrome Mieloproliferativo Crénico.

5.2. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE ORIGEN GERMINAL

Como se ha mencionado previamente, se emplearon diferentes tipos de muestras
germinales para el andlisis genético de los pacientes. A continuacidn, se presentan los aspectos
claves relacionados con las muestras, incluyendo la cantidad de DNA obtenida y la calidad de las
muestras, evaluadas a través del grado de contaminacion y otros factores relevantes.

La cantidad de DNA varid segun el tipo de muestra utilizada. Los fibroblastos cutdneos fueron
los que proporcionaron la mayor cantidad, con un promedio de 162 ng/uL, mientras que las
muestras de linfocitos T CD3* mostraron las cantidades mas bajas, con un promedio de 18 ng/uL.
Las muestras de sangre periférica o médula dsea, asi como las de saliva 0 mucosa oral, también
demostraron ser adecuadas, con un promedio de 134 ng/uL y 55 ng/uL, respectivamente.

En relacién con la calidad de las muestras, evaluada principalmente en términos de
contaminacion y fallos en el procesamiento, se observd que en un 3% de los cultivos de
fibroblastos cutdneos hubo contaminacidn con hongos en al menos uno de los frascos
procesados. A pesar de ello, gracias al procesamiento por duplicado, la tasa de fallos fue baja,
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afectando solo a 2 muestras (1%). En un caso, esta situacion se debid a contaminacién en ambos
frascos, mientras que en otro se atribuyé a una falta de crecimiento celular por razones
desconocidas. Por otro lado, las muestras de linfocitos T CD3* presentaron una tasa de fallo del
28%, relacionada con dificultades en el aislamiento de linfocitos T viables, ya que el 40% de los
pacientes mostré menos de 1000 linfocitos/mm3. Ademas, estas muestras tuvieron un promedio
de pureza del 89%, lo que indicd una proporcién de contaminacién con células de estirpe
mieloide. En cuanto a las muestras de sangre periférica y médula dsea, la tasa de fallo fue
practicamente nula. Sin embargo, en el 7% de los casos se observd contaminacion potencial con
DNA de células blasticas, lo que podria haber comprometido la interpretacion genética.
Finalmente, la muestra de saliva y mucosa oral, utilizada en un Unico paciente, no presenté
incidencias.

Es importante sefialar que no se observaron complicaciones hemorragicas ni infecciosas en
los pacientes a los que se les realizé una biopsia cutanea y que el promedio de dias de cultivo
fue de 22 (rango 19-28). Ademas, la eficiencia en la amplificacidon genética fue alta en las
muestras de fibroblastos cutaneos, sangre periférica y saliva, con una tasa de éxito del 99%.
Aunque las muestras de linfocitos T CD3* también lograron buenos resultados, su menor
consistencia en términos de cantidad y calidad del DNA pudo haber influido en la eficiencia del
analisis en ciertos casos.

En la Tabla 16, se resumen los aspectos generales de las muestras germinales analizadas. La
Figura 12 ilustra la distribucién de las muestras germinales utilizadas para el analisis genético
tanto en la serie global como en las sub-series dirigida y consecutiva.

Tabla 16. Caracteristicas de las muestras germinales analizadas.

erminal . Grado de Tasa de Comentarios
8 promedio de ., ..
contaminacion  fallos (%) adicionales
n= 300 DNA (ng/uL)
Fibroblastos 162 Contaminaciéon 1 Tamafio del punch:
cutaneos con hongos en 2 mm?
0,
n= 145 el 3% de los Tiempo promedio
casos de cultivo: 22 dias
Linfocitos T 18 Pureza 28 Linfopenia habitual
CcD3 promedio: 89% en pacientes
n=30 hematoldgicos
Saliva/mucosa 55 0 <1 No valorable en
oral pacientes con
enfermedad clonal
n=1
Sangre/médula 134 Potencial <1 No valorable en
Osea contaminacion pacientes con
con células enfermedad clonal
n=124

blasticas en el
7% de los casos
analizados
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Figura 12. Distribucion del tejido utilizado como muestra germinal

5.3. RENDIMIENTO TECNICO DEL PANEL DE NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS
HEREDITARIAS

El andlisis del panel genético mostré un desempefo robusto en términos de cobertura y
calidad de las lecturas. La cobertura media fue del 99% y la profundidad de lectura media superd
los 200X, con un total de lecturas mapeadas por muestra superior a 2 millones.

Asimismo, entre los 110 genes incluidos en el panel, se observé que en 38 genes (34%) no
se identificaron variantes deletéreas o de significado incierto en ninguno de los pacientes
analizados. Estos genes fueron los siguientes: ABCB7, ACD, ATG2B, CEBPA, EPCAM, ETV6, FANCC,
FANCG, FANCR (RAD51), FANCU (XRCC2), FANCV (MAD2L2), GATA1, HAX1, KIF23, KLF1, MECOM,
NBN, NHP2, NOP10, PARN, PMS2, PPM1D, POT1, PUS1, RBM8A, RPL15, RPL26, RPL27, RPS7,
RPS24, RPS29, TERC, TERF1, TERF2, TINF2, TSR2, USB1.

La repetitividad y reproducibilidad fueron del 100%, con un coeficiente de variacidon <20%
en todas las réplicas (intra- e inter-ensayo). Ademas, la sensibilidad fue del 95% y la especificidad
alcanzo el 90%.

5.4. ESPECTRO DE VARIANTES GENETICAS DE ORIGEN GERMINAL
5.4.1. Descripcion de las variantes germinales detectadas en la serie global

Tras llevar a cabo el andlisis en linea germinal en el total de pacientes de la serie (n=300), se
identificaron 190 variantes genéticas objeto de estudio, de las cuales 71 (37%) se clasificaron
como deletéreas (probablemente patogénicas o patogénicas) y 119 (63%) de significado clinico
incierto.

Las alteraciones deletéreas estuvieron presentes en 41 genes, de los cuales 24 (59%) tenian
un patrén de herencia autosémico dominante (AD), 14 (34%) autosémico recesivo (AR) y 3 (7%)
recesivo ligado al cromosoma X (X-recesivo) (Figura 13, A).
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Las alteraciones de significado clinico incierto estuvieron representadas en 55 genes, cuyo
patrén de herencia fue AD en 27 casos (49%), AR en 25 casos (45%) y X-recesivo en 3 casos (5%)
(Figura 13, B). A su vez, las variantes inciertas se estratificaron en hot (n= 5, 4%), warm (n= 7,
6%), tepid (n= 17, 14%), cool (n= 18, 15%), cold (n= 51, 43%) y ice cold (n= 21, 18%) (Figura 14).
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Figura 13. Distribucién de genes con alteraciones deletéreas (A) y de significado clinico incierto

(B) segun el patrén de herencia.

AD: Autosémico Dominante; AR: Autosémico Recesivo.
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Resultados

Hot
Ice-cold a%

18%

Warm
6%

Figura 14. Estratificacion de variantes de significado clinico incierto siguiendo las guias ACGS?38.

En la Tabla 17, se describen cada una de las variantes encontradas en la serie global,
indicando el gen, el modo de herencia, la alteracién genética, la categorizacién y los criterios de
la ACMG de cada una de ellas.
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Resultados

Tabla 17. Descripcion de las alteraciones genéticas encontradas en la serie global.

Gen (transcrito) Modo de herencia Cambio de nucleétido = Cambio de aminoacido Categorizacion Criterios ACMG
ALAS2 (NM_000032) X-Recesivo c.531T>A p.Phel77Leu VUS (cold) PM2_supp
ANKRD26 (NM_014915) AD c-113A>C VUS (cool) PM1
c.2989G>A p.Val997lle VUS (ice cold) PM2_supp, BP4
c.3431T>C p.Leul144Ser VUS (ice cold) PM2_supp, BP4
;é:giT—Mdee'GGATG 0.Met1484llefs*3 p PVS1,PM2_supp, PM5_supp
c.4916C>T p.Prol639Leu VUS (cold) PM2_supp
C.6541G>A p.Glu2181Lys VUS (cool) PM2_supp, PP3
ATM (NM_000051) AD c.6610A>C p.Lys2204GIn VUS (cold) PM2_supp
c.7429G>A p.Gly2477Arg VUS (cold) (x2) PM2_supp
c.7456C>T p.Arg2486* P PVS1,PM2_supp,PM5_supp
c.8113G>A p.Val2705lle VUS (ice cold) PM2_supp, BP4
c.8138G>A p.Arg2713Lys VUS (cold) PM2_supp
c.8560C>T p.Arg2854Cys VUS (cold) PP3
c.2843C>T p.Ala948Val VUS (hot) PM1,PM2_supp, PP3_mod
BLM (NM_000057) AR
c.3427G>A p.Glu1143Lys VUS (cool) PM1
BRCA1 (NM_007294) AD c.2527del p.Thr843GInfs*3 P Patogénica conocida
c.383A>G p.Asp128Gly VUS (cold) PM2_supp
BRCA2 (NM_000059) AD
c.2981C>T p.Ala994Val VUS (cold) PM2_supp
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Resultados

Gen (transcrito)

BRIP1 (NM_032043)

CALR (NM_004343)

CDAN1 (NM_138477)

CHEK2 (NM_007194)

CSF3R (NM_000760)

CTC1 (NM_025099)

DDX41 (NM_016222)

Modo de herencia

AR

AD

AR

AD

AR

AR

AD

Cambio de nucleétido

c.8961_8964delGAGT

c.2210A>T
€.2823_2824delAT
¢.836A>G
c.278G>A
C.2641A>G
€.2753delT

c.349A>G

c.591delA
c.1421G>A

c.1245delG

c.2257G>A
c.248_251dupGCCA
c.2831delC

c.27+1G>A

c.364G>T

c.536C>T

c.883G>A

Cambio de aminoacido

p.Ser2988Phefs*12
p.Glu737Val
p.lle94Metfs*9
p.GIn279Arg
p.Ser93Asn
p.lle881Val
p.Leu918Cysfs*41

p.Argll7Gly

p.Val198Phefs*7
p.Argd74His

p.Thr416Profs*17

p.Gly753Arg
p.His84GInfs*8

p.Pro944Leufs*7

p.Glu122*

p.Prol79Leu
p.Ala295Thr
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Categorizacion

P
VUS (cold)
LP

VUS (cold)
VUS (cool)
VUS (tepid)
LP

LP

P
VUS (cool)

P

VUS (ice cold)
VUS (hot)

P

P

LP

VUS (cold)

Criterios ACMG

Patogénica conocida
PM2_supp

PVS1, PM2_supp

PM1, BP4

PM1,PM2_supp, BP4_supp
PM1, PM2_supp

PVS1, PM2_supp

PS3_mod,PS4_mod,
PP3_strong

PVS1, PS4, PM2_supp
PP3_mod

PVS1,PM2_supp,
PP4

PM3_supp,

PM2_supp, BP4

PVS1

PVS1, PS4, PM3
PVS1,PM2_supp, PP4_mod

PVS1, PS4,
PP4_strong

PM2_supp,

PM2_supp,PM5,PP4_strong,
BP4

PM2_supp, PP4, BP4



Resultados

Gen (transcrito) Modo de herencia

DNAJC21 AR
(NM_001012339)

DKC1 (NM_001363) X-Recesivo
EFL1 (NM_024580) AR

ELANE (NM_001972) AD

Cambio de nucleétido

c.1015C>T

c.1436G>A
€.1538T>C
c.533G>A
c.631C>T
€.632G>A
c.1368delA
c.1615C>T

c.1058C>T

€.299C>T
¢.310T>A
c.323G>A
c.496C>T
€.2641C>G
c.182C>A

c.212G>A
c.275_289del

c.416C>T

Cambio de aminoacido

p.Arg339Cys

p.Argd79GIn
p.lle513Thr
p.Argl78His
p.Arg211Cys
p.Arg211His
p.Lys456Asnfs*10
p.Arg539Trp

p.Ala353Val

p.Ser100Phe
p.Serl04Thr
p.Arg108His
p.Leul66Phe
p.Pro881Ala
p.Ala61Glu

p.Cys71Tyr
p.Arg92_Arg96del

p.Prol139Leu
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Categorizacion

LP

VUS (cool)
VUS (tepid)
VUS (cold)
VUS (ice cold)
VUS (cold)
VUS (warm)
VUS (cold)

P

VUS (tepid)
VUS (cold)
VUS (tepid)
VUS (cool)
VUS (tepid)
VUS (tepid)

P

LP

Criterios ACMG

PS4_mod,PM2_supp,PM5,

PP4_strong

PM2_supp + PP4

PP3_mod, PM2_supp

PP3

PM2_supp, BP4

PM2_supp
PVS1_strong
PM2_supp

PS3, PS4, PM2_supp, PP2, PP3,

PP4

PM2_supp, PP3_mod

PM2_supp

PM2_supp, PP3_mod

PM2_supp, PP3

PM2_supp, PP3_mod

PM2_supp, PM5
PS4, PM2_supp,

PP3_supp, PP4

PM5, PMS6,

PM2_supp, PM4, PM6, PP4

PS4, PM2_supp,

PP3_mod, PP4

PM5, PMS6,



Resultados

Gen (transcrito)

ERCC4 (NM_005236)

FANCA (NM_000135)

FANCB (NM_001018113)
FANCD2 (NM_001018115)

FANCE (NM_021922)

FANCF (NM_022725)

Modo de herencia

AR

AR

X-Recesivo

AR

AR

AR

Cambio de nucleétido

c.561C>A
c.22C>T

c.448C>T
€.533T>C
¢.890A>G

c.1484_1488delCTCAA

€.295C>T

¢.5117>C
¢.1594G>A
c.2507T>A
c.3373G>A
¢.3551G>C
¢.3558dupG
€.3788_3790delTCT

Delecién exén 21y 22

c.1957G>A
€.2444G>A
¢.1300C>T
c.1378C>T
c.370G>C

Cambio de aminoacido

p.Cys187*
p.Arg8*
p.Arg150Cys
p.Vall78Ala
p.Tyr297Cys
p.Thr495Asnfs*6

p.GIn99*

p.Trpl71Arg
p.Glu532Lys
p.Phe836Tyr
p.Alal125Thr
p.Argl184Pro
p.Arg1187Glufs*28
p.Phel263del

p.Ala653Thr
p.Arg815GIn
p.GIn434*

p.Argd60Trp
p.Alal24Pro
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Categorizacion

P
LP

VUS (hot)
VUS (cold)
VUS (cold)
P

P (x2)

VUS (ice cold)
VUS (cold)
VUS (cold)
VUS (cold)
VUS (cold)
P

P (x2)

P

VUS (cold)

P

LP

VUS (ice cold)
VUS (ice cold)

Criterios ACMG

PVS1, PM2_supp, PM6, PP4
PVS1, PM2_supp

PM1, PM2_supp, PP3_mod
PM2_supp

PM2_supp

PVS1, PS4, PM3

PVS1,PS4,PM2_supp,
PM3_supp, PP4

PM2_supp, BP4

PM2_supp

PP3

PM2_supp

PP3

PVS1, PM3, PM2_supp, PP4
PS3, PS4, PM4_supp, PP1
PVS1, PM6, PP4

PM1, PM2_supp, BP4_mod
PS4, PM3_strong, PP3, PP4
PVS1, PM2_supp

PM1, BP4_mod

PM1, PM2_supp, BP4_strong



Resultados

Gen (transcrito)

FANCI (NM_001113378)

FANCL(NM_018062)

FANCM (NM_020937)

G6PC3 (NM_138387)

GATA2 (NM_032638)

Modo de herencia

AR

AR

AR

AR

AD

Cambio de nucleétido

€.633G>T

¢.1510C>G
c.1537A>G
€.2393A>G
C.2617A>G
c.3473G>T
c.104A>T

¢.1007_1008insGCTTAT

¢.5101C>T

¢.5135C>T
€.5766_5769delGACT
¢.5791C>T

c.4517>C

c.395G>A

c.616G>T

c.1045T>A

c.11177>C

c.1415C>G

Cambio de aminoacido

p.GIn211His
p.GIn504Glu
p.Met513Val
p.Asn798Ser
p.Asn873Asp
p.Cys1158Phe
p.Asp35Val

p.GIn335_lle336insMet
Leu

p.GIn1701*
p.Serl712Phe
p.Thr1923Profs*2
p.Arg1931*
p.Cys151Arg
p.Gly132Glu
p.Glu206*

p.Cys349Ser

p.Cys373Arg

p.Prod72Arg
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Categorizacion

VUS (ice cold)
VUS (tepid)
VUS (cold)
VUS (cold)
VUS (cold)
VUS (warm)
VUS (cold)

VUS (tepid)

P (x2)

VUS (ice cold)
LP

P

VUS (ice cold)
VUS (tepid)

P

LP

VUS (tepid)

Criterios ACMG

PM1, BP4_mod
PM1,PM2_supp

PM1, PM2_supp, BP4_mod
PM1, PM2_supp, BP4_mod
PM1, PM2_supp, BP4_mod
PM1, PP3_mod

PM2_supp

PM2_supp, PM4

PVS1, PS3

PM2_supp, BP4

PVS1, PM2_supp

PVS1, PS3

PM2_supp, BP4

PM1, PM2_supp

PVS1, PM2_supp, PM6, PP4

PM2_supp, PM5_strong, PM6,
PP3_strong, PP4

PM2_supp,PM5,PP1,
PP3_strong, PP4

PM1, PM2_supp



Resultados

Gen (transcrito)

GFI1 (NM_005263)

HSPA9 (NM_004134)

JAGNI (NM_032492)

JAK2 (NM_004972)

LIG4 (NM_206937)

MLH1 (NM_000249)

MPL (NM_005373)

MSH2 (NM_000251)

MSH6 (NM_000179)

Modo de herencia

AD

AD/
pseudoAR

AR

AD

AR

AR

AD

AR

AR

Cambio de nucleétido

c.1145A>G

c.632dupT

¢.334A>G
¢.886A>G
¢.1249G>A
€.2429C>T
€.2696T>C
€.2984T>C
€.1271_1275delAAAGA
¢.1913T7>C
¢.539T>G
c.1013A>G
c.1270G>A
¢.305G>C
c.430G>A
¢.1159C>G

c.682G>A
c.837C>A

Cambio de aminoacido

p.Asn382Ser

p.Ser212llefs*10

p.llel12Val
p.lle296Val
p.Gly417Ser
p.Thrg810lle
p.1le899Thr
p.Phe995Ser
p.Lys424Argfs*20
p.lle638Thr
p.Val180Gly
p.Asn338Ser
p.Ala424Thr
p.Arg102Pro
p.Glyl44Arg
p.Leu387Val

p.Glu228Lys

p.Ser279Arg
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Categorizacion

VUS (ice cold)
VUS (ice cold)
VUS (cold)
VUS (ice cold)
VUS (cool)

LP

P

VUS (ice cold)
VUS (cool)
VUS (cold)
VUS (cold)

LP

VUS (cold)
VUS (warm)

VUS (cold)

VUS (cold)

Criterios ACMG

PS3,PS4,PM2_supp,
PP1_strong, PP4, BP4

PVS1, PM2_supp, PM3

PM2_supp, BP4

PM2_supp, BP4

PP3

PM2_supp, BP4

PP3_mod

PM2_supp, PP3_strong, PP4
PVS1_strong, PS3, PM3, PP1
PM2_supp + BP4

PP3_mod

PP3

PM2_supp

PS3_mod, PM5_strong
PM2_supp

PM1, PM2_supp, PP3

PM2_supp

PM2_supp



Resultados

Gen (transcrito)

NF1 (NM_001042492)

PALB2 (NM_024675)

PAX5 (NM_016734)

PTEN (NM_000314)

PTPN11 (NM_002834)

RAD50 (NM_005732)

RAD51C (NM_058216)
RB1 (NM_000321)
RPL5 (NM_000969)

Modo de herencia

AD

AD

AD

AD

AD

AR

AD
AD
AD

Cambio de nucleétido

¢.1820C>G
€.3260C>A
€.3425C>T
€.368C>G

¢.2065G>A
¢.3374C>T
¢.5380G>A
¢.6535C>T
¢.12477>C

c.101C>G

c.278A>C

c.28A>G

c.923A>G

c.34G>A
c.3758T>A
c.428A>G
¢.1818T>G
C.74-1G>A

Cambio de aminoacido

p.Thr607Arg
p.Pro1087His
p.Thrl1l42Met
p.Thr123Ser

p.Val689Met

p.Alal125Val
p.Vall1794lle

p.Arg2179Cys
p.Met416Thr

p.Pro34Arg

p.His93Pro
p.Asn10Asp
p.Asn308Ser

p.Vall2Met
p.lle1253Lys
p.GIn143Arg
p.Tyr606*
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Categorizacion

VUS (ice cold)
VUS (cold)
VUS (cool)
VUS (warm)

VUS (cool)

VUS (cold)
VUS (warm)
VUS (cool)
VUS (cold)

LP

VUS (warm)
P

VUS (cold)
VUS (cold)
VUS (cool)
P
P

Criterios ACMG

PM2_supp, BP4

PP3

PM1

PM1, PM2_supp, PP2

PM1, PP2, BP4

PM1, PP2, BP4_mod
PM1, PM2_supp, PP2
PM1, PP2, BP4
PM2_supp

PM2_supp,PM5_supp,
PP3_strong

PS4_vs, PM1, PM2_supp, PP2,
PP3_strong

PM1, PM2_supp, PP2

PS3, PS4, PM2_supp, PM5, PP2,
PP3, PP4

PM2_supp

PM2_supp

PS3_supp, PP3

PVS1, PS4, PM2_supp, PP4
PVS1, PS4, PM2_supp, PPA4.



Resultados

Gen (transcrito)

RPL11 (NM_000975)

RPL35A
(NM_001316311.1)

RPS10 (NM_001014)
RPS17 (NM_001021)

RPS19 (NM_001022)
RPS26 (NM_001029)
RPS27 (NM_001030)

RTEL1 (NM_001283009)

RUNX1 (NM_001754)

Modo de herencia

AD

AD

AD

AD

AD
AD
AD

AD/AR

AD

Cambio de nucleétido

c.103C>T
c.228delC

Delecion de genes contiguos, afectando a la

totalidad de RPL11

€.26C>G

c.239G>A

Delecion de genes contiguos, afectando a la

totalidad de RPS17
c.3G>T

c.3+1G>A

c.89C>T

¢.350C>T
c.392A>G
c.421C>T

Cc.658G>A

c.2920C>T

c.3175G>C
c.3659C>G

¢.319C>G

Cambio de aminoacido

p.Arg35Cys

p.Cys76Trpfs*13

p.Ala9Gly

p.Arg80His

p.Metllle

p.Ser30Phe
p.Serll7Leu
p.Tyr131Cys
p.Argl41Trp
p.Asp220Asn

p.Arg974*

p.Alal059Pro
p.Pro1220Arg

p.Argl07Gly
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Categorizacion

VUS (cool)
P

VUS (ice cold)
VUS (warm)
P

P
P

VUS (cold)
VUS (cold)
VUS (cool)
VUS (hot)
LP

VUS (cold)
VUS (ice cold)

LP

Criterios ACMG

PP3_mod

PVS1, PM2_supp, PP4

1A,2A,3A

PM2_supp, BP4
PM1, PM2_supp, PP3_mod
1A,2A,3A

PVS1, PS1, PS4, PM2_supp, PP4
PVS1, PM2_supp, PM6, PP4
PM2_supp

PP3

PM2_supp, PP3

PM1, PM2_supp, PP3_mod
PM1, PM2_supp, PM3, PP4

PVS1, PS3, PS4, PM2_supp,
PM3_supp, PP4

PM2_supp
PM2_supp, BP4

PS4 supp, PM1, PM2_supp,
PP3_mod



Resultados

Gen (transcrito)

SAMDS (NM_017654)

SAMDSL (NM_152703)

SBDS (NM_016038)

SH2B3 (NM_005475)
SLC25A38 (NM_017875)
SLX4 (NM_032444)

SRP54 (NM_003136)

SRP72 (NM_006947)
TAZ (NM_000116)

Modo de herencia

AD

AD

AR

AD/AR
AR
AR

AD

AD

X-Recesivo

Cambio de nucleétido

¢.597dupG

c.601C>T

c.661C>T
c.1046_1047delCT
c.1479C>G

c.4432A>G

¢.2069G>A
¢.2089A>T
¢.3880A>T
c.258+2T>C
Delecién del exén 2
¢.1665C>G
c.324_325delCT
c.4453C>T
c.93G>T
¢.636A>G
c.1916G>A
c.110-2A>G

Cambio de aminoacido

p.Pro200Alafs*13

p.Arg201*

p.Arg221*
p.Ser349*
p.Phe493Leu

p.lle1478Val

p.Gly690Asp
p.Asn697Tyr
p.Lys1294*

p.Tyr555*
p.Tyr109Leufs*43
p.GIn1485*
p.Met31lle
p.lle212Met
p.Ser639Asn
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Categorizacion

LP
P
VUS (ice cold)

LP

VUS (cool) (x2)
VUS (cold)
VUS (cold)
P (x3)

LP

VUS (tepid)
P

LP

VUS (cold)
VUS (tepid)
VUS (cold)
P

Criterios ACMG

PVS1, PS4 supp,
PM2_supp

PM1_supp,

PVS1, PS4, PM1, PM2_supp,
PP1_strong

PVS1_strong, PP4_mod
PVS1, PM2_supp, PP4
PM2_supp, BP4

PM2_supp, PMS5, PMe6,
PP4_strong, BP4_mod
PP3_mod

PM2_supp

PM2_supp

PVS1, PS3, PS4, PP1, PP3
PVS1, PM2_supp, PP4
PVS1_mod, PM2_supp
PVS1, PS4

PVS1 + PM2_supp
PM2_supp, PP2, BP4
PM2_supp, PP2, PP4
PM2_supp

PVS1, PM2_supp, PP4


https://lafe.alissa.agilent.com/interpret/search_domains.html?type=variantPDot&query=NM_017875.2%3Ap.Y109Lfs%2A43&genomeBuildRoot=any&domainType=GERMLINE

Resultados

Gen (transcrito)

TERT (NM_198253.2)

TP53(NM_000546)

TRNTI (NM_182916)
UBE2T (NM_014176)

VPS45 (NM_001279354)

WAS (NM_000377)

WRAP53
(NM_001143992)

YARS2 (NM_001040436)

Modo de herencia

AD/AR

AD

AR
AR

AR

X-Recesivo

AR

AR

Cambio de nucleétido

c.2228G>A
c.844C>T

c.845G>A
€.271_273delGAG
c.16C>T

¢.19G>A

c.674delC
€.175_176delCCinsTT

c.2177>C
Cc.626G>A
c.881T>C

c.935G>A
¢.1049delG
€.296T>G
¢.506C>T
€.666G>C
c.1240C>T

Cambio de aminoacido

p.Arg743GIn
p.Arg282Trp

p.Arg282GiIn
p.Glu9ildel
p.Arg6Cys
p.Glu7Lys

p.Pro225Hisfs*3

p.Pro59Phe

p.Cys73Arg (hemiz)

p.Ser209Asn
p.11e294Thr

p.Cys312Tyr

p.Gly350Valfs*62

p.Phe99Cys
p.Thri69lle
p.GIn222His
p.Arg414Cys
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Categorizacion

VUS (cold)
P

VUS (tepid)
VUS (cool)
VUS (cold)
VUS (tepid)
LP

VUS (cold)

P
VUS (cold)
P (x2)

VUS (tepid)
VUS (hot)
VUS (ice cold)
VUS (ice cold)
VUS (cold)
VUS (cold)

Criterios ACMG

PM2_supp, PP2, BP4

PS3, PS4_supp, PM5, PMS6,
PP3_mod

PM1, PP3_supp
PM2_supp, PM4_supp
PM2_supp
PM2_supp, PP3_mod
PVS1 + PM2_supp
PM2_supp

PS4, PM2_supp, PMS5_strong,
PP3_strong, PP4

PM2_supp

PS4, PS3, PM2_supp, PP3_mod,
PP4

PM1, PM2_supp
PVS1
PM2_supp, BP4
PM2_supp, BP4
PM2_supp
PM2_supp



Resultados

ACMG: colegio americano de genética médica y gendmica (del inglés, American College of Medical Genetics and Genomics); AD: Autosémico Dominante; AR:
Autosémico Recesivo; VUS: variante de significado incierto (del inglés, Variant of Uncertain Significance); P: patogénica (del inglés, Pathogenic); LP: probablemente
patogénica (del inglés, Likely Pathogenic).
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Resultados

5.4.2. Distribucidn de las variantes germinales en los pacientes de la serie global

A continuacién, se describe la distribucidn de variantes genéticas de significado clinico
incierto o caracter deletéreo (probablemente patogénicas o patogénicas) entre los 300 pacientes
de nuestra serie. En 156 (52%) casos, no se detectd ninguna alteracion de interés. En 76 (25%)
pacientes, sélo se detectaron variantes de significado clinico incierto y en 68 (23%) pacientes se
detectaron variantes deletéreas (17 de éstos asociaron, ademas, una variante incierta). Por su
parte, los 68 pacientes con una variante deletérea se dividieron en 3 grupos: 46 pacientes
presentaban alteraciones genéticas que se consideraron causantes de enfermedad, 4 pacientes
presentaban variantes en heterocigosis en genes con un patrén de herencia AD, aunque con
dudosa relacion con su enfermedad de base, y 18 fueron portadores en heterocigosis de
variantes con un patrén de herencia AR. Estos suponian un 16%, 1% y 6% de la serie global,
respectivamente. En la Figura 15, se esquematiza la distribucién de pacientes segun las
alteraciones genéticas que presentaban.

Entre los 46 pacientes portadores de una alteracion genética que se considerd causante de
su enfermedad de base y que fueron, por tanto, diagnosticados de una NHH (16% de la serie
global, representados en azul claro en la Figura 14), 34 (74%) tenian una alteracion genética en
heterocigosis con un patrén de herencia AD, 7 (15%) presentaban una alteracién en homocigosis
o heterocigosis compuesta en un gen con un patrén de herencia ARy 5 (11%) presentaban una
alteracién en un gen con un patrdn de herencia recesivo ligado al cromosoma X (4 varones en
hemicigosis y una mujer en heterocigosis). Los genes causantes de una NHH en la serie global se
representan en la Figura 16.

VUS
25% Portadores
6%

I Posibles
1%
Ninguna
52% Deletéreas Causantes
23% 16%

Figura 15. Distribucidn de variantes dentro de la serie global.

En verde, los pacientes que no presentaron ninguna alteracion genética de interés. En amarillo, los
que presentaron sdélo variantes inciertas, y en rojo los que presentaron, al menos, una variante
deletérea. Dentro de este grupo, se distinguen en gris los pacientes portadores asintomaticos, en
azul oscuro los pacientes con una alteracién con dudosa relacién con su enfermedad de base, y en
azul claro los pacientes con una NHH. VUS: variante de significado incierto (del inglés, Variant of
Uncertain Significance).
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Figura 16. Genes causantes de una NHH en nuestra serie.

AD: Autosémico Dominante; AR: Autosdmico Recesivo.

5.5. CARACTERIZACION CLINICO-BIOLOGICA DE LA SERIE GLOBAL

Como se ha explicado en el apartado anterior, 46 pacientes de la serie global (16%) fueron
diagnosticados con una NHH. El resto de los pacientes (n= 254, 84%) fue diagnosticado con una
enfermedad hematoldgica de origen esporadico.

El conjunto de NHHs (n= 46) detectadas en la serie global se representa en la Figura 17, y se
compone de las siguientes entidades: Sindrome Mielodisplasico Familiar asociado a DDX41
(DDX41, n= 4, 9%), Sindrome de Li Fraumeni (TP53, n= 1, 2%), Trastorno Plaquetar Familiar
(RUNX1, n=3, 7%), Sindrome de haploinsuficiencia de GATA2 (n= 3, 7%), Neoplasia Hematoldgica
Familiar asociada a SAMD9 (SAMDS9, n= 3, 7%), Anemia de Fanconi (FANCA/ FANCD2, n= 4, 9%),
Telomeropatia (RTEL1/DKC1, n= 2, 4%), Neutropenia Severa Congénita (ELANE/CSF3R/GFI1/TAZ,
n= 7, 15%), Sindrome de Wiscott-Aldrich (WAS, n= 3, 7%), Anemia de Blackfan-Diamond
(RPL5/RPL11/RPS17/RPS19/RPS26, n= 6, 13%), Sindrome de Shwachman-Diamond (SBDS, n=1,
2%), Sindrome de Noonan (PTPN11, n= 1, 2%), Sindrome de predisposicion a cancer (ATM
heterocigoto, n= 2, 4%; BRCA1, n= 1, 2%; BRCA2, n= 1, 2%; CHEK2, n= 2, 4%), Leucemia Aguda
Linfoblastica familiar asociada a PAX5 (PAX5, n= 1, 2%) y Sindrome Mieloproliferativo Familiar
asociado a JAK2 (JAK2, n=1, 2%). Cada uno de estos pacientes se describe de forma exhaustiva
en el siguiente apartado de Resultados.

De forma pragmatica, estas entidades se agruparon en categorias siguiendo las
clasificaciones actuales®®® (categorias 1-3). En base a las recomendaciones de la ELN*, se
incluyd una cuarta categoria (pan-cdncer) con el objetivo de representar a los pacientes con
riesgo de desarrollar tanto cancer soélido como hematoldgico. Las entidades no clasificadas en
ninguna de las categorias anteriores fueron agrupadas en la categoria 5.

1. Categoria 1: sindrome de predisposicién sin alteraciones plaquetares previas ni
disfuncién organica, presente en 5 pacientes (11% de las NHH de la serie global).

2. Categoria 2: sindrome de predisposicidn con alteraciones plaquetares previas, presente
en 3 pacientes (7% de las NHH de la serie global).
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3. Categoria 3: sindrome de predisposicion con disfuncién organica, presente en 30
pacientes (65% de las NHH de la serie global).

4. Categoria 4: sindrome de predisposicion pan-cancer, presente en 6 pacientes (13% de
las NHH de la serie global).

5. Categoria 5: sindrome de predisposicién a otras neoplasias hematoldgicas, presente en
2 pacientes (4% de las NHH de la serie global).

En cuanto al diagndstico hematoldgico, 22 (48%) de los 46 pacientes con una NHH
desarrollaron una neoplasia (14 casos de SMD, 6 de LMA, 1 de LLA y 1 de SMPC), mientras que
los 24 pacientes restantes (52%) presentaron insuficiencia medular (IM).

TP53
DDX41 sin i ni di
SMD
RUNX1
Con alteraciones plaquetares previas
GATA2
SAMDY
FANCA
FANCD2
RTEL1
DKC1 LMA
ELANE
CSF3R
GFI1 B . .
1Az Con disfuncién organica
WAS
RPLS
RPL11
RPS17
RPS19
RPS26
SBDS M
PTPN11
CHEK2
BRCA2
BRCA1 Pan-cancer
ATM
N JAK2
- SMPC
[l otros - LLA
Gen Categoria Enfermedad

Figura 17. Conjunto de pacientes con una NHH en la serie global representados mediante un gréfico
Sankey plot.

En la parte izquierda de la figura, se representa cada una de las entidades detectadas genéticamente
definidas. En la parte central, se representa la categoria a la que pertenece cada entidad. El tamafio
de las cajas situadas a la izquierda de cada epigrafe indica el nimero de pacientes representados. El
color de las cajas indica la categoria en la que se agrupan los pacientes (categoria 1 en verde,
categoria 2 en azul, categoria 3 en rosa, categoria 4 en naranja y categoria 5 en violeta). Por ultimo,
en la parte derecha de la figura, se representa la enfermedad hematoldgica que desarrollé cada uno
de los pacientes. El grosor de cada linea varia en funcidn del nimero de pacientes representados. El
color de cada linea varia en funcién del diagndstico hematoldgico (SMD en azul, LMA en rojo, IM en
verde, SMPC en amarillo y LLA en fucsia). SMD: Sindrome Mielodisplasico; LMA: Leucemia Mieloide
Aguda, IM: Insuficiencia Medular; SMPC: Sindrome Mieloproliferativo Crénico; LLA: Leucemia
Linfoblastica Aguda.

Como se observa en la Figura 17, 23 de los 30 (77%) pacientes de la categoria 3 desarrollaron
insuficiencia medular, mientras que 15 de los 16 (94%) pacientes del resto de categorias
presentaron neoplasias hematolégicas. Ambas asociaciones fueron estadisticamente
significativas (p < 0,001).
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Considerando la edad al debut y agrupando a los pacientes segun las categorias previamente
descritas, la mediana de edad para desarrollar la enfermedad hematoldgica fue de 53 afios
(rango: 3-73 afios), 50 afios (rango: 45-68 afios), 7,5 afios (rango: 0-59 ainos), 58,5 afios (rango:
55-67 aios) y 32 afios (rango: 3-61 afos) en las categorias 1, 2, 3, 4y 5, respectivamente.

Si se agrupa a los pacientes por el diagndstico hematoldgico que recibieron, los pacientes
con una neoplasia mieloide desarrollaron la enfermedad a una mediana de edad de 55 afios
(rango: 3-73 aiios); mientras que los pacientes con IM fueron diagnosticados a una mediana de
edad de 1,5 afios (rango: 0-45 afios). Por su parte, el Unico paciente con enfermedad de estirpe
linfoide fue diagnosticado a los 3 afios.

Se observa por tanto que la mayoria de los pacientes pertenecientes a la categoria 3 eran
pedidtricos o adultos jovenes, mientras que las otras categorias estaban representadas
principalmente por pacientes adultos. Por otro lado, los pacientes diagnosticados con neoplasias
mieloides eran significativamente mayores que aquellos con insuficiencia medular (p < 0,0001).
La Figura 18 muestra la edad de los pacientes al momento del diagnéstico de su NHH en funcion
del gen alterado.
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Figura 18. Edad de los pacientes con una NHH al debut de su enfermedad hematoldgica.
Cada circulo representa un paciente y cada raya la mediana de edad al debut en cada gen.

Posteriormente, se compararon la edad al debut, el nivel de hemoglobina, el volumen
corpuscular medio (VCM), la cifra de plaquetas, la cifra de leucocitos, la celularidad y la displasia
en médula désea al diagndstico de enfermedad mieloide (incluyendo LMA, SMD, SMPC) (Tabla
18) e insuficiencia medular (Tabla 19) de origen germinal respecto a origen esporadico. En las
enfermedades de estirpe linfoide (incluyendo LLA y SLPC), sélo estaba disponible el dato de la
edad. En la Figura 19, se representan graficamente estos resultados.
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Tabla 18. Comparacidn de pardmetros al diagndstico en enfermedad mieloide germinal vs. esporadica.

Variable (mediana, rango)

Edad al diagndstico

Hemograma

Médula dsea

Hemoglobina
(g/dL)

VCM (fL)

Plaquetas/mm3

Leucocitos/mm?
Hipocel, n (%)
Normocel, n (%)
Hipercel, n (%)
Displasia, n (%)

Mieloide-G (n = 21)

55 (3-73)
9,6 (2,3-14,4)

103,8 (92-118)

104.500 (7.000-
517.000)

2.600 (570-127.500)
7(32)

2 (9)

6 (27)

15 (68)

Mieloide-E (n = 154)

57 (9-80)
9,1 (4,7-14)

97,4 (80-126)

80.500 (12.000-
1.083.000)

5.005 (500-314.000)
23 (15)

26 (17)

74 (48)

101 (66)

p valor
1
1

0,41

0,009

0,11

0,36

Mieloide-G: enfermedad Mieloide de origen Germinal;, Mieloide E: enfermedad Mieloide de origen
Esporddico; VCM: Volumen Corpuscular Medio; Hipocel: Hipocelularidad; Normocel: Normocelularidad;
Hipercel: Hipercelularidad.

Tabla 19. Comparacidn de pardmetros al diagndstico en insuficiencia medular germinal vs. esporadica.

Variable (mediana, rango)

Edad al diagndstico

Hemograma

Médula dsea

Hemoglobina (g/dL)

VCM (fL)

Plaquetas/mm3

Leucocitos/mm?

Hipocel, n (%)
Normocel, n (%)

Hipercel, n (%)

Displasia, n (%)

IM-G (n = 24)
1,5 (0-45)
11,6 (6,9-17)

92,7 (76-108)

152.000
762.000)

4.300 (2.110-10.600)

7 (29)
9 (37)
0(0)

2(8)

94

(27.000-

IM-E (n = 91)
12,5 (1-64)
10,5 (3-16,7)

87,7 (70-113,7)

93.500
633.000)

3.800 (370-13.100)
36 (40)

19 (21)

0(0)

10 (11)

(3.000-

p valor
0,4
0,02

0,08

0,10
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IM-G: Insuficiencia Medular de origen Germinal; IM-E: Insuficiencia Medular de origen Esporadico; VCM:
Volumen Corpuscular Medio; Hipocel: Hipocelularidad; Normocel: Normocelularidad; Hipercel:
Hipercelularidad.
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Figura 19. Comparacién de parametros entre pacientes con enfermedad germinal (G)
vs. enfermedad esporadica (E). A) Edad al diagnéstico; B) Hemoglobina; C) VCM; D)
Plaquetas; E) Leucocitos; F) Celularidad; G) Displasia.

Ns: no significativo; IM: Insuficiencia Medular; Hiper: Hipercelular, Normo:
Normocelular; Hipo: Hipocelular.

Como se muestra, los pacientes con enfermedad mieloide de origen germinal presentaron
un recuento de leucocitos significativamente menor al diagndstico en comparacién con los
pacientes con enfermedad mieloide esporadica (p = 0,02). A su vez, los pacientes con
insuficiencia medular de origen esporadico presentaron niveles de hemoglobina mas bajos que
los pacientes con insuficiencia medular de origen germinal (p = 0,009). Las demas comparaciones
no arrojaron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, se observé un patrén
distintivo en la distribucion por edad: los casos de enfermedad mieloide de origen germinal
mostraron una distribucién bimodal, mientras que los de origen esporadico afectaron
predominantemente a adultos. En cuanto a la insuficiencia medular de origen germinal se
observd mayormente en nifos y adultos jovenes. Las demas formas de la enfermedad se
distribuyeron de manera uniforme en todas las edades.
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5.5.1. Descripcion clinica y familiar de los pacientes con una NHH.

A continuacion, se describen los 46 pacientes diagnosticados de una NHH en la serie global,
estableciendo las 5 categorias previamente mencionadas segun el gen afectado. Cada tipo de
cancer esta representado con un color distintivo en el conjunto de pedigris. Las palabras “cancer”
y “afios” se indican con las abreviaturas “ca” y “a”, respectivamente. En la Tabla 20, se muestra
una leyenda con la relacidn de colores con los que se representa cada tipo de cancer. En las
Tablas suplementarias 5-7 del Anexo 7, se resumen las principales caracteristicas clinicas y
analiticas asociadas a estos pacientes.

Tabla 20. Relacidon de colores en funcion del tipo de cancer representado.

Tipo de cancer

! ano

cancer no especificado

cerebro

citopenias/citosis sin filiar

colon

endometrio

esoéfago

estémago

faringe

higado

laringe

leiomiosarcoma

leucemia/sindrome mielodisplasico/insuficiencia medular

mama

mieloma multiple

osteosarcoma

ovario

pancreas

piel

prostata

pulmodn

rindn

testiculo

vejiga
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Categoria 1: Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal sin alteraciones
plaquetares previas o disfuncion orgdnica

Sindrome de predisposicion germinal con alteraciéon en DDX41

Caso 1

Caso indice: Varén de 73 afios con SMD (tipo: EB-1).

Antecedentes personales: papiloma vesical con 54 afos y carcinomas basocelulares de
repeticion.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,3g/dL, VCM 107,5fL, leucocitos 1.640/mm?3, plaquetas
43.000/mm?3.

- Médula désea: celularidad aumentada, con signos displasicos, 7% blastos.

Cariotipo: 46,XY[20].
- Molecular somatica: DDX41 (p.Pro379GIn), ASXL1, NRAS.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.
Resultado: DDX41 (NM_016222): c.27+1G>A (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Losindividuos IIl.9 y IV.8 son portadores de la variante.
- Los individuos 1.6, 111.16, 1V.6, V.7, IV.14, IV.18 y IV.19 no son portadores de la variante.

Evolucidn: EIl SMD permanece estable, en seguimiento por Hematologia.

Seguimiento de familiares: los individuos IIl.9 y IV.8 acuden a la CGH para control de
hemograma de forma anual, sin alteraciones analiticas hasta el momento.
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SMD: Sindrome Mielodisplasico; LLC: Leucemia Linfatica Crénica
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Caso 2
Caso indice: Mujer de 64 afios con SMD (tipo: EB-2).
Antecedentes personales: No.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,4g/dL, VCM 102,2fL, leucocitos 570/mm?3, plaquetas

92.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displasicos, 14% blastos.
- Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: DDX41 (p.Glu345Asp).

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.

Resultado: DDX41 (NM_016222): c.1015C>T; p.Arg339Cys (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- El individuo 1.4 no es portador de la variante.

Evolucidn: la paciente ha sido trasplantada de su hermano (no portador), encontrandose

actualmente en respuesta completa.

1 2 3 .

N T

U M

Ca faringe, 65a

1|

5 |

Cancer, 50a

7
N |

2

3
CCR, 60a O O Cancer, 60a
®

M o, 640 1

1
v
2 3

Linfocitosis,
33a

SMD: Sindrome Mielodisplasico; CCR: Cancer Colo-Rectal
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Caso 3

Caso indice: Varén de 53 afios con SMD (tipo: EB-1).
Antecedentes personales: No.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 10,3g/dL, VCM 110,4fL, leucocitos 2.600/mm?3,
141.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad aumentada, con signos displasicos, 6% blastos.
Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: DDX41 (p.Argd71Pro), SRSF2.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.

Resultado: DDX41 (NM_016222): ¢.536C>T; p.Pro179Leu (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos III.5, IV.6 y IV.7 son portadores de la variante.
- El individuo IV.8 no es portador de la variante.

plaquetas

Evolucidn: El paciente fue trasplantado de su hermana HLA-idéntica (portadora III.5). Tras dos
afios de respuesta, desarrollé un SMD en células del donante, que progresé a LMA en células

del donante y causo su fallecimiento.

Seguimiento de familiares: los individuos 1.5, IV.6 y IV.7 estdn en seguimiento con

hemograma anual, sin alteraciones analiticas hasta el momento.

1 2 3 4

J %)

6,7,8

2| 3 4| 5 @
/]

L 1

SMD EB-1, 53a
3 SMD cel donante, 57a

O,

J_ SMD, 57a

1,2,3

SMD: Sindrome Mielodisplasico; SMD EB-1: Sindrome Mielodisplasico con Exceso
de Blastos tipo 1; SMD cel donante: Sindrome Mielodispldsico en células del

donante
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Caso 4
Caso indice: Nifio de 3 afios con SMD (tipo: citopenia refractaria).

Antecedentes personales: neutropenia desde el primer afo de vida (cifra mdas baja: 520
PMN/mm?3); infecciones de repeticion (algunas de gravedad que requirieron ingreso en UCI); a
los 2 afios de vida, retraso del lenguaje y rasgos de trastorno del espectro autista.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 13,6g/dL, VCM 107,1fL, leucocitos 2.740/mm?3, plaquetas
157.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displasicos. No incremento de blastos.

- Cariotipo: 45,XY,-7[6].

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.
Resultado: DDX41 (NM_016222): ¢.364G>T; p.Glu122* (heterocigosis)
Segregacion familiar:

- El individuo 1.5 es portador de la variante.

Evolucidn: el paciente ha sido trasplantado de donante no emparentado, encontrandose
actualmente en respuesta completa.

Seguimiento de familiares: el individuo 1.5 estd en seguimiento con hemograma anual, sin
alteraciones analiticas hasta el momento.

i

Ca vejiga, 55a

SMD, 3a

SMD: Sindrome Mielodisplasico
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Sindrome de Li Fraumeni

Caso 5
Caso indice: Vardn de 47 afios con SMD-t (tipo: EB-1, secundario a terapia).

Antecedentes personales: osteosarcoma maxilar (29 afios), adenocarcinoma de prdstata (45
afios), leiomiosarcoma maxilar (46 afos), extirpacidon de multiples carcinomas basocelulares.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 10,5g/dL, VCM ND, leucocitos 2.160/mm?3, plaquetas 162.000/mm?3
- Médula ésea: celularidad aumentada, con signos displasicos y 8% blastos.

- Cariotipo: complejo (férmula ND).

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.

Resultado: TP53 (NM_000546): c.844C>T; p.Arg282Trp (heterocigosis)

Segregacion familiar: la familia no ha querido llevar a cabo el estudio de segregacién familiar.

Evolucidn: el paciente progresé a LMA (tipo: relacionada con la mielodisplasia) y fallecié unos
meses después del diagndstico.

- 0

4,5

. O [

Osteosarcoma maxilar, 29a
. R
Adenocarcinoma prostata, 45a

Leiomiosarcoma m 46a
SMD-t, 47a

1 5 |

O

SMD-t: Sindrome Mielodisplasico relacionado con la terapia.
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Categoria 2: Neoplasias hematologicas con predisposicion en linea germinal y alteraciones
plaquetares previas

Trastorno plagquetar familiar asociado a neoplasia mieloide

Caso 6

Caso indice: Mujer de 50 afios con LMA (tipo: con cambios relacionados con la
mielodisplasia).

Antecedentes personales: no.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 8,2g/dL, VCM 94,8fL, leucocitos 2.430/mm3, plaquetas
35.000/mm3.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displdsicos y 23% blastos.

Cariotipo: 46,XX,del(5)(q13q31)[2]/46,XX[18].

- Molecular somatica: NF1, PHF6, RUNX1.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.

Resultado: RUNX1 (NM_001754): c.319C>G; p.Argl107Gly (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Elindividuo IV.1 no es portador de la variante.

- Los individuos II.2 y 1.1 fallecieron antes de realizarse el estudio genético y no habia
muestra disponible para confirmar la variante.

- La paciente no quiso extender el estudio a otros miembros de la familia.

Evolucién: la paciente ha sido trasplantada de su hijo (no portador), encontrandose
actualmente en respuesta completa.

1 2 3 4
! | T
A
1 l 3
LMA, 65a

,0

LMA, 7a LMA, 50a

1 |

L]

3,4

LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda

104



Resultados

Caso 7

Caso indice: Varén de 68 afios con SMD (tipo: EB-1).

Antecedentes personales: Trombocitopenia leve desde los 60 afios.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 8,8g/dL, VCM ND, leucocitos 1.740/mm?, plaquetas 33.000/mm?3.
- Médula dsea: celularidad aumentada, con signos displasicos, 9% blastos.

Cariotipo: 47,XY,+21[15]/46,XY[5].

- Molecular somatica: ZRSR2.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.
Resultado: RUNX1 (NM_001754): c.601C>T; p.Arg201* (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos III.1, IV.1 y IV.2 son portadores de la variante.
- El individuo 1.2 no es portador de la variante.

Evolucién: el paciente ha sido trasplantado de su hija no portadora, encontrandose
actualmente en respuesta completa.

Seguimiento de familiares: paciente Ill.1 en seguimiento de su trombocitopenia de forma
anual. Los pacientes V.1 y IV.2 contindan seguimiento en Pediatria en su centro de referencia.
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Resultados

Caso 8

Caso indice: Mujer de 69 afios con trombocitopenia moderada.
Antecedentes personales: Trombocitopenia moderada desde los 45 afios.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11,1g/dL, VCM ND, leucocitos 6.500/mm?3, plaquetas 69.000/mm3.
- Médula ésea: celularidad disminuida, sin signos displasicos ni incremento de blastos.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: RUNX1 (NM_001754): c.597dupG; p.Pro200Alafs*13 (heterocigosis).
Segregacion familiar: los familiares de la paciente no desean realizarse el estudio genético.

Evolucidén: la paciente ha sido tratada de forma crénica como una purpura trombocitopénica
idiopatica, incluso tras conocer el resultado genético. Actualmente, se encuentra en
tratamiento con agonistas de la trombopoyetina en el servicio de Hematologia de su centro
de referencia.
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Resultados

Categoria 3: Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal y potencial
disfuncién orgdnica

Sindrome de haploinsuficiencia de GATA2

Caso 9
Caso indice: Mujer de 22 afios con SMD (tipo: EB-1).

Antecedentes personales: bicitopenia (anemia y leucopenia) desde los 19 afios, infeccién por
VPH con 19 afios.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,1g/dL, VCM 66,6 fL, leucocitos 1.840/mm?3 (linfopenia 840/mm3
y monocitopenia 40/mm3), plaquetas 98.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad aumentada, con signos displdsicos y 7% blastos.

Cariotipo: ND (FISH: 7g-, +8).

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.

Resultado: GATA2 (NM_032638): c.1045T>A; p.Cys349Ser (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- LosindividuosIl.3 y1l.4 no son portadores de la variante, por lo que se confirma su origen
de novo en la paciente.

Evolucidn: la paciente ha sido trasplantada de un donante no emparentado, encontrandose
actualmente en respuesta completa y en seguimiento por la unidad de trasplante.
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Resultados

Caso 10
Caso indice: Mujer de 46 afios con SMD (tipo: displasia multilinea).

Antecedentes personales: tuberculosis (15 afios); diagndstico de SMD (tipo: anemia
refractaria simple) con 22 afios; neumonia por gripe A, requiriendo ingreso en UCI (35 afios);
leucemia de linfocitos grandes granulares (36 afios); enfermedad relacionada con VPH (alto y
bajo riesgo) (33 afos): neoplasia intraepitelial vulvar grado Il (VIN 1ll) con focos de
microinvasién, condilomatosis perianal y vulvar, progresidon a carcinoma anal con posibles
oligometdstasis (43 afios), linfedema en miembro inferior derecho (45 afios); neumonia por
SarsCov2, requiriendo ingreso en UCI (46 afios); esplenomegalia 18cm.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 10,2g/dL, VCM 105fL, leucocitos 890/mm? (linfopenia 280/mm?3y
monocitopenia 10/mm3), plaquetas 68.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displdsicos. Sin incremento de blastos.

- Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.
Resultado: GATA2 (NM_032638): c.616G>T; p.Glu206* (heterocigosis).

Segregacion familiar: por el momento, la familia no ha querido realizarse el estudio de
segregacion.

Evolucién: complicaciones infecciosas que requieren ingreso hospitalario, enfermedad
intersticial pulmonar difusa con trastorno leve de la capacidad de difusién de CO,. En
seguimiento por distintas unidades (ginecologia, oncologia, neumologia y unidad de
linfedemas). Por parte de hematologia, se encuentra pendiente de decision de alo-TPH.
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Resultados

Caso 11
Caso indice: Varén de 23 afios con SMD diagnosticado en la infancia.

Antecedentes personales: muy bajo peso al nacer, ductus arterioso persistente, retraso
constitucional del crecimiento, hidrocele derecho, diagndstico de SMD (tipo: citopenia
refractaria) con 10 afios.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 10,8g/dL, VCM 104,6 fL, leucocitos 5.500/mm? (linfopenia
810/mm3, monocitopenia 50/mm3), plaquetas 150.000/mm3.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displdsicos. Sin incremento de blastos.
- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.

Resultado: GATA2 (NM_032638): c.1117T>C; p.Cys373Arg (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.3 y 11l.2 eran portadores de la variante. El caso indice (individuo 111.3)
fue el donante emparentado del trasplante que precisé su hermano (l11.2) por su LMA. Meses
después del alo-TPH, el individuo IIl.2 recayd de su enfermedad y fallecié.

- Elindividuo 1.4 ha sido diagnosticado recientemente de LMA (tipo: inv(16)), pero no es
portador de la variante.

Evolucién: El SMD permanece estable, en seguimiento por Hematologia. Si hay
empeoramiento de citopenias, se hard nuevo estudio medular.
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Resultados

Neoplasia hematoldgica con alteracidon germinal en SAMD9

Caso 12

Caso indice: Mujer de 55 afios con LMA (tipo: NOS).
Antecedentes personales: No.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,9g/dL; VCM ND, leucocitos 1.600/mm?3, plaquetas 127.000/mm?.
- Médula ésea: celularidad y displasia ND, 66% blastos.

Cariotipo: ND (FISH: -7).

- Molecular somatica: CSF3R, DNMT3A, IDH1.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.
Resultado: SAMD9 (NM_017654): c.661C>T; p.Arg221* (heterocigosis).

Segregacion familiar: la paciente fallecié antes de conocer el resultado, por lo que éste no se
comunicé a su familia inicialmente.

Evolucidn: la paciente fue trasplantada de un donante no emparentado y recayé a los 2 afios,
motivo que causé su fallecimiento. Cabe destacar la neurotoxicidad que presenté en el
periodo post alo-TPH (leucoencefalopatia).
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Resultados

Caso 13

Caso indice: Varén de 28 afios con SMD diagnosticado en la infancia.

Antecedentes personales: diagndstico de SMD con 12 afios (tipo: citopenia refractaria).
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 14,3g/dL, VCM 99fL, leucocitos 3.700/mm?3, plaquetas
74.000/mm?.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displasicos, sin incremento de blastos.
- Cariotipo: 45,XY,-7[8]/46,XY[12] (FISH: -7).

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.

Resultado: SAMDI (NM_017654): c.4432A>G; p.lle1478Val (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.2, I1.3 y Ill.2 no son portadores de la variante, por lo que se confirma su
origen de novo en el paciente.

Evoluciéon: El SMD permanece estable, en seguimiento por Hematologia. Si hay
empeoramiento de citopenias, se hara nuevo estudio medular.
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Resultados

Caso 14

Caso indice: Mujer de 59 afios con SMD (tipo: EB-2).

Antecedentes personales: tumor seroso ovarico no tratado (57 afios).
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 8,1g/dL, VCM ND, leucocitos 1.700/mm?, plaquetas 30.000/mm?3.
- Médula 6sea: celularidad ND, con signos displasicos y 11% blastos.

Cariotipo: 46,XX,del(12)(p12),del(17)(p13)[2]/46,XX[1].

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.

Resultado: SAMD9 (NM_017654): c.1046_1047delCT; p.Ser349* (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.4, IV.1y IV.2 son portadores de la variante.
- Losindividuos IIl.2 y IV.3 no son portadores de la variante.

Evolucién: la paciente fue trasplantada de su hija no portadora, entrando en respuesta
completa de su enfermedad hematoldgica. Con 62 afios, desarrolld una neoplasia de
pancreas y fallecid por este motivo.

Seguimiento de familiares: ante la falta de datos clinicos que apoyen el beneficio en el
seguimiento de estos individuos, no se ha llevado a cabo ningln control por nuestra parte.

1 2 3 4

A= )

( i @
Ca ovario, 57a @

SMD, 59a
Ca pancreas, 62a

SMD: Sindrome Mielodisplasico

113



Resultados

Sindrome de insuficiencia medular: Anemia de Fanconi

Caso 15

Caso indice: Nifio de 13 afios con SMD (tipo: EB-1).
Antecedentes personales: No.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 2,3g/dL, VCM 103fL, leucocitos 1.320/mm?, plaquetas 7.000/mm?3.
- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displasicos, 6% blastos.

- Cariotipo: 46,XY,add(7)(p10),i(17)(g10)[20].

- Test de fragilidad cromosdmica: positivo.

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: FANCA (NM_000135): ¢.295C>T; p.GIn99* (homocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.4, 11.5, 1.6 y 111.8 son portadores heterocigotos de la variante, siendo
por tanto sanos
- El individuo 1.9 es portador homocigoto de la variante, siendo por tanto enfermo.

Evolucidn: El paciente fue trasplantado de su hermana (portadora sana). Tras un afo de
respuesta, recayé de su enfermedad de base, por lo que ha sido sometido a un segundo alo-
TPH de la misma donante, presentando actualmente respuesta completa. Como
complicaciones de interés, al diagnéstico presentd un cuadro infeccioso grave consistente en
fascio-miositis cérvico-facial. Presenta también verrugas plantares (hallazgos microbiolégicos
ND).

Seguimiento de familiares: su hermana con anemia de Fanconi estd en seguimiento en el
servicio de Hematologia Infantil.
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Resultados

Caso 16
Caso indice: Nifio de 8 afios con bicitopenia.

Antecedentes personales: Estenosis de piloro neonatal, ingresos hospitalarios reiterados por
episodios infecciosos, hipoacusia neurosensorial por agenesia nervio coclear con 3 afios,
fimosis.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11,2g/dL, VCM 97,8fL, leucocitos 4.260/mm?3, plaquetas
82.000/mm?3.

- Médula ésea: celularidad disminuida, sin signos displdsicos ni incremento de blastos.
Cariotipo: ?46,XY[5].

Test de fragilidad cromosdmica: posible mosaicismo.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: FANCA (NM_000135): delecion exones 21 y 22 en homocigosis por pérdida de
heterocigosidad (LOH, del inglés, Loss of Heterozygosity) materna, mostrada en la Figura 20.

Figura 20. Resultados del andlisis por MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) que muestran una delecién en
homocigosis de los exones 21 (A) y 22 (B) del gen FANCA.
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Resultados

Segregacidon familiar:

- Elindividuo I.4 es portador heterocigoto de la delecidn exdnica, siendo por tanto sano.

- Elindividuo 1.3 no es portador de la delecidn exédnica.

Evolucién: El paciente ha sido trasplantado de un donante no emparentado, estando

actualmente en respuesta completa.
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Resultados

Caso 17
Caso indice: Nifio de 10 afios con pancitopenia.

Antecedentes personales: Talla baja, pielonefritis aguda y reflujo vésico-ureteral (RVU)
intervenido por Urologia al nacer.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11,6g/dL, VCM 93,8fL, leucocitos 2.580/mm?3, plaquetas
114.000/mm?3.

- Médula ésea: celularidad disminuida, sin signos displasicos ni incremento de blastos.
Cariotipo: 46,XY[20].

Test de fragilidad cromosdmica: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: sangre periférica
Resultado: FANCA (NM_000135) (heterocigosis compuesta):

- V1:c.295C>T; p.GIn99*.
- V2:¢.3558dupG; p.Arg1187Glufs*28.

Segregacion familiar:

- Los individuos 11.2 y 11.3 son portadores heterocigotos de las variantes, siendo por tanto
sanos.

- Elindividuo IlIl.4 no es portador de ninguna de las dos variantes, siendo por tanto sano.
- Elindividuo II.4 no es portador de ninguna variante en el gen FANCA, por lo que no se
continud con la segregacion con el individuo 1I1.5 (menor de edad).

Evolucidn: El paciente estd en seguimiento por Hematologia infantil, con fenotipo leve (tipo
mosaico).
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Resultados

Caso 18

Caso indice: Vardn de 37 afios con sospecha clinica de Anemia de Fanconi (diagnosticado en
la infancia).

Antecedentes personales: Hipoplasia del primer metacarpiano y falanges de pulgar
derecho, agenesia del primer metacarpiano e hipoplasia de las falanges pulgar izquierdo,
hipospadias y frenillo hipoplasico, RVU, estenosis de uretra membranosa.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 14,7g/dL, VCM 94,3fL, leucocitos 4.800/mm3, plaquetas
238.000/mm3.

- Médula dsea: ND.

Cariotipo: ND.

Test de fragilidad cromosdmica: positivo.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: sangre periférica.
Resultado: FANCD2 (NM_001018115) (heterocigosis compuesta):

- V1:c.2444G>A; p.Arg815GlIn.
- V2:¢.2613A>C; p.Lys871Asn.
Segregacion familiar:

- Losindividuos Il.1y 1l.2 son portadores heterocigotos de las variantes, siendo por tanto
sanos.

- El individuo lll.1 presenta ambas variantes en heterocigosis compuesta, siendo por
tanto enfermo.

Evolucién: carcinoma de raiz dental, intervenido. Seguimiento en hematologia con
hematopoyesis conservada.

Seguimiento de familiares: su hermano con anemia de Fanconi esta en seguimiento clinico.
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Resultados

Sindrome de insuficiencia medular: Telomeropatias

Caso 19
Caso indice: Vardn de 17 afios con aplasia medular no grave.

Antecedentes personales: aplasia medular (AM) diagnosticada a los 10 afos, para la que
recibié ciclosporina. Ademas: miopia, astigmatismo, esteatosis hepatica, pie plano, distrofia
ungueal en dedo pulgar de mano izquierda.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,9g/dL, VCM 106 fL, leucocitos 3.200/mm?3, plaquetas
66.000/mm?.

- Médula dsea: celularidad disminuida, sin signos displdsicos ni incremento de blastos.
Cariotipo: 46,XY[20]

Molecular somatica: ND.

Longitud telomérica: acortada (percentil <5).

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: sangre periférica.
Resultado: RTEL1 (NM_001283009) (heterocigosis compuesta):

- V1:¢.2920C>T; p.Arg974*.
- V2:¢c.658G>A; p.Asp220Asn.

Segregacion familiar:
- Losindividuos I.3 y I.4 son portadores heterocigotos de las variantes, siendo por tanto

sanos.

Evolucidn: Tras el diagndstico de la disqueratosis congénita (DC), el paciente recibié danazol.
Por progresién a aplasia medular muy grave, ha sido trasplantado de médula ésea de donante
no emparentado, permaneciendo en respuesta completa. Actualmente, presenta afectacion
pulmonar con patrén restrictivo leve (EICR crénico vs manifestacion de la DC).
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Resultados

Caso 20
Caso indice: Nifio de 13 afios con bicitopenia.

Antecedentes personales: distrofia ungueal, leucoplasia de mucosa yugal, esplenomegalia,
dificultad para tragar.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 13,4g/dL, VCM 86,8fL, leucocitos 3.180/mm?3 (Ne 1.400/mm?3),
plaquetas 84.000/mm3.

- Médula dsea: celularidad disminuida, con signos displasicos leves. No incremento de
blastos.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: DKC1 (NM_001363): ¢.1058C>T; p.Ala353Val (hemicigosis).
Segregacion familiar:

- El individuo 111.5 es portador hemicigoto de la variante, habiéndose diagnosticado de
disqueratosis congénita.

- Los individuos I1.4 y 11.4 son portadores heterocigotos de la variante, siendo por tanto
sanos.

- Elindividuo 1.3 no es portador de la variante.

Evolucidn: un afio después del diagnéstico de DC, el paciente fue diagnosticado de estenosis
esofagica secundaria a esofagitis no eosinofilica y ha precisado varias dilataciones. Ademas,
se detecté un adenocarcinoma en sigma-recto, que fue extirpado con estudio de extensién
negativo. Con 15 afios, se ha detectado en la ecografia hepatica de control una ecoestructura
heterogénea por presencia de multiples lesiones hipoecoicas.

Seguimiento de familiares: el individuo Ill.5 fue remitido a Hematologia infantil tras el
diagndstico genético. Presenta distrofia ungueal, leucoplasia en la mucosa yugal y estenosis
esofagica que ha precisado dilatacién. Desde el punto de vista hematoldgico se encuentra
estable y en seguimiento. Ocasionalmente, presenta anemia ferropénica.
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Resultados

Sindrome de insuficiencia medular: Neutropenia Severa Congénita

Caso 21
Caso indice: Mujer de 12 afios con neutropenia ciclica grave.

Antecedentes personales: Neutropenia severa detectada con 2 afios, ingresos reiterados por
tiflitis, ileitis, absceso perianal y cuadros respiratorios, que han requerido G-CSF.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11,9g/dL, VCM 86fL, leucocitos 2,110/mm3 (Ne 20/mm?3),
plaquetas 220,000/mm?3,

- Médula dsea: celularidad normal, sin signos displdsicos ni incremento de blastos.
Detencién madurativa total en mielocito.

- Cariotipo: 46,XX[6],

- Molecular somatica: CSF3R no mutado. Otras alteraciones: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica,

Resultado: ELANE (NM_001972): c.416C>T; p.Pro139Leu (heterocigosis),
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.1 y 1.2 no son portadores de la variante, por lo que se confirma su
origen de novo en la paciente.

Evolucion: En los Ultimos afios, mantiene neutroéfilos con ciclos variables de 3-4 semanas. Los
nadires cursan con neutropenia muy severa con clinica habitual de gingivitis y aftas.
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Resultados

Caso 22

Caso indice: Nifia recién nacida con neutropenia grave.

Antecedentes personales: retraso en la caida del cordén umbilical con onfalitis leve.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 16,5g/dL, VCM 98,7fL, leucocitos 2.620/mm3 (Ne 70/mm?3),
plaquetas 256.000/mm?,

- Médula dsea: celularidad disminuida, sin signos displadsicos ni incremento de blastos.
Detencidn madurativa total en mielocito.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: CSF3R no mutado. Otras alteraciones: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: ELANE (NM_001972): c.212G>A; p.Cys71Tyr (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.2, 1.3, IIl.1 y 1.2 no son portadores de la variante, por lo que se
confirma su origen de novo en la paciente.

Evolucién: Repetidos ingresos por infecciones pulmonares/digestivas que han requerido G-
CSF.
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Resultados

Caso 23

Caso indice: Nifio recién nacido con neutropenia grave.

Antecedentes personales: retraso en la caida del cordén umbilical con onfalitis leve.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 10,4g/dL, VCM 92,5fL, leucocitos 5.750/mm3 (Ne 40/mm?3),
plaquetas 419.000/mm?,

- Médula dsea: celularidad disminuida, sin signos displadsicos ni incremento de blastos.
Detencidn madurativa total en mielocito.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: CSF3R no mutado. Otras alteraciones: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: ELANE (NM_001972): c.275_289del; p.Arg92_Arg96del (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 11.3 y 1.4 no son portadores de la variante, por lo que se confirma su
origen de novo en el paciente.

Evolucién: Multiples ingresos por otitis, absceso perianal, faringitis o infecciones
respiratorias, que han requerido G-CSF.
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Resultados

Caso 24

Caso indice: Nifia recién nacida con neutropenia grave.
Antecedentes personales: no.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 15,3g/dL, VCM 80,7fL, leucocitos 4.400/mm3 (Ne 0/mm?3),
plaquetas 272.000/mm?,

- Médula 6sea: celularidad normal, sin signos displasicos ni incremento de blastos.
Detencién madurativa total en mielocito.

- Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: CSF3R no mutado. Otras alteraciones: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: ELANE (NM_001972): c.561C>A; p.Cys187* (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.3, 1.4 y IIl.3 no son portadores de la variante, por lo que se confirma su
origen de novo en la paciente.

Evolucidn: repetidos ingresos por infecciones que han requerido G-CSF.
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Resultados

Caso 25
Caso indice: Mujer de 16 afios con neutropenia crénica (moderada).

Antecedentes personales: conducto arterioso abierto, anemia por eritroblastopenia
neonatal (que se resolvid), neutropenia grave en el primer afio de vida (<500 Ne/mm3). A
partir de los 4 afios, la cifra de neutréfilos ascendié y fluctud en torno a 700 Ne/mm?.
Actualmente, la paciente presenta una neutropenia moderada-leve.

En la infancia, requirid varios ingresos por complicaciones infecciosas, sobre todo
neumonias que precisaron ingreso en UCL. La respuesta al tratamiento con G-CSF es parcial.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 13g/dL, VCM 91fL, leucocitos 4.900/mm? (Ne 700/mm3),
plaquetas 327.000/mm?3.

- Médula ésea: celularidad normal, sin signos displdsicos ni incremento de blastos. No
presencia de arresto madurativo.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: CSF3R (NM_000760): ¢.1245delG; p.Thr416Profs*17 (homocigosis).
Segregacion familiar:

- Elindividuo 11.3 es portador heterocigoto de la variante, siendo por tanto sano.
- Elresto de la familia se encuentra pendiente de estudio de segregacion.

Evolucidn: En los Ultimos afios, infecciones urinarias y ORL ambulatorias. La paciente ha
desarrollado un sindrome de Gilles de la Tourette.
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Resultados

Caso 26
Caso indice: Vardn de 15 afios con neutropenia ciclica (moderada-grave) y monocitosis.

Antecedentes personales: neutropenia congénita moderada-grave de cardacter ciclico (Ne
500-1.000/mm?3), con escasas complicaciones infecciosas, sordera neurosensorial desde los
11 afios, dermatitis atdpica, hipospadias y aftas orales.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 13,9g/dL, VCM 92fL, leucocitos 3.300/mm3 (Ne 260/mm3, M
1.400/mm3), plaquetas 152.000/mm?3.

- Médula dsea: detencién madurativa total en mielocito, resto de informacién ND.
Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

*Aclaracidon: RN= Recién nacido.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: GF/1 (NM_005263): c.1145A>G; p.Asn382Ser (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 1.2 y I1.3 son portadores de la variante, siendo por tanto enfermos.
- El individuo 1.3 no es portador de la variante.

Evolucién: infecciones leves ambulatorias. Seguimiento por Otorrino.
Seguimiento de familiares: los individuos 1.2 y 111.3 llevan un seguimiento en hematologia.
| O 0O
1 [ 2 3 4

V4 :

Neutropenia,
monocitosis,

6
1 sordera 45

11 2 | 3

‘ Neutropenia, RN Neutropenia,
monocitosis, monocitosis
sordera

RN: Recién Nacido

126



Resultados

Caso 27
Caso indice: Nifio de 2 afios con neutropenia severa congénita.

Antecedentes personales: talla baja al nacer, recuperada. Neutropenia grave desde el
nacimiento, que fluctia entre grave-moderada y que ha ocasionado ingresos por
complicaciones infecciosas. Excrecién aumentada de acido 3-metilglutacénico y acido 3-
metilglutarico.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,9g/dL, VCM 81,6fL, leucocitos 5.600/mm3 (Ne 300/mm?3),
plaquetas 336.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad normal, sin signos displdsicos ni incremento de blastos.
Detencién madurativa parcial en mielocito.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: TAZ (NM_000116): c.110-2A>G (hemicigosis).
Segregacion familiar:

- El individuo 1.3 es portador heterocigoto de la variante, siendo por tanto sano.
- Lafamilia no se ha realizado mas estudios de segregacion.

Evolucidn: El paciente continla requiriendo ingresos por infecciones, precisando G-CSF en
alguna ocasién. No presenta miocardiopatia. En el examen neuroldgico, presenta afectacion
de la motricidad grosera (correr, saltar) y fina (escribir), asociando cierta hipotonia.
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Resultados

Caso 28

Caso indice: Vardén de 40 afos con neutropenia crénica (moderada-grave) y trombocitopenia
leve.

Antecedentes personales: neutropenia congénita (moderada-grave) de inicio a los 8 afios (Ne
300/mm?3). Inicialmente, recibié tratamiento con inmunoglobulinas y plasmaféresis por
sospecha de autoinmunidad. Ha requerido algun ingreso por fiebre neutropénica, recibiendo
G-CSF (con respuesta parcial). Con los afios, ha aumentado las cifras de Ne: 500-1.000/mm?,
con descensos esporadicos. No eccema ni historia hemorragica, aunque si trombocitopenia
leve crénica.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 17g/dL, VCM 93fL, leucocitos 3.160/mm? (Ne 800/mm3), plaquetas
100.000/mm?,

- Médula dsea: ND.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: WAS (NM_000377): c.881T>C; p.lle294Thr (hemicigosis).
Segregacion familiar:

- Elindividuo 11.3 es portador heterocigoto de la variante, asintomatico.

- Elindividuo Ill.5 no es portador de la variante.

- El resto de la familia no se ha realizado el estudio de segregacién. El individuo IlI.3,
fallecido, presentaba neutropenia congénita leve, sin estudio genético realizado.

Evolucidn: el paciente continta seguimiento por Hematologia, sin complicaciones infecciosas
de gravedad.
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Resultados

Caso 29
Caso indice: Nifia de 14 afios con neutropenia crénica leve.

Antecedentes personales: infecciones leves de repeticidn, sin ingresos hospitalarios;
pubertad precoz.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 13,6g/dL, VCM 81fL, leucocitos 4.300/mm? (Ne 1.200/mm?3),
plaquetas 144.000/mm3,

- Médula dsea: ND.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: WAS (NM_000377): c.881T>C; p.lle294Thr (heterocigosis).
Segregacidn familiar: la familia no se ha realizado estudio de segregacidn.

Evolucidn: la paciente continla seguimiento por Hematologia, sin complicaciones infecciosas
de gravedad.

Seguimiento de familiares: el individuo 1.2 estd en seguimiento por Hematologia por
neutropenia crénica detectada a los 18 afios (detencién madurativa en médula ésea), con
procesos infecciosos de repeticiéon. Recientemente, ha iniciado tratamiento con G-CSF una
vez/semana (Ne 800/mm?3). Estd pendiente del estudio genético.
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Resultados

Caso 30
Caso indice: Nifio de 1 afio con trombocitopenia y dermatitis atdpica (eccema generalizado).

Antecedentes personales: epistaxis, que requiso taponamiento por ORL; trombocitopenia sin
respuesta a inmunoglobulinas, tratada con corticoides (remisién parcial). No neutropenia ni
complicaciones infecciosas.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11,2g/dL, VCM 76fL, leucocitos 10.600/mm3, plaquetas
27.000/mm?.

- Médula dsea: celularidad normal, sin signos displdsicos ni incremento de blastos.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: WAS (NM_000377): c.217T>C; p.Cys73Arg (hemicigosis).
Segregacion familiar:

- El individuo 1.3 es portador heterocigoto de la variante, asintomatico.
- El resto de la familia no se ha realizado el estudio de segregacién.

Evolucién: el paciente ha sido trasplantado de un donante no emparentado. Desde el dia +60,
presenta quimera mixta, por lo que ha precisado infusién de linfocitos del donante.
Actualmente, presenta una pérdida del injerto mieloide, con 16.000 plaquetas/mm?3. Se
encuentra en tratamiento con Eltrombopag por asociar un componente inmune.
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Resultados

Sindrome de insuficiencia medular: Anemia de Blackfan-Diamond

Caso 31

Caso indice: Varéon de 30 aflos con anemia congénita, neutropenia fluctuante vy
malformaciones 6seas.

Antecedentes personales: macrocefalia, polidactilia, ingresos por infecciones. El tratamiento
para la anemia ha consistido en: soporte transfusional en periodo neonatal, corticoides desde
los 2 a los 4 afios y acido félico desde entonces hasta los 18afios, alcanzando una Hb de
10g/dL con 20 afios. A los 27 afios, el paciente volvio a presentar un nuevo descenso de Hb a
8g/dL, requiriendo nuevamente corticoides y progresando a cortico-dependencia y
dependencia transfusional con 28 anos. Por este motivo, se inicio ciclosporina. A los 30 ainos,
la anemia ha vuelto a empeorar, acompanandose de una neutropenia fluctuante que alcanza
los 500 Ne/mm?3.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 8,1g/dL, VCM 101fL, leucocitos 4.080/mm? (Ne 1.200/mm?3),
plaquetas 144.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad aumentada, sin signos displasicos, sin incremento de blastos.
Disminucién leve de la serie eritroide.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: RPL5 (NM_000969): c.228delC; p.Cys76Trpfs*13 (heterocigosis).
Segregacidn familiar:

- Elindividuo I1.5 es portador de la variante, siendo por tanto enfermo.
- Losindividuos Il.4 y IIl.5 no son portadores de la variante.

Evolucidn: El paciente se encuentra en seguimiento y tratamiento por Hematologia.
Actualmente, recibe eritropoyetina, transfusion de hemoderivados y ciclosporina, pendiente
de valoracién de alo-TPH.

Seguimiento de familiares: El individuo 1.5 lleva un seguimiento analitico en Hematologia,
aunque su anemia es leve y no precisa tratamiento.
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Resultados

Caso 32
Caso indice: Nifia de 7 aflos con anemia congénita y sindrome polimalformativo.

Antecedentes personales: talla baja, CIA intervenida, rifidn en herradura (ectopia renal
izquierda fusionado al rifién derecho), multiples efélides en la cara, maculas hipopigmentadas
que alternan con otras hiperpigmentadas en las 4 extremidades, implantaciéon baja de
pabellones auriculares, caries de casi todas las piezas dentales, osteoporosis. Tratamiento
recibido para la anemia: hierro desde los 3-4 meses, corticoides desde el 22 afio de vida.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,1g/dL, VCM 89fL, leucocitos 3.900/mm3, plaquetas
452.000/mm?3.

- Médula dsea: Médula 6sea compatible con eritroblastopenia, resto de informacion ND.
- Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: RPL5 (NM_000969): c.74-1G>A (heterocigosis).

Segregacion familiar: La familia no se ha realizado el estudio de segregacion.

Evolucién: La paciente se encuentra en seguimiento por Hematologia pediatrica y continua
tratamiento con corticoides. Ademads, estd en seguimiento por Cardiologia, Nefrologia,
Endocrinologia y Reumatologia pediatrica.
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Resultados

Caso 33

Caso indice: Nifio de 10 afios con anemia congénita, neutropenia leve y sindrome
polimalformativo.

Antecedentes personales: hipospadias, genitales ambiguos, criptorquidia derecha, arteria
umbilical Unica, agenesia del pulgar derecho e hipoplasia del izquierdo, agenesia del radio
derecho, plagiocefalia, leve hipotonia. Tratamiento recibido para la anemia: corticoides
(alcanzando la cortico-dependencia).

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9g/dL, VCM 101fL, leucocitos 6.140/mm? (Ne 1.290/mm3),
plaquetas 425.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad aumentada, sin signos displdsicos ni incremento de blastos.
Disminucidn leve de la serie eritroide.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: RPL11: delecién completa del gen (heterocigosis), mostrada en la Figura 21.

214t

Ratlo

Figura 21. Resultados del andlisis por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) que muestra una delecién completa en heterocigosis del gen RPL11.

Segregacion familiar: La familia no se ha realizado el estudio de segregacion.

Evolucidn: El paciente se encuentra en seguimiento por Hematologia pediatrica y continda
tratamiento con corticoides. En las uUltimas visitas, ha precisado un aumento de dosis por
descenso progresivo de hemoglobina. Ademas, lleva un seguimiento multidisciplinar por
distintas especialidades.
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Resultados
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Resultados

Caso 34
Caso indice: Nifio de 11 afios que presentd anemia desde el nacimiento hasta los 8 afios.

Antecedentes personales: sindrome de Wolff-Parkinson-White, soplo cardiaco, retraso en el
lenguaje, adrenarquia prematura, intolerancia alimentaria, déficit de vitaminas liposolubles,
posible trastorno del espectro autista. Evolucion de la anemia: a los 8 afos, se resolvié de
forma espontanea. Se ha descartado un posible sindrome mieloproliferativo concomitante
gue compense la cifra de hemoglobina. Nunca ha precisado tratamiento para la anemia.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 16,1g/dL, VCM 98,2fL, leucocitos 8.510/mm?3, plaquetas
262.000/mm3.

- Médula ésea: celularidad normal, sin signos displdsicos ni incremento de blastos. Al
diagndstico., existia disminucién de la serie eritroide, que se ha normalizado.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: estudio de JAK2 negativo. No otros estudios moleculares
realizados.

Arbol familiar: ver pedigri.
*Aclaracion: RN= Recién nacido.
Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: sindrome de genes contiguos que afecta a RPS17 (heterocigosis), analizado
mediante array gendmico, mostrado en la Figura 22. Aunque se detectd una delecidn de
3.620kbp, la relacion del resto de genes con la patologia del paciente se considera incierta.
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Figura 22. Imagen obtenida mediante array gendmico, que muestra una delecién de genes
contiguos en heterocigosis, incluyendo el gen RPS17.

135



Resultados

Segregacion familiar: La familia no se ha realizado el estudio de segregacion.

Evolucidn: el paciente continlda seguimiento en Hematologia pediatrica, sin tratamiento.
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Resultados

Caso 35
Caso indice: Mujer de 16 afios con eritroblastopenia congénita.

Antecedentes personales: rifién ectdpico. Tratamiento de la anemia: la paciente preciso
transfusion de hematies en el periodo neonatal. Estuvo en tratamiento con corticoides hasta
los 3 afios, consiguiendo una estabilizacion de la hemoglobina. Desde entonces, sin
repercusion en sangre periférica, salvo un aumento de VCM y de la hemoglobina fetal (7,6%).

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 13,3g/dL, VCM 100fL, leucocitos 6.700/mm3, plaquetas
221.000/mm?3.

- Médula dsea: hipoplasia eritroide medular, con normalidad del resto de series. Sin
signos displasicos ni incremento de blastos.

- Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: RPS19 (NM_001022): c.3G>T; p.Metllle (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- El individuo 1.2 es portador de la variante, enfermo de anemia de Blackfan-Diamond en
la infancia.
- Elindividuo 1.3 no es portador de la variante.

Evolucidn: desde los 3 afios, la paciente se mantiene estable, en seguimiento por
Hematologia y sin ningun tratamiento.

Seguimiento de familiares: el individuo 1.2 presenté anemia hasta los 6 afos.
Posteriormente, se recuperd de forma espontanea. En la actualidad, no lleva seguimiento por
Hematologia.
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Resultados

Caso 36
Caso indice: Vardn de 23 afios con anemia congénita.

Antecedentes personales: manchas acromicas dispersas en el tronco y una mancha café con
leche en la espalda. Tratamiento de la anemia: en el periodo neonatal, el paciente precisé
transfusion de hematies e inicié corticoterapia a los 6 meses. Aunque se ha intentado en
varias ocasiones su retirada, no ha sido posible (cortico-dependencia).

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11,8g/dL, VCM 108fL, leucocitos 5.600/mm3, plaquetas
395.000/mm3.

- Médula d6sea: hipoplasia de la serie eritroide, sin signos displasicos ni incremento de
blastos.

- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: RPS26 (NM_001029): c.3+1G>A (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos 11.3 y 1.4 no son portadores de la variante, por lo que se confirma su
origen de novo en el paciente.

Evolucidn: El paciente continla en seguimiento por Hematologia y en tratamiento con
corticoides a dosis bajas.
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Sindrome de insuficiencia medular: Sindrome de Shwachman-Diamond

Caso 37

Caso indice: Varén de 16 aiios con sospecha clinica de Sindrome de Shwachman-Diamond
(diagnosticado en la infancia).

Antecedentes personales: insuficiencia pancredtica, esplenomegalia, infecciones de
repeticion en tratamiento con G-CSF crénico 3x semana (si se retrasa en la medicacién: Ne
300/mm?3), trombocitopenia.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 14g/dL, VCM 100fL, leucocitos 15.700/mm? (Ne 6.700/mm3),
plaquetas 68.000/mm3.

- Médula dsea: celularidad aumentada, sin signos displdsicos. No incremento de blastos.
- Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: IDH1.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: sangre periférica.
Resultado: SBDS (NM_016038) (heterocigosis compuesta):

- V1:c.258+2T>C.
- V2: Delecion del exdn 2.

Segregacidn familiar: La familia no se ha realizado el estudio de segregacion.

Evolucidn: El paciente se encuentra en seguimiento por Hematologia, donde continua
tratamiento con G-CSF crénico (3 x semana). Se estd llevando a cabo un control estrecho con
aspirado de médula dsea, citogenética y NGS anual. De momento, no tiene indicacion de alo-
TPH.
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Rasopatias: Sindrome de Noonan

Caso 38
Caso indice: Varén de 37 afios con pancitopenia leve y esplenomegalia.

Antecedentes personales: pancitopenia leve y esplenomegalia desde hace, al menos, 20
afios. Facies triangular, frente grande, talla corta y cabello rizado.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 12,5g/dL, VCM 90fL, leucocitos 3.000/mm? (Ne 1.400/mm3),
plaquetas 85,000/mm?3.

- Médula dsea: ND.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica.

Resultado: PTPN11 (NM_002834): c.923A>G; p.Asn308Ser (heterocigosis).
Segregacion familiar: la familia estd pendiente del estudio de segregacién familiar.

Evolucidn: el paciente se encuentra en seguimiento por Hematologia, sin ningln tratamiento
activo. Ha iniciado controles en Cardiologia.
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Categoria 4: Sindromes de predisposicion pan-cancer

Alteracion germinal en ATM

Caso 39

Caso indice: Vardn de 59 afios con LMA-t (tipo: secundaria a terapia).
Antecedentes personales: adenocarcinoma de prdstata con 57 afios.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 8,5g/dL, VCM 92fL, leucocitos 127.490/mm3, plaquetas
83.000/mm?3.

- Médula dsea: celularidad aumentada, con signos displdsicos y 94% blastos.

Cariotipo: 46,XY[20].

- Molecular somatica: IDH1, NPM1, PTPN11.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.

Resultado: ATM  (NM_000051): c.4452_4462delGGATGTGTCAT; p.Met1484llefs*3
(heterocigosis).

Segregacidon familiar: pendiente de estudio de segregacion en la Unidad de Consejo Genético
del Cancer (CGC).

Evolucidn: el paciente fue trasplantado de su hermana HLA-idéntica (estado de portador
desconocido), encontrdndose actualmente en respuesta completa. Ademds, continda
seguimiento por Oncologia y fue derivado a la Unidad de CGC, donde se realiza una prueba
de imagen pancreatica y/o endoscopia anualmente.
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Caso 40

Caso indice: Mujer de 58 afios con SMD-t (tipo: EB-1, secundario a terapia).
Antecedentes personales: LMA con 47 afios (tipo: t(8;21)).

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 11g/dL, VCM ND, leucocitos 2.220/mm?3, plaquetas 111.000/mm?3.
- Médula ésea: celularidad y morfologia ND, 7% blastos.

- Cariotipo: complejo.

- Molecular somatica: ASXL1.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.
Resultado: ATM (NM_000051): ¢.7456C>T; p.Arg2486* (heterocigosis).

Segregacion familiar: la paciente fallecié antes de conocer el resultado, por lo que éste no se
comunicé a su familia inicialmente.

Evolucidn: la paciente recibié un trasplante de su hermana HLA-idéntica (estado de portador
desconocido). Como principales complicaciones tras el trasplante, la paciente presentd un
cuadro de EICR aguda intestinal y un shock séptico que causaron su fallecimiento.
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Alteracién germinal en BRCA1/2

Caso 41

Caso indice: Mujer de 58 afos con LMA-t (tipo: LMA con translocacién (10;11), secundaria a
terapia).

Antecedentes personales: adenocarcinoma de ovario con 54 afios.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,2g/dL, VCM 118,2fL, leucocitos 3.090/mm?3, plaquetas
281.000/mm3.

- Médula ésea: celularidad aumentada, con signos displasicos y 76% blastos.

Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: reordenamiento KMT2A::MLLT10 (MLL::AF10).

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: sangre periférica (el estudio se realizo antes del diagndstico de la
leucemia).

Resultado: BRCA1 (NM_007294): c.2527del; p.Thr843GInfs*3 (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos III.1, 111.2, 111.8, IV.1, IV.2, IV.3 son portadores de la variante.
- Los individuos II1.4, IIL.5, 111.6, 11l.7 y IV.4 no son portadores de la variante.
- El resto de los familiares no se ha realizado el estudio de segregacion.

Evolucidn: la paciente recibié un trasplante de médula dsea de su hermano HLA-idéntico
(portador de mutaciéon en BRCA1), encontrandose actualmente en respuesta completa.
También se encuentra en respuesta completa de su neoplasia de ovario, para la que ha
recibido un inhibidor de PARP de mantenimiento (Niraparib). Ademas, continlda seguimiento
en la Unidad de CGC.

Seguimiento de familiares:

- Los familiares con cancer (individuos Ill.1 y 111.2) contindan seguimiento en Oncologia.
- Elresto de los individuos portadores contindan seguimiento en la Unidad de CGC.

Ca ovario

” F—Tl b -

Ca ovario, 44a

1 9,10,
) 3 4,5, 8 | by
1l R4
Ca mama 0 -
bilateral, 50a Ca mama ‘
Ca ovario, 54a
LMA-t, 58a
56,7

BCECRNEE

LMA-t: Leucemia Mieloblastica Aguda relacionada con la terapia

143



Resultados

Caso 42

Caso indice: Mujer de 55 afios con LMA-t (tipo: secundaria a terapia).
Antecedentes personales: adenocarcinoma de ovario con 51 afios.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 8,4g/dL, VCM 97,4fL, leucocitos 2.900/mm?3, plaquetas
122.000/mm?,

- Médula ésea: celularidad disminuida, con signos displasicos y 25% blastos.

Cariotipo: complejo.

- Molecular somatica: TP53.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.

Resultado: BRCA2 (NM_000059): c.8961_8964delGAGT; p.Ser2988Phefs*12 (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Los individuos Il.5 y IV.1 son portadores de la mutacion.
- Los individuos III.3, IV.2 y IV.3 no son portadores de la mutacidn.

Evolucidn: la paciente fallecié durante la evolucién de su enfermedad debido a una
hemorragia cerebral. Habia recibido un inhibidor de PARP de mantenimiento (Olaparib).

Seguimiento de familiares: Los individuos portadores contindan seguimiento en la Unidad
de CGC.
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Sindrome de Li Fraumeni-like: alteracion germinal en CHEK2

Caso 43
Caso indice: Mujer de 67 afios con LMA-t (tipo: secundaria a terapia).
Antecedentes personales: adenocarcinoma de ovario con 64 afos.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 9,2g/dL, VCM 107,4fL, leucocitos 3.820/mm?3,

43.000/mm?3.

- Médula désea: celularidad normal, con signos displasicos, 65% blastos.
Cariotipo: 46,XX[20].

- Molecular somatica: BCOR, NF1, PRPF8, RUNX1.

Arbol familiar: ver pedigri.
Estudio en linea germinal: seleccion de linfocitos T CD3*.
Resultado: CHEK2 (NM_007194): c.591delA; p.Val198Phefs*7 (heterocigosis).

Segregacion familiar:

plaguetas

- El individuo 111.4 fallecié antes de realizarse el estudio genético y no habia muestra

disponible para confirmar la variante.

- El resto de los familiares esta pendiente del estudio de segregacion en la Unidad de CGC.

Evolucidn: la paciente fallecié por progresiéon de su enfermedad hematoldgica.
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Caso 44

Caso indice: Mujer de 62 afios con SMD (tipo: EB-2).
Antecedentes personales: No.

Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 10,1g/dL, VCM ND, leucocitos 6.700/mm?3, plaquetas
181.000/mm?3.

- Médula dsea: ND.

Cariotipo: complejo.

- Molecular somatica: CBL.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutdneos.

Resultado: CHEK2 (NM_007194): c.349A>G; p.Arg117Gly (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- El individuo 111.4 era portador de la variante (fallecida por LMA en recaida post alo-TPH).
El individuo IV.6 también es portador de la variante (fue la donante de progenitores
hematopoyéticos de su madre).

- Los individuos IV.2 y IV.3 no son portadores de la variante.

- El individuo 11.8 fallecié por LMA antes de realizarse el estudio genético y no habia
muestra disponible para confirmar la variante.

- Elresto de los familiares esta pendiente del estudio de segregacién en la Unidad de CGC.

Evolucidn: la paciente fue trasplantada de un donante no emparentado HLA-idéntico,
encontrandose en respuesta completa en su ultima visita. Ha fallecido recientemente por
causas desconocidas. Por otra parte, la paciente habia iniciado un seguimiento en la Unidad
de CGC tanto para cancer de mama como para cancer de colon.

Seguimiento de familiares: los individuos portadores continlan seguimiento en la Unidad de
CGC.
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Categoria 5: Otros sindromes de predisposicion a neoplasias hematolégicas

Leucemia aguda linfoblastica con mutacidon germinal en PAX5

Caso 45

Caso indice: Vardn de 20 afios con antecedente de leucemia linfoblastica aguda de estirpe B
(LLA-B) diagnosticada con 3 afios.

Antecedentes personales: LLA-B diagnosticada con 3 afios.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: ND.

- Médula ésea: ND.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: ND.

Arbol familiar: ver pedigri

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.
Resultado: PAX5 (NM_016734): c.101C>G; p.Pro34Arg (heterocigosis).
Segregacion familiar:

- Losindividuos I.4 y 1.6 son portadores de la variante.
- Losindividuos Il.5 y Il.7 no son portadores de la variante.
- El resto de la familia no se ha realizado el estudio genético.

Evolucidn: el paciente recibié quimioterapia para su enfermedad de base en 2005. En 2007
presentd una recaida en sistema nervioso central, por lo que fue necesario administrar de
nuevo quimioterapia, radioterapia y se realizd un trasplante autdélogo de progenitores
hematopoyéticos. Desde entonces, se encuentra en respuesta completa.

Seguimiento de familiares: el individuo 1.4 lleva un control anual en Hematologia por su
GMSI. Aungue el individuo 1.6 inicié un control con hemograma anual en nuestra Unidad,
actualmente se ha decidido no continuar ante la falta de datos clinicos que apoyen el
beneficio en el seguimiento de estos individuos.
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Predisposicidon a neoplasias mieloproliferativas crénicas

Caso 46

Caso indice: Mujer de 63 afios con diagndstico de trombocitemia esencial.
Antecedentes personales: trombocitemia esencial diagnosticada con 61 afios.
Datos analiticos de su enfermedad hematoldgica:

- Sangre periférica: Hb 14,4g/dL, leucocitos 5.380/mm?, plaquetas 517.000/mm3.

- Médula dsea: celularidad normal, sin signos displasicos ni blastos. Biopsia de médula
dsea diagndstica de trombocitemia esencial.

- Cariotipo: ND.

- Molecular somatica: no.

Arbol familiar: ver pedigri.

Estudio en linea germinal: cultivo de fibroblastos cutaneos.

Resultado: JAK2 (NM_004972): c.2984T>C; p.Phe995Ser (heterocigosis).
Segregacidon familiar:

- Elindividuo IV.1 es portador de la variante, siendo por tanto enfermo.
- Elindividuo IV.2 no es portador de la variante.

Evolucidn: la paciente continla seguimiento anual en Hematologia.

Seguimiento de familiares: el individuo IV.1, que presenta trombocitosis desde los 9 anos,
fue estudiado cuando tenia 15 afios. Tras descartar alteraciones en un estudio de médula
Osea, fue dado de alta. Actualmente, tiene 42 afios y ha retomado un seguimiento anual por
Hematologia para vigilancia de su trombocitosis. Por el momento, sélo se realiza
hemogramas.
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5.6. CARACTERIZACION CLINICO-BIOLOGICA DE LA SERIE CONSECUTIVA:
EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE SOSPECHA

Como se ha mencionado anteriormente, este subgrupo incluyéd a 188 pacientes con
diagndstico hematoldgico (LMA, SMD o IM) realizado en el Hospital Universitario y Politécnico
La Fe entre 1986 y 2022. Todos ellos fueron reclutados consecutivamente en la CGH/LGH durante
el periodo 2017-2022 para la realizacion de un estudio genético en linea germinal, sin tener en
cuenta criterios de sospecha de NHHs. Las principales caracteristicas demograficas y clinicas de
estos pacientes se presentan en la Tabla 21.

Tabla 21. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes en la serie consecutiva.

Pacientes
Caracteristicas demograficas y clinicas
n= 188 (%)

Edad al debut (afios: mediana, rango) 55 (2-80)
Sexo (masculino/femenino) 96/92
LMA (OMS 2016) 107 (57)
LMA con alteraciones genéticas recurrentes 37 (34)
e LMAconinv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922);CBFB::MYH11 n=>5
e LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3);MLLT3::KMT2A n="5
e LMA cont(6;9)(p23;934.1);DEK::NUP214 n=1
e LMA coninv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2::MECOM n=1
e LMA con NPM1 mutado n=22
e LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA n=2
e Entidad provisional: LMA con RUNX1 mutado n=1
LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia 20 (19)
Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia 17 (16)
LMA, NOS 32 (30)
Sarcoma mieloide 1(1)
SMD (OMS 2016) 59 (31)
SMD con displasia unilinea 1(2)
SMD con sideroblastos en anillo y displasia multilinea 5(8)
SMD con displasia multilinea 13 (22)
SMD con exceso de blastos 31 (53)
SMD con del(5q) aislada 2(3)
Leucemia mielomonocitica crénica 7 (12)
IM 22 (12)
No Grave 11 (50)
Grave 11 (50)

LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda; NOS: no especificado (del inglés, Not Otherwise Specified); SMD:
Sindrome Mielodisplasico; IM: Insuficiencia Medular.
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En el andlisis germinal realizado a estos 188 pacientes, se identificaron alteraciones genéticas
causantes de una NHH en 17 de ellos. Teniendo en cuenta que estos pacientes fueron incluidos
de forma consecutiva, se pudo determinar que la incidencia de NHH en nuestra serie fue del 9%.
Los genes afectados fueron los siguientes: ATM (n= 2), BRCA1 (n= 1), BRCA2 (n= 1), CHEK2 (n=
2), DDX41 (n= 3), GATA2 (n= 2), RPL5 (n= 1), RTEL1 (n= 1), RUNX1 (n= 1), SAMDY (n=2) y TP53
(n=1).

Con el objetivo de evaluar la validez de los criterios utilizados para la derivacién de pacientes
a la CGH (Tabla 11 del apartado Material y Métodos), se analizaron las siguientes variables en
los pacientes de la serie consecutiva: edad al debut de la enfermedad mieloide, antecedentes
personales de citopenias, signos y sintomas relacionados con NHHs, antecedentes personales
onco-hematolégicos, antecedentes familiares onco-hematolégicos y hallazgos somaticos al
diagndstico de la patologia mieloide. A continuacidn, se detalla cada uno de ellos.

5.6.1. Edad al debut de la enfermedad mieloide

Tal y como se ha indicado en la Tabla 21, la mediana de edad al debut de la enfermedad
mieloide en la serie consecutiva fue de 55 afios (rango 2-80). Si consideramos como umbral los
40 afios, 44 (23%) pacientes de la serie consecutiva fueron diagnosticados antes de esa edad,
mientras que 144 (77%) presentaron la enfermedad después de los 40 afios. De los 44 pacientes
menores de 40 afios, 4 fueron diagnosticados con NHH y 40 no. En contraste, de los 144
pacientes mayores de 40 afos, 13 fueron diagnosticados con NHH y 131 no.

Tras realizar un analisis comparativo, no se detectd una asociacién significativa entre los
pacientes que habian presentado la enfermedad mieloide antes de los 40 afios y la existencia de
una mutacion de origen germinal (p = 1).

5.6.2. Antecedentes personales de citopenias

Para evaluar este criterio, se incluyd Unicamente a los pacientes con diagndstico de SMD o
LMA (n = 166) que presentaron citopenias durante, al menos, 5 afios antes del diagndstico de su
enfermedad mieloide, excluyendo aquellos con anemia ferropénica.

En total, 6 (4%) pacientes presentaron citopenias, aunque ninguno de ellos fue diagnosticado
con NHH. Ninguno de los 160 (96%) pacientes restantes presentd citopenias antes del
diagnéstico, de los cuales 15 fueron diagnosticados con NHH.

Tras realizar un analisis comparativo, no se encontrd una asociacion significativa entre la
presencia de citopenias previas al diagndstico de SMD/LMA vy la existencia de una mutacién de
origen germinal (p = 1).

5.6.3. Signos y sintomas relacionados con NHHs

Para evaluar este criterio, se consideraron los resultados obtenidos a partir del cuestionario
de screening descrito por Desai et al.?®, tal como se detalla en el apartado de Material y
Métodos. En total, 11 (6%) pacientes presentaron algin cuadro relacionado con un sindrome de
predisposicidn germinal. Los cuadros detectados fueron: enfermedad agresiva por VPH,
complicaciones infecciosas graves y linfedema (n = 1); estatura baja (n = 1); fibrosis pulmonar (n
= 5); distrofia ungueal (n = 1); polidactilia, macrocefalia y déficit intelectual (n = 1) y déficit
intelectual aislado (n = 2).

De estos 11 pacientes, 4 (36%) fueron diagnosticados con una NHH, afectando a los genes
GATA2 (enfermedad agresiva por VPH, complicaciones infecciosas graves y linfedema), CHEK2
(estatura baja), RTEL1 (distrofia ungueal) y RPL5 (polidactilia, macrocefalia y déficit intelectual).
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Por el contrario, no se detectaron alteraciones relacionadas con sindromes de
predisposicidon germinal en 177 (94%) pacientes, de los cuales 13 (7%) fueron diagnosticados con
NHH.

Tras realizar un analisis comparativo, se encontré una asociacién significativa entre la
presencia de signos y sintomas relacionados con NHH y la existencia de una mutacidn de origen
germinal (p = 0,01).

5.6.4. Antecedentes personales onco-hematoldgicos

Treinta y ocho pacientes de la serie consecutiva (38/188, 20%) fueron diagnosticados con
mas de una neoplasia independiente, es decir, habian tenido tumores originados a partir de
diferentes tejidos, siendo al menos uno de ellos de estirpe mieloide (SMD o LMA). En nueve de
ellos (23,7%) se identificaron mutaciones germinales, siendo ATM el gen mas frecuentemente
mutado (n = 2). Las demas mutaciones afectaron a los genes BRCA1, BRCA2, CHEK2, DDX41,
GATA2, SAMD9Y y TP53. En el 100% de estos pacientes, la enfermedad mieloide fue SMD o LMA.

Por otro lado, los restantes 150 pacientes de la serie consecutiva (150/188, 80%) presentaron
una enfermedad mieloide aislada (SMD, LMA o insuficiencia medular). En este grupo, se
detectaron mutaciones germinales en 8 casos (5,3%).

Tras realizar un andlisis comparativo, se detectd una asociacion significativa entre los
pacientes que habian presentado >1 neoplasia independiente y la existencia de una mutacion
de origen germinal (p = 0,002). En la Figura 23, se resumen estos hallazgos.
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Figura 23. Andlisis comparativo de NHH entre pacientes con >1 neoplasia independiente y
pacientes con una neoplasia/enfermedad mieloide aislada.

NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria; Enf. esporddica: Enfermedad esporadica.

A continuacidn, se realizé una caracterizacién demografica y clinica de los 38 pacientes con
mas de una neoplasia independiente en la serie consecutiva (Tabla 22). De éstos, 9 (23,7%)
presentaban una NHH y 29 (76,3%) una enfermedad esporadica (Tabla 18). El 63% de los
pacientes eran mujeres, sin diferencias significativas entre los grupos de NHH y enfermedad
esporadica. La mediana de edad al diagndstico del primer cancer fue de 55 afios (rango: 22-77
afios), sin diferencias significativas entre ambos grupos. En cuanto a la neoplasia mieloide, la
mediana de edad al diagnostico fue de 63 afios (rango: 22-76 afios), observandose una diferencia
significativa: los pacientes con NHH desarrollaron la neoplasia mieloide a una edad mas
temprana que aquellos con enfermedad esporadica (58 vs. 64 afos, p = 0,02).
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Al analizar en detalle la mediana de edad al diagnéstico, se observd que los pacientes con
mas de una neoplasia independiente tuvieron una edad significativamente mayor al inicio de la
enfermedad mieloide en comparacion con los pacientes con SMD o LMA aislados (p < 0,001).
Este analisis excluyé a los pacientes con insuficiencia medular. La diferencia se mantuvo
significativa tanto en los casos con NHH como en los de enfermedad esporadica (p < 0,001 en
ambos grupos).

En relacidn con la distribucidn histoldgica del primer cédncer, los tipos mas frecuentes fueron
de estirpe linfoide, seguido por los de mama y ovario. Se encontrd una diferencia significativa en
los casos de cancer de ovario, con una mayor prevalencia en pacientes con NHH en comparacion
con aquéllos con enfermedad esporadica (p = 0,007).

De los 38 pacientes, 28 (74%) presentaron dos neoplasias, 8 (21%) tuvieron tres y 2 (5%)
fueron diagnosticados con cuatro neoplasias. No se encontraron diferencias en la frecuencia de
variantes patogénicas germinales entre los pacientes con dos neoplasias frente a aquéllos con
tres o mas (21,4% vs. 30%, p = 0,9092).

Tabla 22. Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con mas de una neoplasia independiente
dentro de la serie consecutiva.

Caracteristicas demograficas y Total NHH Espf):af.dica o valor
clinicas (n=38) (n=9) (n=29)
Sexo (masculino/femenino) 14/24 3/6 11/18 1

Edad al diagndstico del primer

) = . 55 (22-77) 54 (22-65) 59 (30-77) 0,10
cancer (afios: mediana, rango)

Edad al diagndstico de la
neoplasia mieloide (afios: 63 (22-76) 58 (22-73) 64 (51-76) 0,02
mediana, rango)

Latencia entre el primery

segundo cancer (afios; mediana) > 4 > 0,53

Primer cancer
Linfoide 7 (19%) 0 (0%) 7 (24%) 0,16
Mama 6 (16%) 0 (0%) 6 (21%) 0,30
Ovario 5(13%) 4 (44%) 1(3%) 0,007
Vejiga 4 (10%) 1(12%) 3 (10%) 1
Mieloide 4 (10%) 2 (22%) 2 (7%) 0,23
Otros 12 (32%) 2 (22%) 10 (35%) 0,68

Segundo cancer

Mieloide 30 (79%) 7 (78%) 23 (80%) 1
Linfoide 3 (8%) 1(11%) 2 (7%) 1
Préstata 2 (5%) 1(11%) 1(3%) 0,42
Otros 3 (8%) 0 (0%) 3 (10%) 1

Tercer cancer
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Mieloide 5(13%) 0 (0%) 5(17%) 0,31

Otros 5(13%) 3(33%) 2 (7%) 0,07
Cuarto cancer

Mieloide 2 (5%) 1(11%) 1(3%) 0,42

NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria; Enf. Esporadica: enfermedad esporadica.

Para descartar una posible relacidon causal entre la terapia citotoxica y las neoplasias
potencialmente relacionadas con la terapia, asi como para evaluar la asociacién de mutaciones
germinales en estos casos, dividimos en dos grupos a los 38 pacientes diagnosticados con mas
de una neoplasia independiente. El primer grupo incluyé a los pacientes que habian sido
diagnosticados previamente con una neoplasia sin haber recibido tratamiento citotdxico (por
ejemplo, una neoplasia de colon intervenida quirdrgicamente) o aquéllos que desarrollaron la
segunda neoplasia después de la enfermedad mieloide (denominados neoplasia mieloide multi-
cancer, NM-MC; n= 13). El segundo grupo estuvo compuesto por aquéllos que desarrollaron una
neoplasia mieloide después de haber recibido quimio o radioterapia (neoplasia mieloide
relacionada con la terapia, NM-t; n= 25). En la Figura 24, se presenta la distribucion de
alteraciones germinales responsables de una NHH en pacientes con NM-MC y NM-t. Tras
comparar la prevalencia de mutaciones germinales en los dos grupos, no se detecté una
diferencia significativa (p = 1).
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Figura 24. Distribucion de genes responsables de una NHH en los pacientes con
neoplasia mieloide multi cancer (NM-MC) y neoplasia mieloide relacionada con la
terapia (NM-t).

ns: no significativo, NM-MC: Neoplasia Mieloide-Multi Cancer; NM-t: Neoplasia
Mieloide relacionada con la terapia; NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria. Enf.
Esporadica: enfermedad esporadica.
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Cuando se compararon los antecedentes oncolégicos (ninguno vs. NM-MC vs. NM-t) entre
los pacientes con una NHH y los pacientes con enfermedad esporadica, se observé que habia
una asociacion significativa entre tener >1 neoplasia independiente (NM-MCy NM-t) y presentar
una NHH (Tabla 23) (p = 0,002). Posteriormente, se evaluaron las comparaciones individuales
entre cada grupo, observandose que los pacientes con una NM-t mantenian un efecto
significativo respecto a los que no habian recibido este tratamiento (p = 0,01).

Tabla 23. Antecedentes oncoldgicos en pacientes con una NHH vs. enfermedad esporadica.

Antecedentes NHH Enf. esporadica p
oncolégicos (n=17) (n=171) valor
No 8 (47) 142 (83)

NM-MC 3(18) 10 (6) 0,002
NM-t 6 (35) 19 (12)

NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria; Enf. Esporadica: enfermedad esporadica; NM-
t: Neoplasia Mieloide relacionada con la terapia; NM-MC: Neoplasia Mieloide-Multi
Cancer.

5.6.5. Antecedentes familiares onco-hematoldgicos

En todos los pacientes de la serie consecutiva (n= 188), se recopilaron antecedentes
oncohematoldgicos de familiares de primer y segundo grado. Aunque la mayoria de las personas
pudieron proporcionar un historial familiar que abarcaba hasta dos generaciones y conocian
diagndsticos de neoplasias sélidas y hematoldgicas en sus familiares, un menor nimero de
pacientes tenia conocimiento sobre antecedentes de sangrado o diagndsticos de macrocitosis y
citopenias en sus parientes. Por este motivo, dichos hallazgos no se incluyeron entre las
variables analizadas.

Ademas, debido al reducido numero de sujetos en algunas categorias de antecedentes
familiares, se decidid limitar el analisis a los datos que se presentan en la Tabla 24. Para evaluar
el impacto de este conjunto de variables predictoras en la probabilidad de desarrollar una NHH,
se realizd un analisis de regresion logistica cuyos resultados se detallan en la Tabla 25 (A-F).
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Tabla 24. Antecedentes familiares de primer grado en la serie consecutiva.

Enf. Esporadica

AFPG NHH (%) (%)

Neoplasia hematoldgica (n= 24) 5(21) 19 (79)
Neoplasia mieloide (n=11) 3(27) 8(73)
Neoplasia sélida (n= 80) 8(10) 72 (90)
Neoplasia sélida <50 afios (n=24) 2 (8) 22 (92)
No AFPG (n= 96) 7(7) 89 (93)

AFPG: Antecedentes Familiares de Primer Grado; Enf. Esporddica: Enfermedad
Esporddica.

Tabla 25. Modelo de regresion logistica para evaluar el efecto de los
antecedentes familiares de primer grado en la probabilidad de
desarrollar una NHH.

Variable predictora OR (IC 95%) p valor
A

AFPG neo hematoldgica 2,85 (1,32-6,54) 0,0093
AFPG neo sdlida 0,72 (0,4-1,32) 0,3001
B

AFPG neo mieloide 3,59 (1,27-12,33) 0,0239
AFPG neo sdlida 0,84 (0,46-1,54) 0,5868
C

AFPG neo hematoldgica 2,83 (1,31-6,47) 0,0098
AFPG neo sélida <50 afios = 0,74 (0,29-1,84) 0,51971
D

AFPG neo mieloide 3,69 (1,3-12,63) 0,0207
AFPG neo sdlida <50 aflos 0,89 (0,36-2,2) 0,8109
E
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AFPG neo hematoldgica 1,93 (0,68-5,9) 0,221
AFPG neo mieloide 2,06 (0,48-9,45) 0,332
F

AFPG neo sdlida 0,77 (0,4-1,49) 0,448
AFPG neo solida <50 aflos | 0,92 (0,34-2,51) 0,882

A) AFPG neo hematoldgica vs. AFPG neo sélida; B) AFPG neo mieloide
vs. AFPG neo sélida; C) AFPG neo hematoldgica vs. AFPG neo sélida
<50 afios; D) AFPG neo mieloide vs. AFPG neo sélida <50 afios; E) AFPG
neo hematoldgica vs. AFPG neo mieloide; F) AFPG neo sélida vs. AFPG
neo solida <50 afios. OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianza; AFPG:
Antecedentes Familiares de Primer Grado; neo: neoplasia.

En resumen, se encontré una asociacién estadisticamente significativa entre los
antecedentes familiares de primer grado (AFPG) de neoplasias hematoldgicas y mieloides con el
desarrollo de NHH. Por otro lado, no se observd una asociacién significativa entre la presencia
de NHH y los AFPG de cancer sdlido.

5.6.6. Alteraciones somaticas adquiridas

En un total de 168 pacientes (89%) de la serie consecutiva (100 con LMA, 56 con SMD y 12
con IM), se encontraban disponibles las alteraciones somaticas tipo SNVs detectadas al
diagndstico de su enfermedad de base. De éstos, 146 pacientes presentaron al menos una SNV,
distribuyéndose en 97 pacientes con LMA y 49 con SMD. En conjunto, se identificaron 448 SNVs,
con una mediana de frecuencia alélica (VAF) del 19% (rango: 2-89%).

El analisis estadistico no reveld ninguna agrupacion significativa entre un patrén especifico
de alteraciones moleculares y el tipo de enfermedad mieloide (germinal o esporadica) (Figura
25).

Por otro lado, las alteraciones estructurales estuvieron disponibles en 175 pacientes (93%)
de la serie consecutiva (104 con LMA, 56 con SMD y 15 con IM). En total, 90 pacientes
presentaron alteraciones en el cariotipo, distribuyéndose en 63 pacientes con LMA y 27 con
SMD. La Tabla 26 muestra la distribucion de estas alteraciones en pacientes con una neoplasia
hematolégica hereditaria (NHH) en comparacidn con aquéllos con una enfermedad esporadica.
Aungue no se observd una asociacidn estadisticamente significativa, el cariotipo complejo fue
mas frecuente en pacientes con una NHH (29% vs. 11%, p = 0,056).
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Figura 25. Heatmap de alteraciones somaticas.

Cada fila representa un paciente y cada columna un gen. Las dreas oscuras muestran una mayor
interaccion entre genes y pacientes. En el dendograma situado a la izquierda, se observa la agrupacion
obtenida por similitud de patrones de mutaciones genéticas. El color rojo identifica los pacientes con un
Sindrome de Predisposicion, y el color azul los pacientes con enfermedad esporadica.

Tabla 26. Distribucion de las alteraciones estructurales en la serie consecutiva obtenidas mediante
cariotipo convencional o FISH.

e o e Total (%) NHH (%) Enf. esporadica (%) p valor
(n=188) (n=17) (n=171)

Normal 85 (45) 8 (47) 77 (45) 1
Monosomia/delecion 7q 15 (8) 1(6) 14 (8) 1
Delecién 5q 8(4) 1(6) 7 (4) 0,53
Trisomia 8 13(7) 0(0) 13 (8) 0,61
Complejo 25 (13) 5(29) 20 (11) 0,056
Otro 29 (16) 2 (12) 27 (16) 1

NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria, Enf. Esporadica: enfermedad esporadica.
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De forma mas detallada, teniendo en cuenta a los pacientes diagnosticados de NHH dentro
de la serie consecutiva (n= 17), se observd que los tres pacientes con alteraciones en DDX41
presentaron un segundo hit en el mismo gen, ademas de un cariotipo normal. De manera similar,
el paciente con mutacién en RUNX1 también presentd un segundo hit en el mismo gen. Por otro
lado, una de las pacientes con mutacion en GATA2 mostré alteraciones en los cromosomas 7 y
8, mientras que la otra no presentd hallazgos somaticos relevantes. Una de las dos pacientes con
mutacion germinal en SAMD9 también presentd una alteracion en el cromosoma 7.

En los dos casos diagnosticados de IM (anemia Blackfan-Diamond y Disqueratosis
Congénita), no se identificé ninguna adquisicion somatica. En cuanto al cariotipo complejo
observado en pacientes con NHH, este se asocié con mutaciones en GATA2, TP53, ATM, BRCA2
y CHEK?2, correspondiendo los cuatro ultimos casos a neoplasias relacionadas con la terapia.

La Figura 26 ilustra el conjunto de alteraciones somaticas adquiridas en los pacientes
diagnosticados con una NHH en la serie consecutiva. Los detalles de las variantes somaticas de
estos pacientes se presentan en la Tabla suplementaria 8 del Anexo 8.

Por ultimo, se evalué el niumero de pacientes con sospecha de una posible NHH tras el
analisis somatico realizado al diagndstico de su enfermedad hematoldgica. Esta sospecha se
definié como la presencia de una alteracién probablemente patogénica o patogénica en un gen
relacionado con predisposicién germinal, con una VAF >30%. En un total de 48 pacientes (25%),
se identificaron hallazgos compatibles con un posible origen germinal, involucrando los genes
ETV6, GATA2, NF1, PTPN11, RUNX1 y TP53. No obstante, el origen germinal fue confirmado
Unicamente en 2 de estos 48 casos (4%), correspondientes a los genes RUNX1 y TP53.

Es importante destacar que el resto de las NHH identificadas en la serie consecutiva no
fueron detectadas en el analisis somatico inicial.
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Figura 26. Heatmap de alteraciones somaticas en los pacientes con diagndstico de
NHH.

Cada columna representa un paciente y cada fila una alteracion genética o
cromosOmica. Las dreas rojas muestran una mayor interaccion entre genes y pacientes.
En el dendograma situado encima de la figura, se observa la agrupacién obtenida por
similitud de patrones de mutaciones genéticas.

5.6.7. Evaluacidn conjunta de los criterios de sospecha establecidos en la CGH

En resumen, tras la evaluacion de los seis criterios de sospecha definidos por la CGH, tres
resultaron significativamente asociados con la deteccion de mutaciones germinales, mientras
que los otros tres no mostraron diferencias relevantes entre los pacientes con NHH y aquellos
con enfermedad esporadica. En particular, la presencia de signos y sintomas relacionados con
estos sindromes, la presencia de mas de una neoplasia independiente y los AFPG de neoplasias
hematoldgicas destacaron como indicadores clave. La Tabla 27 detalla el nimero de pacientes
que cumplieron cada uno de los criterios, diferenciando entre diagndsticos de NHH vy
enfermedad esporadica.
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Tabla 27. Resumen de la evaluacién de criterios de sospecha en pacientes con una NHH y pacientes
con una enfermedad esporadica.

Total (%)  NHH (%) B
Criterio esporadica (%) p

(n = 188) (n = 17) (n = 171)
Edad al debut
<40 afios 44 (23) 4 (23) 40 (23) 1
Citopenias
previas en 6 (4) 0 (0) 6 (4) 1
pacientes con
SMD/LMA
Signos/sintomas
NHH 11 (6) 4 (23) 7 (4) 0,01
>1 neoplasia 38 (20) 9 (53) 29 (17) 0,002
AFPG

24 (1 2 19 (11

hematoldgico (13) >(29) 2(11) 0,009
Alteraciones
somaticas No se detectd ninguna asociacidn significativa

adquiridas

SMD: Sindrome Mielodisplasico; LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda; NHH: Neoplasia
Hematoldgica Hereditaria; AFPG: Antecedentes Familiares de Primer Grado

A continuacién, se evalud el rendimiento de los criterios significativos (pacientes que
cumplian 1 6 2, ya que ningun paciente cumplio los 3 simultdneamente) como herramienta para
el despistaje de NHH en los 188 pacientes de la serie consecutiva. La Tabla 28 muestra la
distribucion de pacientes segun el cumplimiento de estos criterios, mientras que en la Tabla 29
se recogen los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de acuerdo con el cumplimiento de al menos uno de los criterios. La sensibilidad, es
decir, la capacidad de este modelo para identificar correctamente a los pacientes con una NHH
fue del 82,35%. La especificidad, definida como la capacidad para identificar correctamente a los
pacientes que no tenian una NHH, alcanzé el 70,18%. El valor predictivo positivo (VPP), que
representa la probabilidad de que un paciente que cumplia alguno de los criterios, realmente
presentara una NHH, fue del 21,53%. Por ultimo, el valor predictivo negativo (VPN),
correspondiente a la probabilidad de que un paciente que no cumplia ninguno de los criterios,
efectivamente, no tuviera una NHH, fue del 97,56%.

Tabla 28. Numero de pacientes con NHH o enfermedad esporadica que cumplian los criterios de
sospecha significativos.

NHH (%) Enf. Esporadica (%)
(n=17) (n=171)
Pacientes que no cumplian criterios 3 (18%) (FN) 120 (70%) (VN)
Pacientes que cumplian al menos un criterio =~ 14 (82%) (VP) 51 (30%) (FP)
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NHH: Neoplasia Hematoldgica Hereditaria; Enf. Esporddica: Enfermedad esporadica; FN: Falsos
Negativos; VN: Verdaderos Negativos; VP: Verdaderos Positivos; FP: Falsos Positivos.

Tabla 29. Evaluacion de los criterios de sospecha (cumplir al menos uno) en pacientes
con NHH.

Parametros a evaluar en el modelo predictivo  Resultado

Sensibilidad 82,35%
Especificidad 70,18%
VPP 21,53%
VPN 97,56%

VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo.

De cara a evaluar el impacto de cada uno de los criterios de sospecha en la probabilidad de
desarrollar una NHH, se llevd a cabo un analisis de regresién logistica, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 30 (A-C).

Tabla 30. Modelo de regresién logistica para evaluar el efecto de los criterios de sospecha en
la probabilidad de desarrollar una NHH.

Variable predictora OR (IC 95%) p valor
A
>1 neoplasia independiente 8,04 (2,59-27,85) 0,0004

Signos y sintomas asociados a NHHs 13,33 (2,76-63,36) | 0,0009

B
>1 neoplasia independiente 5,82 (2,01-17,33) 0,001
AFPG hematoldgico 3,69 (1,02-12,28) 0,036
C

Signos y sintomas asociados a NHHs | 7,16 (1,65-28,24) 0,005

AFPG hematologico 3,31 (0,93-10,57) 0,049
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OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianza; NHH: Neoplasia Hematolégica
Hereditaria; AFPG: Antecedentes Familiares de Primer Grado.

La curva ROC obtenida mostrd un area bajo la curva (AUC) de 0,801 (Figura 27), indicando
gue el modelo tiene una capacidad discriminativa adecuada para distinguir entre pacientes con
y sin NHH. El calculo de la AUC se basé en la evaluacién combinada de los criterios, lo que reflejo
la probabilidad de cumplir al menos uno de los criterios establecidos. Por ultimo, el nimero de
NHH detectadas aumento significativamente a medida que se cumplieron mas criterios, con una
p <0,001.
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Figura 27. Curva ROC que evalla la capacidad discriminativa
del modelo.

En el eje de ordenadas, se muestra la relacién entre la tasa
de verdaderos positivos (sensibilidad) y, en el eje de
abscisas, la tasa de falsos positivos (1 - especificidad) para
diferentes umbrales del modelo. AUC: area bajo la curva
(del inglés, Area Under the Curve).

5.7. IMPACTO CLINICO DE LOS SINDROMES DE PREDISPOSICION GERMINAL

5.7.1. Adaptacion del manejo y seleccion de donantes en pacientes con una NHH

De los 46 pacientes diagnosticados con una NHH, 19 (41%) requirieron una adaptacién en su
manejo clinico.

Entre los pacientes con NHH asociada a disfuncion organica (n = 30), 14 precisaron un
seguimiento multidisciplinar debido a las anomalias extrahematoldgicas encontradas. Estos
pacientes incluyeron al caso #10, diagnosticado con un sindrome de haploinsuficiencia de
GATA2; los casos #16 al #18, con anemia de Fanconi; el caso #20, con disqueratosis congénita;
los casos #26 y #27, con neutropenia severa congénita; el caso #30, con trombocitopenia
asociada a WAS; los casos #31 al #34, con anemia de Blackfan-Diamond; el caso #37, con
sindrome de Shwachman-Diamond y el caso #38, con sindrome de Noonan.
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Ademas, algunos pacientes requirieron tratamientos o monitorizacién especificos
adicionales a las medidas de soporte estandar. Por ejemplo, el caso #19, diagnosticado con
disqueratosis congénita, fue tratado con Danazol para la aplasia medular; los casos #21 al #24,
con neutropenia severa congénita asociada a mutaciones en el gen ELANE, necesitaron una
monitorizacién estrecha del gen CSF3R y los casos #31, #32, #33, #35 y #36, diagnosticados con
anemia de Blackfan-Diamond, fueron tratados con corticoterapia.

Finalmente, cinco pacientes fueron derivados a la Unidad de Consejo Genético del Cancer
para un seguimiento activo debido al riesgo de desarrollar otras neoplasias.

En relacién con la seleccidn de donantes emparentados, entre las 18 familias con diagndstico
de NHH que requirieron un trasplante alogénico, se seleccionaron donantes familiares no
portadores o donantes no emparentados en 12 casos. En otros dos casos, el estado de portador
de los donantes era desconocido (familias #39 y #40, con mutacion en ATM); mientras que, en
otros cuatro casos, los donantes eran portadores de variantes en DDX41 (familia #3), GATA2
(familia #11), BRCA1 (familia #41) y CHEK2 (familia #44).

El paciente con alteraciéon germinal en DDX41, que fue trasplantado con células de su
hermana portadora de la misma variante, desarrollé una leucemia en células del donante dos
anos después del trasplante, falleciendo como consecuencia de las complicaciones derivadas.
Por su parte, los pacientes con mutaciones en GATA2 y CHEK2, trasplantados de familiares
portadores, fallecieron después del procedimiento, aunque las causas especificas no pudieron
determinarse. En el caso relacionado con BRCA1, no se registraron incidencias. En cuanto a las
dos familias con mutacion en ATM, uno de los pacientes fallecié tras el trasplante, mientras que
en el otro caso no se reportaron complicaciones. La Tabla 31 presenta un resumen detallado de
los casos donde el estado de portador del donante era heterocigoto o potencialmente
heterocigoto, asi como la evolucidn clinica en el receptor.

Tabla 31. Seleccidn de donantes para el alo-TPH de familias con NHH.

- Gen detectado en la FELDCS Evolucion del
Familia e portador en el
familia receptor
donante
#3 Fallecido por
DDX41 Heterocigoto leucemia en células
del donante
#11 Falleci lo-
GATA2 Heterocigoto allecido post alo
TPH
#41 . L .
BRCA1 Heterocigoto Sin incidencias
#44 Falleci lo-
CHEK2 Heterocigoto allecido post alo
TPH
#33 ATM Desconocido Sin incidencias
#40 ATM Desconocido FaIIeC|d_I?P||::ost alo-

Alo-TPH: Trasplante Alogénico de Progenitores Hematopoyéticos.
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5.7.2. Estudio de segregacion familiar y seguimiento clinico de portadores

De las 46 familias diagnosticadas con una NHH en el Hospital La Fe, a 44 (96%) se les ofrecio
la realizacion de un estudio de segregacion familiar. No obstante, en dos casos (familias #12 y
#40), no se proporciond la informacidn genética inicialmente debido al fallecimiento del caso
indice, quien no habia expresado su consentimiento ni su negativa respecto a la transmision de
los resultados genéticos a sus familiares.

Con el objetivo de valorar posibles excepciones al deber de confidencialidad, tanto el caso
#12 como el #40 fueron remitidos al Comité Etico del Hospital La Fe. Tras su deliberacién, el
comité concluyd que, si bien la normativa vigente permite excepciones al secreto profesional
bajo ciertas condiciones —como el impacto potencial en la salud de los familiares—, la decisidn
final debia recaer en el criterio clinico del especialista responsable.

En consecuencia, en el caso de la familia #12, se decidid no comunicar la informacion
genética a los familiares, mientras que, en el caso de la familia #40, se considerd justificado
informar a los familiares bioldgicos.

De las 44 familias que recibieron la informaciéon genética, 30 aceptaron realizar el andlisis de
segregacion familiar en la CGH, 5 fueron derivadas a la Unidad de Consejo Genético del Cancer
y 9 decidieron, al menos de forma provisional, no continuar con el estudio. La Tabla 32 presenta
un resumen de las acciones realizadas con las familias diagnosticadas con una NHH.

Tabla 32. Acciones realizadas con las familias que presentaron una NHH.

Accion n (%)
Familias que accedieron a realizar segregacion familiar en la

30 (65)
CGH
Familias que fueron derivadas a CGC 5(11)
Familias que no continuaron con el estudio genético 9(20)
Familias a las que no se les comunicé inicialmente el resultado 2 (4)

del estudio genético y fueron derivadas al Comité Etico

CGH: Consulta de Genética Hematoldgica; CGC: Consejo Genético del Cancer

Entre las 30 familias en las que se realizd el estudio de segregacidn familiar en la CGH, se
identificaron 11 portadores sanos (en 6 familias), 12 portadores que desarrollaron la enfermedad
(en 9 familias) y 17 portadores heterocigotos de variantes recesivas (en 10 familias). Ademads, en
7 familias, se confirmd que el caso indice presentaba una variante de novo, mientras que en una
familia el estudio arrojé un resultado negativo hasta la fecha.

Los portadores sanos de variantes en DDX41 (familias #1, #3 y #4) y RUNX1 (familia #7) se
sometieron a un hemograma basal y analisis de la morfologia de sangre periférica, seguido de
controles anuales. En contraste, aunque los portadores sanos de variantes en SAMD9 (familia
#14) y PAX5 (familia #45) también realizaron una evaluacién inicial con hemograma y analisis de
morfologia de sangre periférica, no se llevd a cabo un seguimiento posterior en estos casos.

En cuanto a los individuos portadores que desarrollaron enfermedad, el manejo varid segun
el criterio del especialista. Los dos individuos con trombocitopenia familiar (familia #7), anemia
de Fanconi (familias #15 y #18) y trombocitosis (familia #46) se sometieron a un aspirado de
médula dsea basal y continuaron con un seguimiento semestral mediante hemogramas y analisis
de morfologia de sangre periférica. Por otro lado, los individuos con disqueratosis congénita
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(familia #20), neutropenia congénita (familia #26) y anemia de Blackfan-Diamond (familias #31
y #35) no realizaron un estudio medular inicial. En estos casos, el seguimiento se basé en
hemogramas y analisis de morfologia de sangre periférica, con una periodicidad ajustada al
grado de citopenias observado.

Los dos individuos con Sindrome de Haploinsuficiencia de GATA2 (familia #11) habian
fallecido afios atras sin conocimiento de la mutacidn familiar, lo que impidié la realizacidn de
controles de seguimiento en vida. Las muestras en estos casos se obtuvieron de forma
retrospectiva.

Por ultimo, los 17 individuos portadores heterocigotos de variantes recesivas (familias #15,
#16, #17, #18, #19, #20, #25, #27, #28 y #30) no requirieron ningun tipo de seguimiento clinico
o analitico. La Tabla 33 ofrece un resumen detallado de los resultados del estudio de segregacién
realizado en estas 30 familias.

Tabla 33. Resultados del estudio de segregacion.

Numero de

familias (nimero Actitud con los

E . ‘.
studio de segregacidn Genes de familiares familiares
portadores)
Estudio basal y de
Familiares portadores DDX41, RUNX1, 6 (11) seguimiento:
sanos SAMDSY, PAX5 Hemograma y frotis
de sangre periférica
Estudio basal:
estudio medular vs.
- RUNX1, FANCA, estudio de sangre
Familiares portadores FANCD2, DKC1, 8 (10) periférica
enfermos vivos GFl1, RPL5, RPS19,

JAK2 Seguimiento:
hemograma y frotis
de sangre periférica

Familiares porta.mdores GATA2 1(2) i

enfermos fallecidos

Familiares portadores FANCA, FANCD2,

heterocigotos de RTEL1, DKC1, 10(17) Nada

variantes recesivas CSF3R, TAZ, WAS

Familias con variantes de GATA2, SAMDS, 7(0) Nada

novo ELANE, RPS26

Estudios negativos hasta Continuar con el
& DDX41 1(0) estudio de

la fecha

165

segregacion






6. DISCUSION






Discusidn

La hipodtesis de este proyecto plantea que la implementacién de una estrategia diagndstica
especifica para la deteccion de Neoplasias Hematoldgicas Hereditarias (NHH) contribuird a una
identificacién mas temprana de estos pacientes. Esto, a su vez, permitira un seguimiento clinico
mas preciso, un asesoramiento genético y reproductivo mds efectivo, y una mejora en la calidad
de vida de los pacientes y sus familias. Para ello, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral es
evaluar la eficacia de una estrategia diagndstica destinada a la identificacidon, asesoramiento y
manejo de pacientes con sospecha de presentar una NHH. En este contexto, y considerando el
creciente uso de la gendmica clinica en el tratamiento y manejo del cancer, resulta evidente el
aumento en la identificacién de sindromes de predisposicidn al cancer y la necesidad de derivar
a estos pacientes a unidades multidisciplinares para un seguimiento clinico adecuado y
asesoramiento genético especializado.

En esta tesis, se analizan alteraciones genéticas de origen germinal en una cohorte de 300
pacientes, tanto adultos como pedidtricos, diagnosticados con una enfermedad hematolégica.
Asimismo, se describen los casos confirmados de NHH y se analizan diversos parametros clinicos,
incluyendo datos diagndsticos, antecedentes personales y familiares. Este trabajo resalta que las
NHH representan un desafio diagndstico significativo, con implicaciones directas en la seleccion
del tratamiento, como la eleccién precisa de un donante para un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos (alo-TPH), y en la planificacion de un asesoramiento genético
especifico para los pacientes y sus familiares.

El fin dltimo de este proyecto es establecer las bases de un programa de cribado sistematico
de la susceptibilidad a las neoplasias hematoldgicas hereditarias y evaluar su impacto en la
practica clinica. Este esfuerzo pretende abordar una necesidad clinica critica, optimizando el
manejo integral de los pacientes con predisposicidon hereditaria a estas patologias.

6.1. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este estudio presenta varias limitaciones intrinsecas que hay que tener en cuenta a la hora
de interpretar los resultados. En primer lugar, la rareza de los sindromes estudiados exige una
muestra de tamafio considerable para poder obtener conclusiones significativas sobre el
diagndstico y prondstico de los pacientes afectados. Aunque se incluyeron 300 individuos, el
tamafio de la muestra fue relativamente reducido, lo que limité la cantidad de casos con
resultados positivos.

En segundo lugar, cada sindrome presenta una variedad de caracteristicas Unicas, lo que
conlleva una heterogeneidad notable tanto en sus manifestaciones clinicas como en sus bases
moleculares. La combinacién de esta variabilidad con el tamafio relativamente reducido de la
muestra dificulta la extrapolacion de conclusiones independientes para cada uno de ellos.

En tercer lugar, la inclusidn de pacientes con una amplia diversidad clinica, tanto en edad
(pediatrica y adulta) como en tipos de enfermedades hematoldgicas, afiade una capa adicional
de complejidad. Esta variabilidad dificulta la identificacién de resultados asociados con un
fenotipo especifico.

Por ultimo, el estudio de las caracteristicas de los pacientes requirié a menudo un analisis
retrospectivo que implicaba la recopilacion de datos de pacientes diagnosticados a lo largo de
un periodo prolongado, con la posibilidad de informacion incompleta sobre parametros
analiticos al diagnéstico de éstos. Ademas, la obtencidn precisa de los antecedentes tanto
personales como familiares depende de la precisién y actualizacion de la informacion
proporcionada por los propios pacientes, lo que puede resultar dificil en muchas ocasiones.
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6.2. MUESTRAS DE ORIGEN GERMINAL

Los resultados obtenidos destacan algunas diferencias entre los tipos de muestras
germinales utilizadas en este estudio. Los fibroblastos cutdneos demostraron ser una opcion
Optima gracias a la elevada cantidad de DNA recuperado y su alta pureza. Sin embargo, la
contaminacion por hongos en un pequefio porcentaje de casos pone de manifiesto la necesidad
de optimizar las condiciones de cultivo. Para mitigar este problema, todas las muestras se
procesaron por duplicado, reduciendo la incidencia de fallos. Un inconveniente relevante de esta
muestra es el tiempo requerido para su procesamiento, ya que el cultivo de fibroblastos demord
en promedio 22 dias, lo que podria retrasar el analisis genético en contextos clinicos donde la
rapidez es esencial. Por ello, resulta fundamental promover la derivacién temprana del paciente
con una sospecha de NHH a la CGH, permitiendo programar la toma y el procesamiento de la
muestra con la minima demora posible. Aunque otros estudios recomiendan un tamafio de
biopsia de 3 mm? %3, en este proyecto se optd por reducirla a 2 mm? para minimizar posibles
complicaciones hemorragicas o infecciosas. A pesar de ser una técnica invasiva?’®, no se
registraron eventos adversos en los pacientes. Ademas, el tamafio reducido del punch no
impactd negativamente en el tiempo de cultivo, en contraste con lo sefialado en la literatura®®®.

Las muestras de sangre periférica/médula ésea y saliva/mucosa oral demostraron ser fiables,
con cantidades adecuadas de DNA vy bajas tasas de fallo. Sin embargo, en pacientes con
enfermedades clonales, la posible contaminacidn con células bldsticas constituye una limitacién
importante que debe considerarse al interpretar los resultados genéticos??®. Un ejemplo es el
caso #15, en el que se detectd una alteracién homocigota en el gen FANCA en sangre periférica
de un paciente con SMD. Este resultado fue confirmado como de origen germinal al detectarse
la misma variante en otro miembro de la familia. En los demas casos con potencial
contaminacion clonal, no se obtuvieron resultados positivos.

Por su parte, los linfocitos T CD3* mostraron cantidades mas bajas de DNA y una mayor tasa
de fallo en comparacién con otros tipos de muestras. Aunque la evaluacion de pureza permitié
estimar el grado de contaminacion con células mieloides, con un promedio del 89 %, esto refleja
la necesidad de optimizar los métodos de procesamiento para maximizar su utilidad en futuros
estudios. Ademas, la linfopenia frecuente en pacientes con enfermedades hematoldgicas
plantea un desafio adicional, al dificultar la obtencién de cantidades adecuadas de DNA para el
analisis, lo que subraya la necesidad de desarrollar estrategias complementarias para estas
situaciones especificas. En nuestra serie, Unicamente se identificd un paciente con una NHH tras
la seleccién de linfocitos CD3* (#43). Este paciente se encontraba en respuesta completa, sin
blastos en sangre periférica y la pureza celular alcanzé el 90 %. En los demads casos con potencial
contaminacion clonal, no se obtuvieron resultados positivos.

En conjunto, la alta eficiencia en la amplificacidn genética observada en la mayoria de las
muestras confirma la solidez del enfoque adoptado. No obstante, estos resultados también
subrayan la importancia de seleccionar cuidadosamente el tipo de muestra germinal,
considerando tanto las caracteristicas del paciente como los requisitos especificos del analisis
genético previsto. Teniendo en cuenta que la muestra de DNA obtenida de fibroblastos cutaneos
es considerada el gold standard en el contexto de neoplasias hematoldgicas activas?®, debe
priorizarse el empleo de este tipo de muestra siempre que sea posible. Sin embargo, dado que
el cultivo puede demorar los tiempos, es vital identificar a los pacientes con una potencial NHH
de manera rapida, sobre todo en aquellos que vayan a someterse a un alo-TPH.
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6.3. PANEL DE NGS DE NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS HEREDITARIAS

El panel genético utilizado en este estudio mostré un desempefio destacado, con una
cobertura media del 99%, lo que asegura una alta fiabilidad en la deteccidn de variantes en la
mayoria de las regiones analizadas. Asimismo, la profundidad de lectura media de 200x fue
adecuada para la identificacidn de variantes germinales con precisién.

Es importante destacar que en 38 genes (34% del total del panel), no se identificaron
variantes deletéreas ni de significado incierto en ninguno de los pacientes analizados. Esto podria
reflejar la ausencia de alteraciones genéticas relevantes en estos genes dentro de la cohorte
especifica estudiada, posiblemente debido a la seleccidn de pacientes o al bajo impacto clinico
de estos genes en el contexto de las enfermedades hematoldgicas incluidas. Alternativamente,
esta ausencia podria sefialar limitaciones en el disefio del panel para detectar ciertas variantes,
como aquellas localizadas en regiones intrénicas profundas, promotores o grandes
reordenamientos estructurales, que no suelen estar cubiertos en los paneles dirigidos.

La repetitividad y reproducibilidad del panel fueron sobresalientes, alcanzando el 100 %, con
un coeficiente de variacidn inferior al 20% tanto en réplicas intraensayo como interensayo. Esto
respalda la robustez del método empleado, esencial para garantizar la fiabilidad de los resultados
obtenidos. Ademas, la sensibilidad del 95% vy la especificidad del 90% refuerzan la utilidad del
panel en la practica clinica, asegurando una alta tasa de detecciéon de variantes reales y
minimizando los falsos positivos.

En conclusién, el panel NGS mostré un desempefio sélido y fiable, adecuado para el analisis
genético en este contexto clinico. Sin embargo, las limitaciones observadas deben ser tomadas
en cuenta para mejorar futuros disefios y para maximizar la utilidad del panel en el diagndstico,
prondstico y manejo terapéutico de los pacientes.

6.4. INTERPRETACION DE LAS ALTERACIONES GERMINALES

6.4.1. Modo de herencia

El asesoramiento genético de cada variante estuvo determinado en buena medida por el
modo de herencia de cada gen. El criterio que se adoptd para reportar variantes mono-alélicas
deletéreas en un gen asociado con un trastorno autosédmico recesivo estuvo en consonancia con
las recomendaciones ofrecidas por distintas guias como, por ejemplo, las Guias Inglesas sobre
Clasificacidon de Variantes en Enfermedades Raras (ACGS, del inglés Association for Clinical
Genomic Science)®%%3°. En la mayoria de las ocasiones en que se encontré una de estas variantes,
el fenotipo clinico no era compatible. Por ello se consideraron hallazgos incidentales y la decisidn
de reportar o no dicha variante se basd Unicamente en la posibilidad de ofrecer un
asesoramiento reproductivo a familiares y parejas. Sin embargo, hubo un caso dentro de la serie
global (#37) en el que se encontrd una sola variante mono-alélica patogénica en el gen SBDS,
acompafiada de una delecién de un Unico exdn que no fue confirmada posteriormente por array
y para la que no se pudo realizar MLPA por ausencia de sondas especificas. En este caso, en el
qgue no pudo demostrarse la existencia de una segunda variante en el otro alelo del gen SBDS, y
en el que el fenotipo del paciente era compatible con un Sindrome de Shwachman-Diamond, se
concluyd que la variante tenia muy probablemente un cardcter causal en la patogenia de este
sindrome de fallo medular.

Por otra parte, existe controversia en cuanto al riesgo que presentan los portadores
heterocigotos de una enfermedad recesiva de desarrollar sintomas, ya que algunos estudios han
observado un fenotipo mitigado?®4%’, Aunque algunos autores de trabajos relacionados con las
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NHH sugieren que este tipo de hallazgos podrian ser modificadores/potenciadores del riesgo a
desarrollar este tipo de afeccién?®®2%%, otros, por el contrario, no los consideran relevantes?’°. En
nuestra serie, 18 pacientes (6%) eran portadores heterocigotos de variantes deletéreas con un
patron de herencia recesivo. Sin embargo, dada la falta de suficiente evidencia para atribuir
algin tipo de efecto de estas variantes sobre el riesgo de desarrollar enfermedades
hematoldgicas, se evitd transmitir cualquier tipo de asociacién o causalidad al paciente.

6.4.2. Grado de patogenicidad

En este estudio, la categorizacidon de variantes genéticas germinales se realizé siguiendo
estrictamente los criterios de la ACMG/AMP?4, un estdndar esencial para clasificar variantes de
manera precisa y reproducible. Estos criterios integran multiples lineas de evidencia, como datos
funcionales, poblacionales y predicciones bioinformaticas, garantizando que las variantes se
clasifiguen de forma adecuada como patogénicas, probablemente patogénicas, de significado
incierto, probablemente benignas o benignas. La aplicacion rigurosa de estos criterios es crucial
para evitar errores en la clasificacion, como informar variantes de significado incierto como
patogénicas o subestimar el impacto clinico de variantes relevantes, lo que podria derivar en
decisiones clinicas inadecuadas. Sin embargo, en la practica, la implementacién de estos
estandares sigue siendo un desafio, lo que resalta la importancia de un enfoque meticuloso y
sistematico.

En total, se detectaron 71 variantes patogénicas o probablemente patogénicas. Los genes
que presentaron un mayor numero de variantes deletéreas fueron FANCA, DDX41, ELANE,
FANCM vy SBDS. Hubo dos variantes en los genes BRCA1 (#41) y BRCA2 (#42) que fueron
reportadas como “patogénicas conocidas” sin el cdlculo de la puntuaciéon otorgada por la
clasificacion del ACMG debido a su efecto causal evidenciado en otras neoplasias no
hematoldgicas?’*?72, Para reportar las variantes heterocigotas de genes recesivos, se siguieron
las directrices descritas en el apartado anterior.

Por su parte, los genes que presentaron un mayor nimero de variantes de significado clinico
incierto (VUS) fueron ATM, DNAJC21, EFL1, FANCI, MSH6 y FANCA. Aunque en ATM se
describieron hasta 10 variantes, todas ellas fueron subclasificadas como icecold/cold/cool,
denotando irrelevancia clinica. De las 119 variantes VUS encontradas en nuestra serie, sélo el
10% fueron subcategorizadas como hot/warm, llevandose a cabo una revisién mas exhaustiva
en aquéllas que, ademads, mostraron un estado alélico acorde al modo de herencia de cada gen
(NF1, PTPN11, RTEL1 y RPS10). Los dos pacientes con variante en NF1y RTEL1 no presentaban
un fenotipo compatible con estos genes, por lo que se decidié no proceder con el estudio de
segregacion familiar en ambos casos. En cuanto al paciente con la variante en PTPN11, se detectd
de forma concomitante una alteracién patogénica en el gen PTEN responsable del cuadro que
presentaba, por lo que la variante incierta en PTPN11 fue desestimada. El paciente que
presentaba la variante en RPS10 debuté con una insuficiencia medular a los 19 afios, no
compatible con una anemia de Blackfan-Diamond. A pesar de ello, procedimos a realizar el
estudio de segregacion familiar, siendo el padre portador de la misma variante y estando
completamente sano. Asi pues, fue desestimada y su patologia se consideré como una aplasia
medular adquirida.

En este programa, no se reportaron las variantes probablemente benignas ni benignas para
evitar cualquier tipo de confusidn.

172



Discusidn

6.5. CARACTERIZACION CLINICO-BIOLOGICA DE LA SERIE GLOBAL: PACIENTES
CON UN SINDROME DE PREDISPOSICION GERMINAL

El 23% de los pacientes de nuestra serie (n= 68) presentd, al menos, una alteracidn genética
de caracter deletéreo. En 46 casos, estas alteraciones genéticas se consideraron responsables o
predisponentes de su enfermedad subyacente (NHH), lo que representa el 16% del total de
casos. Esta prevalencia, superior al 5-10% reportado en la literatura cientifica®, probablemente
guarda relacién con el proceso de seleccion de pacientes en la cohorte global.

Entre los casos con una NHH, se incluyd una amplia variedad de entidades descritas por la
OMS/ICC>>%¢, Como se detalla en la seccién de resultados, la tercera categoria, correspondiente
a los Sindromes de Predisposicidn y Disfuncidn Organica, mostrd una asociacidn significativa con
el diagnéstico de insuficiencia medular. De los 30 pacientes en esta categoria, 23 fueron
diagnosticados con insuficiencia medular, mientras que la aparicion de neoplasias fue
infrecuente, observandose solo en 7 pacientes con mutaciones en GATAZ (#9, #10, #11), SAMD9
(#12, #13, #14) y FANCA (#15). En contraste, la mayoria de los pacientes de las demas categorias
desarrollaron neoplasias hematoldgicas (15 de 16), con una Unica excepcidn: un paciente con
mutacion en RUNX1 (#8) que presentd Unicamente trombocitopenia sin progresion neoplasica.

Ademads, se identificaron dos grupos diferenciados de pacientes con patologia mieloide
germinal segun la edad de inicio: los pacientes con alteraciones genéticas de la categoria 3 (#9 -
#38) debutaron a edades mas tempranas en comparacion con el resto de los casos con NHH. Este
hallazgo coincide con lo previamente reportado en la literatura?®?’*>?’4, Sin embargo, se
identificaron tres excepciones notables: un portador de DDX41 (#4) que presenté un debut
inusualmente temprano y dos portadores de SAMD9 (#12, #14) con un debut a edades tardias,
en contraste con el patrén tipico de este gen.

Al comparar los pardametros de edad, hemoglobina, VCM, cifra de leucocitos, cifra de
plaquetas, celularidad y displasia en médula ésea al debut de las enfermedades de origen
germinal con su contrapartida esporddica en la serie global, se observé que los pacientes con
enfermedad mieloide de origen germinal tenian un menor nimero de leucocitos en comparacion
con los que presentaban una enfermedad mieloide esporadica. Este hallazgo podria indicar una
hematopoyesis deficiente en este grupo, posiblemente asociada a la hipocelularidad observada
en la médula ésea de estos pacientes, aunque este resultado no fue significativo. Como han
observado otros autores, y considerando que la hipocelularidad medular es una caracteristica
comun en pacientes adultos con insuficiencia medular congénita de inicio tardio, la presencia de
condiciones hereditarias no reconocidas podria contribuir a la dificultad de clasificar estos

trastornos con médula dsea hipocelular?’.

En cuanto a los niveles de hemoglobina inferiores detectados en casos con insuficiencia
medular esporadica, podrian explicarse por la alta frecuencia de pacientes remitidos por
sospecha de anemia de Blackfan-Diamond, en los cuales no se obtuvo un resultado genético
concluyente. Segun estudios previos, esto ocurre en hasta el 30% de los casos con diagnéstico
clinico de anemia de Blackfan-Diamond*891%°,

Por otra parte, entre los pacientes con una alteracidn genética de caracter deletéreo dentro
de la serie global, 18 (6%) eran portadores en heterocigosis de enfermedades recesivas (ver la
actitud seguida con estos pacientes en el apartado anterior), y 4 pacientes (1%) presentaban
variantes deletéreas en heterocigosis en genes que se consideraron dudosamente responsables
de la enfermedad hematoldgica que presentaba el paciente. Se trataba de los genes: MPL,
HSPA9, PTEN y RB1. El primero de ellos es un gen involucrado en el desarrollo de los
megacariocitos y las plaquetas, asi como en la autorrenovacion de las células madre
hematopoyéticas?’®. Las alteraciones germinales en MPL se han relacionado con dos tipos de

173



Discusidn

entidades: trombocitopenia amegacariocitica congénita?’® y trombocitosis hereditaria?’’, con un

modo de herencia tanto dominante como recesivo. Aunque hoy en dia no existen evidencias
claras de su rol en la predisposicién a neoplasias hematoldgicas, algunos autores sugieren que
podria existir una activacion hematopoyética?’8, lo que podria acompafiarse de la adquisicién de
mutaciones somaticas y, eventualmente, de predisposicién a la malignidad. Por su parte, HSPA9
esta implicado en la anemia siderobldstica congénita con una herencia autosdmica recesiva. En
algunos pacientes portadores de una alteracion de pérdida de funcién en este gen, la expresion
fenotipica de esta enfermedad se asocia con un polimorfismo heredado en posicidn trans en el
mismo gen (rs10117T), que produce una reduccién en la expresion génica y resulta en un modo
de herencia pseudodominante?’®, Esta paciente era portadora de ambas alteraciones en posicién
trans y referia un antecedente de anemia crénica no filiada, no sugestiva aparentemente de
anemia sideroblastica congénita. A pesar de la posible implicacion de HSPA9 en la
hematopoyesis?®, no pudo inferirse una relaciéon de causalidad con la neoplasia mieloide que
desarrollo a la edad de 29 aiios, al no poder demostrarse la presencia de sideroblastos anillados
en médula ésea. En cuanto a los pacientes portadores de variantes patogénicas en PTEN y RB1,
ambos desarrollaron una LMA relacionada con la terapia tras haber recibido tratamiento para
una neoplasia de tiroides y un retinoblastoma, respectivamente. En este caso, a pesar de la
implicacién conocida de ambos genes en la genética del cancer, tampoco se pudo determinar
con seguridad si estas alteraciones genéticas contribuyeron directamente con el desarrollo de la
neoplasia hematoldgica de estos pacientes o, si mdas bien, éstas se desencadenaron como
consecuencia de |a toxicidad recibida®'282,

A continuacion, se discuten las caracteristicas de los 46 pacientes con una NHH, clasificados
segun el tipo de alteracidn identificada.

Categoria 1: Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal sin alteraciones
plaquetares previas o disfuncién orgdnica

En primer lugar, cabe destacar 4 pacientes (#1, #2, #3 y #4) diagnosticados con sindrome
mielodisplasico (SMD) con una alteracién germinal en DDX41, uno de los genes mas
frecuentemente mutados en nuestra serie, como también se observa en la literatura®. Teniendo
presente el limitado numero de casos, merece la pena reseiar que dos de los pacientes (#1y #3)
presentaban antecedentes familiares de neoplasias hematoldgicas, lo que supone una ratio
mayor a la publicada en otras series®. En linea con Cheloor Kovilakam et al.?®, los cuatro
pacientes presentaban un volumen corpuscular medio elevado al momento del diagnéstico de
su enfermedad hematoldgica, con un predominio masculino (3:1). Ademas, tres de los 4
pacientes (#1, #2 y #3) debutaron a una edad media de 63 afios, con exceso de blastos, cariotipo
normal y un segundo hit somatico acompafiante en DDX41, de forma similar a otros casos
descritos®®284285_ E| paciente #3 desarrollé una leucemia en células del donante después de
recibir un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de un familiar HLA-idéntico
portador de la misma variante, tal como se ha observado en otras familias reportadas en la
literatura®®-288, E| cuarto paciente (#4), sin embargo, presentd caracteristicas clinicas distintas a
los anteriores. Se trataba de un nifilo con neutropenia en su primer afio de vida, que progresé a
un SMD acompafiado de monosomia del cromosoma 7 a los 3 afios. Este paciente no mostraba
un segundo hit somatico en DDX41. Aungue la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha
refieren una edad media de inicio del SMD/leucemia mieloide aguda (LMA) en la sexta década
de la vida'®%328> Diness et al. describen el caso de una nifia de 5 afios con rasgos dismérficos,
retraso psicomotor y una neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas, donde se
detectaron en heterocigosis compuesta 2 mutaciones de tipo missense en DDX41%°, Algunos
autores especulan sobre una posible correlacidon genotipo-fenotipo segun el tipo de mutacion
heredada, sugiriendo especificamente que las mutaciones puntuales en el dominio C de la
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helicasa causarian una enfermedad de inicio mds temprano, ademas de otros fenotipos,
mientras que las mutaciones de tipo frameshift, que son las mas prevalentes, predispondrian a
la enfermedad mieloide a la misma edad que la enfermedad esporadica®. Aunque el paciente
#4 presentaba una variante de tipo frameshift, es posible que existan mecanismos subyacentes
adicionales que hayan promovido la oncogénesis. Ademas, la asociacién de la monosomia del
cromosoma 7, muy infrecuente en estos pacientes, junto a la ausencia de un segundo hit
somatico, respalda la hipétesis de que podria tratarse de un mecanismo distinto.

El paciente con Sindrome de Li Fraumeni (#5) fue diagnosticado de varios tipos de cancer
después de cumplir los 29 afios. A pesar de ello, su caso no se evalud de forma integral hasta
que desarrolld su cuarto cancer (un SMD), cuando se concluyé que presentaba una variante
patogénica de origen germinal en TP53. Aunque a priori pudiera parecer que algunas de sus
neoplasias fueron secundarias a tratamientos previos, es crucial recordar que un paciente que
presenta susceptibilidad a distintos tipos de cancer debe ser valorado en el contexto de un
posible sindrome de predisposicion germinal*®. En particular, este paciente cumplia los criterios
de Chompret para el Sindrome de Li Fraumeni®. Al igual que otros casos reportados, el desenlace
fue fatal tras una progresién a LMA. Aunque se ofreci6 el estudio de segregacién a sus familiares
de primer grado, incluyendo sus hijos menores de edad, de momento han preferido no realizarlo.
En este punto, es relevante destacar la postura de la ASCO con respecto a los familiares
pediatricos, que recomienda el andlisis genético si existen medidas para prevenir el cancer
infantil, como sucede con el Sindrome de Li Fraumeni*>7®.

Categoria 2: Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal y alteraciones
plaquetares previas

Los tres pacientes (#6, #7 y #8) con diagndstico de trastorno plaquetar familiar presentaron
variantes deletéreas en el dominio RHD de RUNX1, dos de pérdida de funcidn y otra de tipo
missense. Ademas, uno de ellos (#6) asocié un segundo hit somatico de tipo missense en el
mismo gen, tal y como se ha descrito previamente en la literatura?®®2%2, Todos presentaron
manifestaciones clinicas después de cumplir los 40 afios: uno de ellos (#8) trombocitopenia
crénica de mas de 20 afios de evolucidn y los otros dos (#6 y #7) un SMD/LMA, con antecedente
de trombocitopenia documentada en solo uno de los casos (#7). Estos datos se reproducen
también en la literatura, donde se muestra que la incidencia de neoplasia mieloides en estos
pacientes es del 20-60%, no siendo necesario el antecedente de trombocitopenia3 23294, Es
interesante destacar el fendmeno de anticipacidn génica que se puede observar en los pedigris
de los casos #6 y #7, asimismo descrito por otros autores en sucesivas generaciones?>%295729,

En cuanto al manejo, la paciente con trombocitopenia crénica (#8) fue tratada como una
purpura trombocitopénica autoinmune, incluso después de recibir el diagndstico genético.
Actualmente, se encuentra en tratamiento con agonistas de la trombopoyetina en su centro de
referencia, logrando mantener un nivel plaquetario cercano a 50.000/mm?3. Respecto a este
tratamiento, se ha documentado que el Eltrombopag puede aumentar el recuento plaquetario
de manera segura y eficaz a corto plazo en pacientes con ciertas trombocitopenias hereditarias
(como las asociadas a ANKRD26 o MYH9), especialmente para evitar transfusiones
preoperatorias. Sin embargo, su uso prolongado genera incertidumbres debido al riesgo
incrementado de tumores mieloides asociado con la activacién de la via TPO/MPL?**%2%°_ No
obstante, dado que la evidencia sobre el uso de estos tratamientos en otras trombocitopenias
hereditarias, como las relacionadas con RUNX1, es limitada, se recomienda prudencia al utilizar
miméticos de trombopoyetina en trombocitopenias hereditarias que predispongan a leucemia.
Este caso resalta la importancia de que estos pacientes sean atendidos en centros con
experiencia en el manejo de trastornos raros.
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Categoria 3: Neoplasias hematoldgicas con predisposicion en linea germinal y potencial
disfuncién orgdnica

Los tres pacientes descritos en nuestra serie con variantes germinales en GATA2 (#9, #10 y
#11) presentaron, de forma caracteristica, un SMD a edad temprana acompafiado de linfopenia
y monocitopenia. Tal y como se ha descrito en la literatura, en uno de ellos (#9) se detecté una
monosomia del cromosoma 7 y una trisomia del cromosoma 8, eventos somaticos tipicos en este
tipo de sindromes3>1991%°_E| diagndstico del paciente #10, fue particularmente desafiante. Sin
antecedentes familiares de interés, ademas del SMD, presentaba un cuadro de
inmunodeficiencia que habia provocado multiples episodios infecciosos, muchos de ellos de
gravedad, como infecciones respiratorias que habian requerido ingreso en una unidad de
cuidados intensivos o infeccion por VPH que habia evolucionado a malignidad. Por este motivo
y las secuelas de los diferentes procesos que habia atravesado el paciente, estaba en
seguimiento por distintas especialidades sin un diagndstico conjunto (Ginecologia, Oncologia
Médica y Radioterapica, Neumologia, Hematologia y Unidad Vascular). Sélo una valoracion
integrada de estos hallazgos permitié finalmente el diagndstico de la paciente, lo que vuelve a
poner de manifiesto la necesidad de contar con unidades de referencia en este tipo de
patologias. Aunque se trata de un sindrome raro, la mayoria de los autores coinciden en que,
ante este tipo de situaciones, deberia considerarse un trasplante alogénico que restaure la
inmunidad del individuo, antes de que se produzca un evento fatal. No obstante, es fundamental
valorar el riesgo-beneficio en estos casos, ya que la inmunosupresion asociada al trasplante
podria ocasionar una recidiva de la neoplasia sélida, ademés de la persistencia del VPH303%, Se
trata de pacientes cuyo manejo es complicado, en los que se deben tomar decisiones de forma
multidisciplinar, incluyendo la propia del paciente afectado. Por ultimo, cabe destacar un evento
casual interesante en el paciente #11. El tio materno del caso indice presentd una LMA core
binding factor, en la que se descarté la variante familiar en GATA2 tanto en sangre como en
fibroblastos cutdneos. Ademads, para descartar una posible reversion somatica en tejido
hematopoyético o un mosaicismo cutdneo, se realizé un andlisis de microarray, en el cual se
descarté una pérdida de heterocigosidad en el cromosoma 3qg. Conviene recordar en este
sentido que las neoplasias de origen germinal sélo aparecen en el 5-10% de los casos y que, por

consiguiente, la mayoria de ellas son de origen esporadico!?.

El caso #13 es un caso tipico de Sindrome de Predisposicion germinal asociado a SAMDS9:
debut como citopenia refractaria en la edad pediatrica, con una médula hipocelular, una variante
de ganancia de funcion en el extremo C-terminal del gen y una monosomia del cromosoma 7
como signo de rescate somatico, tan frecuente en este tipo de sindromes!®'?4, Segin Sahoo et
al., el Sindrome de fallo medular asociado a SAMD9Y/SAMD9YL es una de las enfermedades
Mendelianas con mayor ratio de mosaicismos somaticos postcigdticos, en la que coexisten
poblaciones independientes con mutaciones somaticas adaptativas o maladaptativas, y donde
s6lo sobreviven algunas de ellas!®. Esto mismo es visible en los sucesivos controles citogenéticos
que se han realizado a nuestro paciente, donde la clona con monosomia del cromosoma 7 es
inferior a la hematopoyesis normal, siendo ésta probablemente la causa de la estabilidad que ha
presentado el paciente durante tantos afios. Por otra parte, los dos casos (#12 y #14) que
presentamos en nuestra serie en la edad adulta difieren bastante del anterior, tal y como se ha
descrito en la literatural®. Ambos fueron diagnosticados de una neoplasia mieloide de alto
riesgo en la quinta década de la vida, presentando una variante de pérdida de funcién en el
extremo N-terminal del gen.

En la serie global, se describen 4 pacientes con Anemia de Fanconi, presentando variantes
patogénicas en FANCA (#15, #16 y #17) y FANCD2 (#18), dos de los genes mas frecuentemente
afectados en otras series estudiadas3®. A diferencia de las variantes encontradas en FANCA, de
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pérdida de funcién, las alteraciones en FANCD2 fueron de tipo missense, probablemente
hipomdrficas, tal y como sucede en otros casos analizados en la literatura3?’. Tres de nuestros
pacientes (#16, #17 y #18) presentaban, al menos, alguna de las anomalias congénitas mas
frecuentemente descritas en la Anemia de Fanconi: talla baja, malformaciones de miembros
superiores, del sistema génito-urinario y alteraciones otoldgicas. El individuo #15, por el
contrario, carecia del fenotipo clinico caracteristico, lo cual ocurre en alrededor de un 30% de los
pacientes y no descarta el diagndstico de Anemia de Fanconi®®. Es interesante destacar que el
caso #18 fue el que presenté un mayor numero de anomalias fenotipicas, tal y como sucede en
otros pacientes con mutaciones en FANCD2*"’. No obstante, a diferencia de la mayoria de los
individuos con anemia de Fanconi, este mismo paciente mantiene una hematopoyesis
conservada’®. Los casos #15, #16 y #17 si presentaron expresién hematoldgica, dos de ellos en
forma de fallo medular y el otro en forma de SMD. En cuanto al desarrollo de cancer sélido,
Unicamente el paciente con alteracion de FANCD2 (#18) fue diagnosticado de una neoplasia de
células escamosas en la cavidad oral.

En nuestra serie, presentamos dos casos de Telomeropatias, uno con alteracién bialélica en
RTEL1 (#19) y otro con alteracion en DKC1 (#20). Ambos debutaron en la edad pediatrica con un
cuadro de insuficiencia medular. El paciente #19 fue mas complicado de diagnosticar porque
apenas presentaba otras manifestaciones distintas a la hematoldgica (distrofia ungueal muy sutil
en un Unico dedo), lo que subraya la importancia de llevar a cabo una anamnesis dirigida para
descartar este tipo de trastornos en cualquier sindrome de fallo medular?®>. En cambio, en el
caso #20, la sospecha de Telomeropatia fue alta desde el principio debido a su presentacion
clinica caracteristica, que incluia un adenocarcinoma en sigma-recto a los 15 afios, una
manifestacion descrita en otros pacientes con disfuncion telomérica®l. Aunque estos pacientes
tienen un mayor riesgo de desarrollar neoplasias mieloides, también presentan neoplasias
sélidas con mayor frecuencia y a una edad mas temprana que la poblacién general'”. Es
importante destacar la mayor incidencia de estos tumores en pacientes varones con alteraciones
en DKC1, quienes ademas suelen exhibir un fenotipo muco-cutaneo tipico de la Disqueratosis
Congénita, como fue observado en el paciente de nuestra serie'’?,

Como cabria esperar, el gen mas afectado entre los pacientes con Neutropenia Severa
Congénita fue ELANEY®, presentando todos ellos (#21, #22, #23, #24) un fenotipo clinico similar:
detencion madurativa total en el mielocito en médula dsea y desarrollo de infecciones desde los
primeros meses de vida con necesidad de G-CSF. En todos, se llevé a cabo un seguimiento
molecular para descartar mutaciones en CSF3R. El caso #21, con ciclos variables de 3-4 semanas,
presentaba una mutacién que ha sido descrita tanto en casos con neutropenia severa congénita
como neutropenia ciclica, lo que va en linea con el solapamiento descrito entre las mutaciones
responsables de estos dos tipos de trastornos y que indica que el genotipo no parece suficiente
para establecer un diagndstico clinico®’®.

Por otra parte, la paciente #25 presentaba una mutacién de pérdida de funcién en
homocigosis en el gen CSF3R, sin aparente consanguinidad ni LOH. Tal y como se ha descrito en
estos casos, la neutropenia era leve-moderada, aunque llegd a ser grave en la infancia, y la
respuesta a G-CSF era parcial. Ademas, no habia arresto madurativo en médula 6sea®®3%,

El siguiente paciente en nuestra serie con neutropenia congénita severa (#26) presentaba
una alteracion patogénica en el gen GFI1 y asociaba monocitosis e hipoacusia neurosensorial.
Este paciente tenia la misma mutacidén que una familia previamente reportada con neutropenia,
monocitosis e hipoacusia y en la que se encontré de forma concomitante una alteracién en el
gen MYO6, relacionada con la pérdida auditiva, que segregaba con todos los miembros excepto
uno3®. En nuestro caso, tras analizar el gen MYO6 en un exoma completo, no se encontrd
ninguna variante de interés. Sin embargo, se ha descrito la participacidon de GF/1 en el desarrollo
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del oido interno®?, por lo que la pérdida de audicidn tanto en el paciente que no segregaba en
la familia reportada en la literatura como en nuestro caso indice y su familia podria estar
relacionada con la mutacién encontrada en GF/1.

El caso #27 fue diagnosticado de un Sindrome de Barth tras el hallazgo de una neutropenia
congénita severa acompafiada de una detencién madurativa parcial en mielocito en médula
dsea. Ademds de encontrar una mutacion en el gen TAZ, se detectd una excrecion aumentada
de acido 3-metilglutacénico y acido 3-metilglutarico. Fenotipicamente, el paciente presenta
alteraciones en el desarrollo motor, asi como una talla baja al nacimiento que se ha recuperado.
A pesar de ser muy caracteristica, este paciente no ha presentado signos de miocardiopatia a la
edad de 8 afios®™.

En nuestra serie, se describen dos varones (#28 y #30) y una mujer (#29) con una mutacion
en el gen WAS, responsable del Sindrome de Wiscott-Aldrich. La expresividad de este sindrome
es variable en funcién del tipo de alteracién genética, pudiendo existir desde cuadros leves con
trombocitopenia o neutropenia aislada, hasta cuadros graves con insuficiencia medular,
autoinmunidad y cancer3!2, Asi, uno de los varones (#28) presentaba, sobre todo, neutropeniay
complicaciones infecciosas; mientras que el otro varon (#30) ha precisado un alo-TPH por
complicaciones asociadas a trombocitopenia. Aunque se trata de un trastorno ligado al
cromosoma Xy la afectacién suele ser mds significativa en varones, uno de nuestros casos es una
mujer (#29) que se manifiesta en forma de neutropenia leve. El padre de esta paciente presenta
también un cuadro de neutropenia moderada desde los 18 afios compatible con la misma
enfermedad, para el que precisa G-CSF actualmente.

Seis de los pacientes de la serie global (#31, #32, #33, #34, #35 y #36) fueron diagnosticados
de Anemia de Blackfan-Diamond, siendo el gen RPL5 el mas mutado. El gen RPS19, descrito como
el mas afectado en otras series, sélo fue detectado en uno de los casos'®*°°, Todos asociaron
anomalias congénitas de distinta gravedad, asi como anemia desde el nacimiento y descenso de
los progenitores eritroides en la médula dsea, cumpliendo asi los criterios cldsicos publicados
por Diamond et al. en 197633, El paciente #33, con una delecién del gen RPL11, presentaba
defectos en el pulgar de forma similar a otros pacientes con mutacién en este gen3'%. Ademas,
tal y como se ha descrito en la literatura, tanto éste como los dos pacientes con mutaciones en
RPL5 (#31 y #32) mostraban un mayor nimero de malformaciones fisicas en comparacion con el
resto de los enfermos de Anemia de Blackfan-Diamond3!*. No obstante, aunque la manifestacién
clinica de uno de los casos (#31) con afectacion del gen RPL5 era evidente, éste habia heredado
la mutacién de su madre, quien sélo presentaba un cuadro de anemia crénica. Tal y como se ha
descrito previamente, esto podria explicarse por una penetrancia incompleta de las alteraciones
de este gen3!, Cinco de los seis pacientes (#31, #32, #33, #35 y #36) precisaron corticoides como
tratamiento para la anemia, con buena respuesta en cuatro de ellos (#32, #33, #35 y #36) y
dependencia transfusional en el caso restante (#31), lo que coincide con los datos reportados en
otras series de pacientes!®. Por su parte, dos de los pacientes han manifestado una remisién
espontdnea. Se trata de los casos #34 y #35 con mutacion en RPS17y RPS19 respectivamente. El
primero de los dos nunca precisé tratamiento para la anemia. En cambio, el paciente con
mutacion en RPS19 estuvo en tratamiento con corticoides hasta los 3 afios y, posteriormente, se
recuperd. En este caso, el paciente habia heredado la mutacidon de su padre, quien habia
presentado en la infancia un cuadro similar de anemia recuperada de forma espontanea. Segun
Vlachos et al., la probabilidad de remisién espontanea en los pacientes con Anemia de Blackfan-
Diamond es del 20% a los 25 afios de vida, ocurriendo a menudo en la primera década de la vida
y desconociéndose la causa en la mayoria de los casos'®9315316,

Uno de los pacientes de nuestra serie (#37) fue diagnosticado de Sindrome de Shwachman-
Diamond varios afios antes del resultado genético debido a la elevada sospecha clinica. La
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delecion del exdn 2 detectada por NGS no fue posteriormente confirmada por array. El MLPA no
pudo realizarse por no estar disponible para esta enfermedad. Asi pues y en base a las
recomendaciones de la ACGS%%%° se asumid el diagndstico de este sindrome debido a una
potencial heterocigosis compuesta en el gen SBDS y una sospecha clinica importante. Por su
parte, el paciente con Sindrome de Noonan (mutacion en el gen PTPN11, #38) tardd varios afios
en ser diagnosticado probablemente por la escasa manifestacién clinica que presentaba. Aunque
hay guias y criterios clinicos especificos para este sindrome, el diagnéstico puede ser complicado
en casos leves. Siguiendo las recomendaciones de expertos, este paciente fue derivado a
distintas especialidades para descartar posibles anomalias congénitas una vez se realizd el
diagndstico genético®’.

Categoria 4: Sindromes de predisposicion pan-cancer

En linea con las recomendaciones de la ELN 2022%, esta categoria fue incluida en esta tesis
doctoral con el objetivo de subrayar el solapamiento que presentan algunos genes en cuanto a
la predisposiciéon a distintos tipos de cancer, incluido el hematolégico, ya sea en forma de
neoplasia secundaria o de novo.

Uno de los dos pacientes portadores heterocigotos de variantes deletéreas en el gen ATM
(#39) habia presentado previamente un cancer de prostata, del que ya se sabe que existe una
asociacidn con variantes de origen germinal en este gen3®. En cambio, el otro paciente (#40)
presentd una LMA de novo con 47 afios. Ambos casos desarrollaron una neoplasia mieloide
relacionada con la terapia 2 y 11 afios después, respectivamente. Aunque se ha reconocido un
riesgo aumentado de neoplasias linfoides y sélidas tanto en pacientes con Sindrome de Ataxia-
Telangiectasia como en portadores heterocigotos de variantes deletéreas en ATM, no esta claro
todavia si existe también predisposicién para el desarrollo de neoplasias mieloides*?*8, En este
sentido, teniendo en cuenta que se han descrito neoplasias mieloides de novo en pacientes
portadores?’ y que se ha establecido bien que la funcidn intacta de ATM es critica para las células
madre hematopoyéticas®'®, cabe inferir que este gen juega un papel en la patogénesis de estas
neoplasias.

En nuestra serie, presentamos dos pacientes con mutacion en BRCA1 (#41) y BRCA2 (#42)
que desarrollaron una neoplasia mieloide secundaria a terapia citotdxica tras una neoplasia de
ovario en ambos casos. Aunque hay cohortes de pacientes portadores de mutaciones en
BRCA1/BRCA2 donde no se ha observado un incremento del riesgo de neoplasias
hematoldgicas3?, otros autores si sugieren una asociacion tanto en procesos secundarios3?1-323
como de novo®*,

Entre los pacientes portadores de variantes patogénicas en CHEK2, detectamos una
neoplasia mieloide relacionada con la terapia (#43) y una neoplasia mieloide de novo (#44).
Aunque las primeras publicaciones relacionaban a CHEK2 con canceres so6lidos3?*3%, cada vez
hay mas estudios que evidencian su posible asociacién con neoplasias hematoldgicas,
incluyendo hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (CHIP), SMD, LMA, neoplasias
mieloproliferativas JAK2-positivas y neoplasias relacionadas con la terapia®’3?2327328 En |inea con
estas publicaciones, en la familia #44 se observaron 3 casos de neoplasias mieloides sin un
cancer solido acompafiante. De hecho, este gen ya ha sido afiadido a la lista de genes de
predisposicion propuesta por la ELN>*. No obstante, debido a que su implicacidn en este tipo de
neoplasias es muy reciente, CHEK2 no estd incluido en la mayoria de los paneles somaticos, con
la consiguiente infraestimacion de portadores3%,

Categoria 5: Otros sindromes de predisposicion a neoplasias hematoldgicas

En uno de los pacientes de la serie diagnosticado con LLA-B en la infancia (#45), se identifico
una variante deletérea de origen germinal en el gen PAX5 que no habia sido previamente
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descrita. Aunque sélo se han reportado dos variantes germinales en este gen (PAX5 p.R38H y
p.G183S)?73330 podria considerarse que esta nueva alteracidn (PAX5 p.P34R), muy cercana a una
de las variantes conocidas, era probablemente la responsable de haber desencadenado la
enfermedad en este paciente. Por otra parte, dado que se han detectado alteraciones en el alelo
wild-type en los pocos casos descritos?’3, quisimos descartar la presencia de otras alteraciones
mediante NGS y MLPA sin encontrar ningln hallazgo relevante. La tia paterna del caso indice,
también portadora de la variante en PAX5, fue diagnosticada de una Gammapatia Monoclonal
de Significado Incierto a la edad de 50 afios. Dado que los casos descritos de predisposicion a
LLA-B ocurren en pacientes pediatricos o adultos jévenes?’3, es poco probable que esta patologia
esté relacionada con la variante en cuestidn. A diferencia de los genes ETV6 e IKZF1, no se han
realizado muchos estudios sobre el gen PAX5 en la LLA pedidtrica, por lo que adn no esta
completamente claro el grado de contribucién de este gen a la susceptibilidad a esta
enfermedad®®.

El dltimo caso (#46) muestra una familia con trombocitosis y una variante deletérea de
origen germinal en JAK2. Diversas alteraciones de origen germinal en este gen se han asociado
a sindromes mieloproliferativos créonicos (SMPC), habitualmente con una herencia autosdmica
dominante33?733* No obstante, hay controversia a la hora de describir este tipo de trastornos
hereditarios. Aunque algunos autores hablan de “SMPC-like” para referirse a trombocitosis
familiar no clonal y diferenciarla asi de las que son clonales, otros prefieren hablar en conjunto
de predisposicién a SMPC3%, La realidad es que, clinicamente, es muy dificil distinguir si estamos
ante una enfermedad clonal o no, por lo que, desde un punto de vista mas flexible y practico,
quizas sea mas adecuado considerar estas entidades como un conjunto, con el consiguiente
riesgo de progresidon y necesidad de manejo y seguimiento. En esta familia, el caso indice
mantiene seguimiento por Hematologia con un diagnéstico de Trombocitemia Esencial. Aunque
su hija (con diagndstico de trombocitosis crénica) perdid el seguimiento durante varios afios, lo
ha retomado actualmente.

6.6. CARACTERIZACION CLINICO-BIOLOGICA DE LA SERIE CONSECUTIVA:
EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE SOSPECHA

En la serie consecutiva, la incidencia de alteraciones de origen germinal (9%) fue similar a la
descrita por otros grupos®* 2, A continuacién, se analizan los distintos criterios de sospecha
para derivar a un paciente a la CGH.

6.6.1. Edad al debut de la enfermedad mieloide

Al analizar el criterio de la edad, y teniendo en cuenta que el umbral establecido es
completamente arbitrario, se optd por separar a los pacientes menores y mayores de 40 afios,
siendo mas restrictivos que otros expertos, quienes fijan el umbral en los 50 afios®>*3. No
obstante, a pesar de esta mayor restriccién, no se encontrd una asociacion significativa entre la
juventud de los pacientes y la presencia de mutaciones de origen germinal.

Este hallazgo esta en linea con la deteccién de NHH en poblaciones de mayor edad, como
ocurre con genes como DDX41 o CHEK2, lo que sugiere que la edad podria ser simplemente
indicativa de la via molecular alterada, mas que un criterio independiente. Tal como se menciond
previamente y en consonancia con la literatura, los genes asociados a fallo medular
(considerados en esta tesis como “categoria 3”) suelen estar relacionados con pacientes mas
jévenes, mientras que otras mutaciones pueden manifestarse a edades mucho més tardias?’4.
En consecuencia, y siguiendo las recomendaciones de expertos internacionales>*269274
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concluimos que la edad, por si sola, no es un criterio suficientemente sélido para justificar la
derivacién de un paciente a una CGH.

Sin embargo, este tema sigue siendo objeto de debate. Sera necesario realizar mas
investigaciones en cohortes mas amplias para alcanzar resultados mas concluyentes. De hecho,
algunos estudios han encontrado una asociacion estadistica entre trastornos congénitos y un
debut méas temprano de la enfermedad?”.

6.6.2. Antecedentes personales de citopenias

El criterio de aparicién de citopenias antes del desarrollo de una NHH no mostrd una
asociacién significativa en nuestra serie. Sin embargo, la validez de este hallazgo es limitada
debido a la escasa representacidon de pacientes con neoplasias mieloides de predisposicién
germinal y antecedentes de trombocitopenia. De hecho, este subgrupo incluydé un Unico caso:
un paciente portador de una mutacién en RUNX1, quien, ademads, no habia presentado
trombocitopenia previa. Por lo tanto, seria imprescindible contar con una muestra mas amplia
para evaluar este criterio con mayor rigor.

A pesar de ello, puede inferirse que no todos los individuos con citopenias previas al
desarrollo de una neoplasia hematoldgica presentan una predisposicion germinal. De hecho, las
citopenias son manifestaciones frecuentes en una amplia variedad de enfermedades
hematoldgicas. Ademas, el deterioro de la médula ésea estd influenciado por multiples factores,
lo que dificulta establecer una relacién causal directa en todos los casos.

6.6.3. Signos y sintomas relacionados con NHH

El criterio de signos y sintomas relacionados con NHH mostrd una asociacidn significativa
con la presencia de mutaciones de origen germinal, de la misma forma que han descrito
previamente otros autores?’®. Aunque tres pacientes fueron diagnosticados con entidades de la
categoria 3 (predisposicién germinal y disfuncién organica) que presentaban cuadros clinicos
sugestivos de dichas condiciones, un cuarto caso correspondia a un sindrome de predisposicidn
al cancer asociado a una mutacidn en CHEK2, destacando por una estatura baja (<150 cm). Esta
caracteristica no ha sido previamente descrita en este tipo de sindromes, pero fue compartida
por otros dos familiares portadores de la misma mutacién. Sera necesario analizar una mayor
cantidad de casos para confirmar la relevancia de esta asociacién clinica.

A diferencia del criterio anterior, los signos y sintomas relacionados con NHH no suelen ser
manifestaciones comunes en casos de insuficiencia medular o neoplasias mieloides de origen
esporadico. Por ello, su presencia debe alertar al especialista y motivar la derivacién del paciente
a una CGH. Es fundamental que los clinicos estén familiarizados con estas patologias para

orientar adecuadamente la anamnesis y evitar la pérdida de informacidn clinica relevante?,

6.6.4. Antecedentes personales onco-hematoldgicos

La literatura describe varios modelos de patogénesis en las neoplasias mieloides
relacionadas con la terapia, incluyendo la induccién de inestabilidad gendmica, la formacién
directa de oncogenes de fusidn, la seleccidon de clones hematopoyéticos preexistentes y la
susceptibilidad hereditaria al desarrollo de neoplasias®3®.

En 2011, el Grupo Aleman de Leucemia Mieloide Aguda (AMLSG) analizé una cohorte de
2.853 pacientes, de los cuales el 7% presentaban leucemia mieloide aguda secundaria a
tratamiento (LMA-t). Aunque la mayoria de estos casos se relacionaron con el uso previo de
quimioterapia o radioterapia, un 3% de las leucemias clasificadas como de novo surgieron en
pacientes que habian desarrollado un primer cancer, pero sin haber recibido estas terapias, lo
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que sugiere una posible influencia de factores genéticos®*’. Mas recientemente, Singhal et al.

identificaron variantes germinales de predisposicidon al cancer en el 18% de pacientes con
multiples neoplasias, incluidas las hematoldgicas, que no habian sido tratados con quimio-
radioterapia3?!. Estos hallazgos respaldan la hipétesis de que algunas LMA-t podrian no estar
directamente vinculadas a los tratamientos previos, sino a una predisposicion hereditaria
subyacente.

En nuestra serie consecutiva, se observd que la presencia de mas de una neoplasia
independiente estaba asociada con un mayor riesgo de NHH. Aunque esta relacién se demostré
Unicamente en pacientes expuestos a terapia citotdxica antes del desarrollo de la neoplasia
mieloide, es razonable considerar que podria ocurrir lo mismo en pacientes con multiples
neoplasias no expuestos a estos tratamientos. La ausencia de una asociacion estadistica
significativa en este Ultimo grupo probablemente se deba al tamafio reducido de la muestra. Este
analisis sugiere que las alteraciones germinales pueden aumentar el riesgo de neoplasias
malignas relacionadas con la terapia, y que los tratamientos citotéxicos no serian el Gnico factor
implicado en su desarrollo.

Al analizar en profundidad los pacientes que presentaban >1 neoplasia independiente
dentro de la serie consecutiva, no se encontrd una diferencia significativa en la edad de aparicién
del primer cancer entre los pacientes con una NHH y aquellos con enfermedad esporadica. Sin
embargo, los portadores de mutaciones germinales desarrollaron la neoplasia mieloide a edades
mas tempranas que los casos esporadicos, probablemente debido a la baja representacién de
DDX41, un gen de predisposicion germinal asociado a mayor latencia. Por otro lado, los pacientes
con mas de una neoplasia independiente presentaron la enfermedad mieloide a una edad
significativamente mayor en comparacidon con los casos de SMD o LMA aislados, lo que
concuerda con series previas que reportaron una mayor edad al diagndstico en las LMA-t
respecto a las LMA de novo®¥’.

Ademas, no se encontraron diferencias en la frecuencia de variantes germinales deletéreas
entre pacientes con dos cdnceres y aquéllos con tres o mas, lo que sugiere que el diagndstico de
un segundo céncer independiente es suficiente para identificar a individuos con probabilidad de
portar una NHH. La aparicién de canceres adicionales no parece anadir informacidn sobre este
riesgo.

Por ultimo, se identificé una relacidn significativa entre la neoplasia de ovario y el desarrollo
de neoplasias mieloides en pacientes con variantes germinales en genes como BRCA1, BRCA2,
CHEK2 y SAMDS. En las pacientes portadoras de variantes deletéreas en BRCA1 (#41), BRCA2
(#42) y CHEK2 (#43), la neoplasia mieloide se presentd tras la exposicion a quimioterapia.
Destacan especialmente las pacientes #41 y #42, por haber recibido inhibidores de PARP
(Niraparib y Olaparib, respectivamente) como parte de su tratamiento de mantenimiento, lo que
es consistente con el aumento del riesgo de neoplasias mieloides asociado a estas terapias, tal
como se ha indicado en diversos estudios®3. Estos resultados sugieren que las pacientes con una
neoplasia de ovario y una neoplasia hematolégica podrian tener un mayor riesgo de albergar
alteraciones germinales, independientemente de la exposicion a quimio-radioterapia. Sin
embargo, estos hallazgos deben confirmarse en estudios con cohortes mas amplias.

6.6.5. Antecedentes familiares onco-hematoldgicos

En la serie consecutiva, los pacientes con antecedentes familiares de primer grado (AFPG)
de enfermedad hematoldgica, particularmente aquellos con AFPG de enfermedad mieloide,
mostraron un mayor riesgo de desarrollar una NHH, lo que respalda la recomendacidn de realizar
un estudio de linea germinal en estos casos. Sin embargo, esta asociacion no ha sido
consistentemente corroborada en la literatura. Estudios como los de Molteni?”® y Shingal*?! no
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encontraron una relacidn significativa entre los AFPG y los sindromes de predisposicidon germinal,
posiblemente debido a que en ambos trabajos no se distinguié entre antecedentes familiares de
tumores soélidos y hematoldgicos, lo que podria haber influido en los resultados y explicar, al
menos en parte, las discrepancias observadas.

Algunas guias clinicas consideran los antecedentes familiares en parientes de primer o
segundo grado, teniendo en cuenta la edad de los familiares, como un criterio para la derivacién
a una CGH>2°3, Sin embargo, en esta tesis no fue posible analizar este aspecto en profundidad
debido al reducido nimero de pacientes con NHH y la rareza de estas enfermedades. A diferencia
de las guias para cdncer hereditario sélido, como las establecidas para el cdncer de mama vy
ovario hereditario o el sindrome de Lynch3%3% en las NHH aln no se han realizado estudios
amplios que evallen de manera exhaustiva los antecedentes familiares, considerando tanto el
grado de parentesco como la edad. Por ello, es fundamental interpretar estos datos con cautela.

Por otro lado, el andlisis de los antecedentes familiares de cancer sélido de primer grado en
nuestra serie no mostré una asociacion con la presencia de NHH. Esto podria explicarse por la
elevada incidencia de neoplasias sélidas en la poblacién general, lo que limita su valor como
criterio de sospecha para NHH.

Finalmente, es relevante destacar que la mayoria de los pacientes diagnosticados con NHH
en esta serie (70%) no presentaban AFPG hematoldgicos. Este hallazgo subraya que la ausencia
de antecedentes familiares no debe excluir la posibilidad de un diagnéstico de NHH, destacando
la necesidad de desarrollar criterios de cribado mas amplios y que no dependan exclusivamente
de este factor.

En este analisis, no se pudo evaluar la presencia de citopenias en otros familiares, ya que
muchos pacientes desconocian esta informacion. A diferencia de antecedentes mas evidentes,
como el diagndstico de leucemia, las citopenias suelen ser leves y pueden pasar inadvertidas o
no ser registradas en la historia clinica familiar. Ademads, el historial familiar a menudo esta
incompleto debido a causas de muerte no esclarecidas, penetrancia incompleta, expresividad
variable o mutaciones de novo.

Por ello, aunque la recopilacion activa de antecedentes familiares es clave para identificar
grupos de riesgo y orientar la vigilancia clinica, su valor como criterio de predisposicion
hereditaria es limitado. La ausencia de informacion sobre citopenias en la familia no deberia
excluir la posibilidad de una alteracidn genética, ya que estas pueden haber pasado
desapercibidas o no haber sido correctamente diagnosticadas?®°.

6.6.6. Alteraciones somaticas adquiridas

En la serie consecutiva, no se observaron diferencias significativas en el patrén de
adquisiciones somaticas (de tipo SNV o CNV) entre los pacientes con una NHH y los pacientes
con una enfermedad esporadica. Es probable que la elevada heterogeneidad de estos trastornos
y el nimero limitado de casos dificulten la identificacién de patrones de evolucién especificos,
lo que subraya la importancia de analizar series mas amplias.

No obstante, al analizar en detalle las 17 NHH, se confirmaron observaciones previas como
la presencia de un segundo hit en DDX41 (#1, #2 y #3) o RUNX1 (#6) en pacientes con mutaciones
germinales en esos genes®341,

Ademas de las alteraciones tipo SNV, en estos 17 pacientes se analizaron otras anomalias
genéticas como posibles factores de riesgo cooperadores para la transformacidon clonal,
incluyendo hallazgos en el cariotipo o FISH. Los tres pacientes con mutaciones germinales en
DDX41 presentaron cariotipo normal®, lo que, junto con la ausencia habitual de otras
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mutaciones somaticas, refuerza el buen prondstico de esta entidad. Asi, la nueva clasificacion
prondstica de la ELN 2024 considera por primera vez esta entidad como de riesgo favorable3+.

En el caso del Sindrome de Haploinsuficiencia de GATA2, la paciente #10, con un SMD de
bajo riesgo, no mostrd hallazgos clonales, mientras que la paciente #9 presentd alteraciones
citogenéticas en los cromosomas 7 y 8, cladsicamente descritas en esta entidad®. Por otro lado,
las pacientes #12 y #14, con mutaciones germinales en SAMD9, mostraron un fenotipo diferente
al descrito tipicamente en nifios!'®. Ambas debutaron en la edad adulta, asociando adquisiciones
somaticas de tipo SNV, y en el caso de la paciente #12, también monosomia del cromosoma 7.
Dado que estas mutaciones en adultos aun no estan bien caracterizadas, seran necesarios
estudios mas amplios para comprender su fisiopatologia, incluyendo el papel de las alteraciones
cromosdmicas.

El cariotipo complejo se observé en pacientes con mutaciones en GATA2, TP53, ATM, BRCA2
y CHEK2, siendo los cuatro Ultimos casos neoplasias relacionadas con la terapia, lo que podria
explicar el elevado porcentaje de estas alteraciones en las NHH de la serie consecutiva®®.

En ningln paciente diagnosticado de IM se detectaron adquisiciones somaticas de tipo SNV
o CNV, lo que indica la ausencia de hematopoyesis clonal que pudiera inducir a una
transformacion maligna en estos estos pacientes. Estos andlisis somaticos se llevaron a cabo
porgue muchos pacientes con este diagndstico presentan un mayor riesgo de transformacion
leucémica, y comprender las dindmicas clonales a lo largo del tiempo puede ser clave para
desarrollar estrategias de intervencidn temprana3*,

Por ultimo, en nuestra serie, solo se confirmd el origen germinal en el 4% de los pacientes
que inicialmente presentaban sospecha basada en su estudio somatico. Este bajo porcentaje
puede atribuirse a la ausencia de muchos genes de predisposicion germinal en los paneles
somaticos empleados en el diagndstico de la enfermedad de base, lo que impide generar alertas
para la derivacion a una CGH. Esta limitacién quedd patente en 15 de las 17 NHH diagnosticadas
en nuestra serie, donde las mutaciones germinales solo fueron identificadas tras la realizacion
de un estudio especifico.

Asimismo, la identificacién de variantes en genes asociados a predisposicién germinal en
estudios somaticos no implica necesariamente su caracter hereditario. En la mayoria de los
casos, estas variantes resultan ser de origen somatico, dado que las NHH son entidades poco
frecuentes. De hecho, se ha descrito que solo alrededor del 10% de las variantes en RUNX1 345346
y CEBPA3%3% son de origen germinal.

6.6.7. Evaluacidn conjunta de los criterios de sospecha establecidos en la CGH

Aunque la realizacion de un estudio genético universal podria simplificar la toma de
decisiones sobre a quién incluir en el cribado, esta estrategia no es viable por diversas razones.
En primer lugar, no seria eficiente realizar analisis genéticos a todos los pacientes con
enfermedades hematoldgicas, ya que los recursos del sistema sanitario son limitados. Ademas,
no seria apropiado proponer estudios genéticos a pacientes que no se beneficiarian de los
resultados, corriendo el riesgo de causarles efectos adversos tanto a ellos como a sus familiares.
Por lo tanto, a pesar de las posibles ventajas de un enfoque universal, es necesario restringir la
realizacién de estudios a aquellos pacientes que realmente se beneficiarian de los hallazgos,
garantizando asi un uso racional de los recursos y evitando consecuencias indeseadas.

Desde esta perspectiva, los resultados obtenidos en este estudio muestran que los criterios
actuales permiten identificar a pacientes con mayor probabilidad de tener una NHH, pero
presentan limitaciones importantes, particularmente en términos de especificidad y del
equilibrio entre sensibilidad y valores predictivos. Estas limitaciones han sido previamente
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sefialadas por otros autores, quienes también concluyen que los criterios clinicos existentes no
son suficientes para una identificacién precisa?’®.

En este contexto, los resultados del modelo predictivo aplicado en este estudio para
identificar pacientes con NHH aportan informacién adicional sobre la eficacia de los criterios de
sospecha utilizados. En primer lugar, la sensibilidad fue del 82,35%, lo que indica que el modelo
tiene una alta capacidad para identificar correctamente a los pacientes afectados. Sin embargo,
la especificidad fue del 70,18%, lo que sugiere que un 30% de los pacientes sin NHH fueron
incorrectamente clasificados como positivos, resultando en una alta tasa de falsos positivos. El
valor predictivo positivo (VPP) de 21,53% confirma que, aunque el modelo identifica pacientes
con NHH, solo una fraccidn de los casos predichos como positivos realmente tiene la
enfermedad. En contraposicidn, el valor predictivo negativo (VPN) alcanzé un 97,56%, lo que
sugiere que el modelo es altamente efectivo para excluir a pacientes sin NHH. Ademas, se
realizaron modelos de regresién logistica para evaluar el impacto de los criterios de sospecha en
la probabilidad de desarrollar una NHH. Los resultados mostraron que la presencia de mads de
una neoplasia independiente (OR = 8,04, p < 0,001) y signos y sintomas asociados a NHHs (OR =
13,33, p<0,001) son fuertes predictores de la enfermedad. También, los antecedentes familiares
de primer grado hematoldgicos (AFPG) fueron un factor significativo (OR = 3,69, p = 0,036) en la
identificacién de NHH. La curva ROC mostré un AUC de 0,801, lo que indica una buena capacidad
discriminativa del modelo para diferenciar entre pacientes con y sin NHH. Ademas, el nimero
de NHH detectadas aumenté significativamente a medida que se cumplian mas criterios de
sospecha, con un valor de p < 0,001, lo que subraya la importancia de evaluar multiples factores
en el diagndstico de la NHH. Estos resultados sugieren que, aunque el modelo tiene una buena
capacidad predictiva, hay margen para mejorar la especificidad y reducir los falsos positivos, lo
que podria optimizar su aplicacién clinica.

Dado que estos hallazgos subrayan la necesidad de refinar los criterios actuales, hasta que
eso ocurra podria recomendarse la realizacion de este estudio no solo en pacientes que cumplan
los criterios previamente mencionados, sino también en aquellos cuyo diagnéstico pudiera tener
implicaciones clinicas relevantes. Esto incluiria, por ejemplo, a pacientes candidatos a trasplante
alogénico con un donante familiar, en quienes seria fundamental descartar la presencia de
mutaciones germinales en el donante. ldentificar estas alteraciones permitiria prevenir
complicaciones como leucemia en células del donante, fallo de injerto, dificultades en la
movilizaciébn o posibles repercusiones de los factores estimulantes de colonias en
pOrtadOre543'54’224'225’258_262.

Del mismo modo, los pacientes con insuficiencia medular podrian beneficiarse de una
adaptacion en su manejo terapéutico si se confirma un origen germinal, ya que muchos de ellos
presentan disfuncidn orgdnica. Esto permitiria optimizar el tratamiento y mejorar el pronéstico.
En estos casos, antes de realizar un estudio de predisposicién hereditaria, seria recomendable
descartar la presencia de una clona de hemoglobinuria paroxistica nocturna o la pérdida de
heterocigosidad en el cromosoma 6p, mecanismos asociados a la aplasia medular
inmunomediada en los que el estudio genético no seria necesario®®. En ausencia de estos
hallazgos, la evaluacidon de predisposicion germinal deberia considerarse como parte del
abordaje diagnéstico 3*°.

Para optimizar la capacidad de cribado y fortalecer la precision diagndstica, el analisis
somatico podria ser de gran utilidad, sobre todo en pacientes que van a someterse a un alo-TPH.
Como se menciond previamente, si los paneles de NGS utilizados en el diagndstico incluyen
genes asociados a mutaciones germinales, podrian detectarse alertas sobre posibles mutaciones
hereditarias, incluso en pacientes sin criterios clinicos de sospecha®?,
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No obstante, aunque ciertos criterios muestran asociacion con el diagndstico de una NHH o
pueden surgir alertas en el analisis somdtico, en algunos casos la indicacion del estudio genético
sigue sin ser clara. Mas alla de establecer un enfoque integrado, es fundamental preguntarnos
qgué pacientes obtendrian un beneficio real de este diagndstico y en qué circunstancias.

Esta incertidumbre es especialmente relevante en aquellos que no van a someterse a un
trasplante con un donante familiar, bien porque no son candidatos o porque el donante es no
emparentado, asi como en enfermedades distintas a la insuficiencia medular. En este contexto,
es necesario reevaluar la aplicabilidad de los criterios en pacientes que no cumplen estos dos
requisitos. Desde esta perspectiva, algunos factores podrian aportar beneficios concretos: la
presencia de signos y sintomas sugestivos de una NHH podria favorecer un seguimiento
multidisciplinar mds adecuado, mientras que el diagnéstico de mdas de una neoplasia
independiente facilitaria un control oncolégico mas estrecho. Sin embargo, el valor de los
antecedentes familiares de primer grado con neoplasias hematoldgicas es mas incierto, ya que
su impacto es principalmente psicosocial y depende de la percepcidn del propio paciente. Para
algunos, identificar un rasgo hereditario en su familia puede suponer una forma de comprensién
y alivio emocional, mientras que para otros podria no representar un beneficio significativo. Por
ello, mas que asumir una ventaja universal, es necesario individualizar la indicacién del estudio
y garantizar que la decisién se tome considerando tanto las preferencias del paciente como el
equilibrio entre riesgos y beneficios.

Si bien es cierto que, mas alla de su impacto en la estrategia terapéutica, el estudio genético
puede proporcionar informacién valiosa para el asesoramiento reproductivo y para otros
familiares, es importante reflexionar sobre si el beneficio de conocer esta informacién compensa
las posibles implicaciones emocionales y clinicas de un diagndstico de predisposicién hereditaria.

Por todo ello, es fundamental que los pacientes que cumplen criterios para un estudio
genético reciban informacidn clara, precisa y adaptada a su situacion particular. Solo asi podran
tomar una decision verdaderamente informada, alineada con sus valores, expectativas y
circunstancias personales. Garantizar este proceso no solo contribuye a una mejor comprension
de los beneficios y limitaciones del estudio, sino que también refuerza el respeto por la
autonomia del paciente en un contexto de incertidumbre y complejidad clinica.

Por ultimo, es fundamental validar estas estrategias en cohortes mas amplias y diversas para
garantizar su aplicabilidad clinica. Ademas, la incorporacion de técnicas mds avanzadas y
sensibles, como el andlisis del exoma o del genoma completo, podria resultar crucial para
confirmar y enriquecer los hallazgos actuales, permitiendo una identificacion mas precisa y
personalizada de las NHH en este contexto.

6.7. IMPACTO CLINICO DEL PROGRAMA DE PREDISPOSICION EN EL HOSPITAL LA
FE

La identificacidn de NHH en nuestra cohorte ha demostrado tener un impacto clinico
significativo, no solo en el manejo de los pacientes afectados, sino también en la orientacion de
sus familiares y la seleccion de donantes para trasplante alogénico. En este contexto, el programa
disefado para la deteccién, evaluacidn y seguimiento de NHH ha evidenciado su utilidad como
herramienta integral en la practica clinica.

Adaptacion del manejo y seleccion de donantes en pacientes con una NHH

Un hallazgo destacado es que el 41 % de los pacientes con NHH requirieron adaptaciones
especificas en su manejo clinico, subrayando la importancia de personalizar el tratamiento en
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funcién de las caracteristicas genéticas y clinicas de cada individuo. Estas adaptaciones
incluyeron procedimientos terapéuticos dirigidos, como monitorizacion molecular o Ia
corticoterapia en algunos pacientes con insuficiencia medular, asi como la necesidad de un
enfoque multidisciplinar en aquellos con disfuncidon orgdnica secundaria a su sindrome de
predisposicidn. Este enfoque personalizado demuestra como el diagnéstico genético puede
transformar las estrategias de manejo, optimizando tanto los resultados clinicos como la calidad
de Vida de |OS paCiente552'54'117'227'262'286'287'352'353.

La seleccion de donantes para trasplante alogénico en pacientes con NHH presenta
importantes desafios clinicos y éticos, especialmente en los casos en que los donantes son
portadores de variantes germinales. Aunque la mayoria de los trasplantes de nuestra serie se
realizaron con donantes no portadores o no emparentados, esta circunstancia fue fortuita y no
responde necesariamente a un disefio premeditado

En los casos en que se utilizaron donantes portadores o potencialmente portadores,
observamos evoluciones clinicas desfavorables en algunos receptores, como el desarrollo de
leucemia en células del donante o fallecimientos post-trasplante. Sin embargo, no es posible
atribuir de forma concluyente estos desenlaces adversos al uso de donantes portadores, ya que
pueden haber influido otros factores relacionados con la enfermedad subyacente o con el propio
procedimiento. Esto subraya la necesidad de abordar la selecciéon de donantes en este contexto
con extrema cautela.

Por lo tanto, es fundamental que tanto los casos confirmados como los casos sospechosos
de presentar una NHH sean discutidos en un comité multidisciplinar compuesto por especialistas
en genética, hematologia, trasplante y bioética. Dicho enfoque permitiria una evaluacion integral
de las posibles implicaciones clinicas para el receptor, incluyendo el riesgo de transmisién de la
enfermedad o complicaciones post-trasplante, asi como de los riesgos para el donante. En este
sentido, la toma de decisiones colegiada garantizaria la adopcién de estrategias fundamentadas
y éticamente justificadas, minimizando los riesgos para ambas partes y promoviendo un manejo
seguro y responsable>%262:354,

Estudio de segregacion familiar y seguimiento clinico de portadores

El estudio de segregacion familiar ha demostrado ser una herramienta esencial para
ampliar el conocimiento sobre las NHH y sus patrones de herencia, asi como para implementar
medidas de seguimiento individualizadas. Sin embargo, la aceptacidn del analisis de segregacion
y la continuidad del seguimiento mostraron una notable variabilidad entre las familias, lo que
subraya la necesidad de fortalecer la educacidn genética y garantizar un acceso equitativo a estos
servicios. Ademds, no se recomienda realizar estudios de segregacién en menores de edad
asintométicos cuando no se prevén intervenciones proactivas*®. Un ejemplo representativo es
el caso #7, en el que se estudié a una nifia asintomatica portadora de una mutacion en RUNXI;
este analisis, desde nuestro punto de vista, no deberia haberse llevado a cabo.

Ademas, los desafios éticos relacionados con la confidencialidad y la transmision de
informacion genética subrayan la necesidad de garantizar un consentimiento informado
adecuado y de establecer protocolos claros y alineados con las normativas vigentes para abordar
situaciones complejas en el contexto de enfermedades hereditarias. En este sentido, los comités
de bioética desempeiian un papel crucial al ofrecer un espacio de deliberacidn para casos
excepcionales.

En nuestra experiencia, se presentaron dos situaciones en las que los pacientes fallecieron
antes de conocer su resultado genético y no habian expresado explicitamente su voluntad
respecto a la transmision de dicha informacién a sus familiares. En ambos casos, el
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consentimiento informado estaba incompleto, ya que no se habia registrado autorizacidn ni
negativa para comunicar los resultados genéticos a terceros. Esta falta de claridad no implicaba
necesariamente una negativa, sino una ausencia de decisién documentada, lo que generd un
dilema ético que fue resuelto con el apoyo del Comité de Bioética, permitiendo asi adoptar una
solucién fundamentada.

Por otra parte, el manejo de los familiares portadores de mutaciones germinales asociadas
a neoplasias hematoldgicas constituye un area de alta controversia en la préctica clinica, dado
que las estrategias de seguimiento y vigilancia no estan uniformemente establecidas y varian
segln el contexto genético, clinico y familiar°*°3224, Nuestros resultados, obtenidos en el marco
del estudio de segregacién familiar en 30 familias, evidencian la necesidad de adaptar las
intervenciones a las caracteristicas especificas de los portadores y a los riesgos asociados a cada
variante genética.

De forma mas detallada, en este estudio, identificamos tres grupos principales: portadores
sanos, portadores enfermos y portadores heterocigotos de variantes recesivas. Estos hallazgos
refuerzan la importancia de diferenciar el manejo segun el estado clinico del portador. Por un
lado, entre los portadores sanos de variantes patogénicas, en los que no existe consenso sobre
el beneficio, periodicidad y duracién de la vigilancia, en nuestra serie se beneficiaron de un
seguimiento aquellos portadores de variantes en genes como DDX41 o RUNX1 mediante
hemogramas y morfologia de sangre periférica anuales, lo cual podria permitir la deteccién
precoz de alteraciones hematoldgicas subclinicas. En estos casos y a diferencia de lo que
proponen otras guias, no se realizé un estudio medular basal debido a la falta de evidencia sobre
su beneficio individual®>??’. En contraste, en los portadores de variantes en PAX5, la vigilancia no
se mantuvo a largo plazo debido a la ausencia de consenso sobre su penetrancia y beneficio
clinico. De hecho, se ha cuestionado la utilidad del estudio de segregacién para la seleccion de
donantes en estos pacientes 3. Por otro lado, en los portadores de variantes en SAMDSY, que en
nuestra serie correspondian a individuos adultos sanos, aln no esta clara su repercusion a largo
plazo, por lo que tampoco se establecié un seguimiento prolongado 2.

En cuanto a los portadores que desarrollaron enfermedad, requirieron un manejo mas
intensivo, que incluyd aspirados de médula 6sea basales en algunos casos y seguimientos
semestrales en funcidon de las citopenias observadas. Esto subraya la necesidad de adaptar las
estrategias de manejo a la expresion clinica de las mutaciones de los distintos sindromes de
predisposicidn, donde la variabilidad fenotipica puede ser significativa.

Una cuestion destacable es la ausencia de seguimiento clinico en portadores heterocigotos
de variantes recesivas, quienes, al no presentar riesgos hematoldgicos, no fueron objeto de
vigilancia activa. Este enfoque es razonable desde un punto de vista clinico, pero podria requerir
reevaluaciones a largo plazo en funcién de los avances en el conocimiento genético y la potencial
identificacidn de riesgos no documentados previamente?38239,

Por su parte, los portadores de mutaciones '‘pan-cancer' fueron derivados a la Unidad de
Consejo Genético del Cancer para seguir el protocolo establecido por Oncologia Médica.

En conjunto, los hallazgos de este tipo de estudios ponen de manifiesto la importancia de
considerar la implicaciéon de los familiares en la toma de decisiones sobre el seguimiento y
manejo, teniendo en cuenta tanto los aspectos clinicos como psicosociales. De cara al futuro,
seria pertinente establecer protocolos claros y uniformes para el manejo de portadores,
diferenciando entre aquellos con mutaciones de alta penetrancia y aquellos con mutaciones de
riesgo moderado. Ademas, es crucial validar estas estrategias en cohortes mas amplias y en
estudios longitudinales, que permitan evaluar el impacto de las medidas de seguimiento en la
deteccién precoz de enfermedades hematoldgicas.
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1.

En relacién con la muestra germinal utilizada:

a.

La eleccidn del tipo de muestra germinal tuvo un impacto significativo en la
calidad del DNA obtenido.

El cultivo de fibroblastos cutdneos constituye una opcidn dptima debido a la
elevada cantidad y pureza del DNA recuperado. El reducido tamaio del punch
minimiza los eventos adversos y no compromete el tiempo de cultivo.

Las muestras de sangre periférica, médula ésea, saliva o mucosa oral son
alternativas viables en pacientes sin evidencia de clonalidad en el tejido
hematopoyético.

La seleccién de linfocitos CD3* presenta limitaciones, como una menor cantidad
de DNA recuperado y una mayor tasa de fallos en los andlisis.

En relacién con el panel de NGS utilizado para el diagndstico de neoplasias
hematoldgicas hereditarias:

a.

El panel implementado mostré un adecuado equilibro entre especificidad y
profundidad de lectura.

La repetitividad y reproducibilidad del 100% respalda la robustez del panel
empleado y garantiza la fiabilidad de los resultados obtenidos.

En relacién con la identificacion y caracterizacion de alteraciones genéticas de origen
germinal en la serie global:

a. La mayoria de pacientes (52%) no presentaba ninguna alteracidn relevante de
caracter germinal.

b. Los genes con mayor numero de variantes deletéreas identificadas fueron:
FANCA, DDX41, ELANE, FANCM y SBDS.

c. Los genes con mayor numero de variantes de significado clinico incierto fueron:
ATM, NF1, RTEL1, DNAJC21, EFL1, FANCI, MSH6 y FANCA.

d. Los genes mas frecuentemente implicados en sindromes de predisposicion
fueron: DDX41, ELANE, GATA2, RUNX1, SAMDSY, FANCA y WAS.

En relacién con la asociacion genotipo-fenotipo observada en la serie global:

a.

Los pacientes con un sindrome de predisposicion y disfuncion organica
desarrollaron con mas frecuencia insuficiencia medular y debutaron a una edad
mas temprana que los pacientes del resto de categorias.

Los casos con enfermedad mieloide de origen germinal presentaron una cifra
menor de leucocitos al diagndstico en comparacion con los casos esporadicos.

Los pacientes con insuficiencia medular esporadica presentaron niveles de
hemoglobina menores que aquéllos con insuficiencia medular de origen
germinal.

No se observaron diferencias significativas en la edad, el VCM, la cifra de
plaquetas, la celularidad en médula dsea y la displasia en médula dsea al debut
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de la enfermedad hematoldgica entre el grupo de pacientes con predisposicion
hereditaria y aquellos con enfermedad esporddica, tanto en enfermedad
mieloide como en insuficiencia medular.

5. En relacién con el analisis de los criterios de sospecha en la serie consecutiva:

a.

La incidencia de alteraciones de origen germinal en esta serie (9%) fue similar a
la descrita en otras poblaciones.

Los pacientes que presentaron signos o sintomas relacionados con NHHs,
antecedentes familiares de primer grado (AFPG) de enfermedad hematoldgica,
o dos o mas neoplasias independientes (al menos una de ellas hematoldgica)
mostraron un mayor riesgo de presentar un sindrome de predisposicién. En
cambio, ni la edad ni las citopenias previas al desarrollo de una neoplasia
hematoldgica se asociaron con predisposicién germinal en nuestra serie.

Aunque no se identificd un patron especifico de alteraciones somaticas
adquiridas en los sindromes de predisposicidn, se confirmaron hallazgos previos
en pacientes con mutacidon en DDX41, que suelen presentar un segundo hit en
el mismo gen y cariotipo normal, y pacientes con neoplasias relacionadas con la
terapia, que a menudo presentan un cariotipo complejo.

Sélo en una minoria de los casos en los que el diagndstico molecular somatico
sugiere un origen germinal, éste se confirmé. La mayoria de los pacientes con
un sindrome de predisposicion no fueron identificados en el analisis somatico
inicial.

El modelo propuesto, basado en la presencia de al menos uno de tres criterios
clinicos significativos (signos y sintomas sugestivos de NHHs, tener mds de una
neoplasia independiente o AFPG hematoldgicos) demostré una adecuada
capacidad discriminativa para identificar pacientes con predisposicion
hereditaria. Por el contrario, su ausencia se mostré util para descartar
candidatos al estudio germinal.

6. En relacién con el impacto clinico del programa de predisposicidn en el Hospital La Fe:

a.

La identificacion de variantes germinales en familiares no fue sistematicamente
tenida en cuenta en la seleccién de donantes emparentados en el periodo de
estudio, lo que en al menos un caso fue determinante en el desarrollo de una
leucemia en células del donante.

La ausencia de consentimiento informado previo dificulté la gestion de la
informacidn genética en dos familias, requiriendo la intervencién del comité
ético y la toma de decisiones individualizadas en funcién de la relevancia del gen
implicado.

Se observd una variabilidad inter-familiar en la aceptacion del estudio de
segregacion y en la continuidad del seguimiento clinico de los familiares
portadores.

El 41% de los pacientes con diagndstico de un sindrome de predisposiciéon se
beneficié de una adaptacion del manejo de su enfermedad, incluyendo terapias
dirigidas, monitorizacién molecular especifica o seguimiento multidisciplinar.
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ANEXO 1. PRINCIPALES NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS HEREDITARIAS

Tabla Suplementaria 1. Tabla resumen con las principales neoplasias hematoldgicas hereditarias.

Predisposicion

germinal sin
trombocitopenia

Grupo

Predisposicion germinal y
trombocitopenia

Entidad

Trastorno
plaquetar familiar
con
predisposicion a
neoplasias
mieloides

Trombocitopenia
2

Trombocitopenia
5

Sindrome de
predisposicidon
germinal con
alteraciones en
DDX41

LMA familiar
asociada a CEBPA

s S :
= S £ Nl
@ 82 2
o =28 S
g £ &
S8
o
RUNX1 2122 FT
ANKRD26  10p12 Sefializ.
ETV6 12p13 FT
DDX41 Procesami
5935.3 ento RNA
CEBPA 19q13 FT

Mutacion

LOF, missense
localizadas en
el dominio
RHD

Localizadas en
5°UTR

Missense

Mayoria LOF.
También
missense

N-terminal:
frameshift

Herencia

AD

AD

AD

AD

AD
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Citopenias y neo
HEM

Trombocitopenia y
SMD/LMA

Trombocitopenia y
SMD/LMA

Trombocitopenia y
LLA-B (neoplasia
mas frecuente)

SMD/LMA

LMA

no

no

no

no

no

Cuadro clinico

(otros)

Debut neo HEM

33
afios

30-70
afios

<40

afios

década

<40
anos

Penetrancia neo

20-
60%

8%

30%

50%
alos
90
afos

90%

HEM

Hits
somaticos

Segunda
mutacién en
RUNX1 y/u
otras
adicionales

No descritas

No descritas

DDX41
somatico en
el 50%: signo
de patogenic.

CEBPA en C-
terminal
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Grupo

on organica

Predisposicion germinal y disfunci

©
el g 2 c
3 g 85 =
5 8 =g g
w = b
88
o
, . estabilida
Slndromg de Li- P53 17p13 d
Fraumeni P
gendmica
Sindrome de
haploinsuficiencia = GATA2 3921 FT
de GATA2
Sindrome fie SAMD9 ' .
MIRAGE/sindrom 7421 Proliferaci
e de ataxia- SAMDSIL q on celular

pancitopenia

Mutacion
Herencia

Missense que
producen

pérdida de AD
funciénen la
proteina

LOF AD

GOF (nifios) y

LOF (adultos) AD

226

Citopenias y neo
HEM

LLA-B hipodiploide,
SMD/LMA
relacionadas con la
terapia

Neutropenia,
monocitopenia,
Déficit LB, déficit
NK, SMD, LMA

SMD/LMA

o =
Q w
2 =
="un o
S o
o & 2
S S -
c 3
3 K
S [=)
Predisposicion a
distintos tipos de
cancer ("core
cancers": sarcoma, 12
osteosarcoma, o
. afios
cancer de mama pre-
menopdusico, tumor
cerebral y carcinoma
adrenocortical
PAP, sindrome de J2.32
Emberger, hallazgos .
L década
dismorficos,
) dela
sindrome monoMac, .
. - vida
infeccién por VPH
GOF:
MIRAGE, ataxia- nifios
pancitopenia vs LOF:
adultos

Penetrancia neo

2-4%

75%
alos
40

afos

Desc
onoci

HEM

Hits
somaticos

Cariotipo
hipodiploide
en LLA

Alteraciones
Chr 7,
mutaciones
en ASXL1

Reversion
somatica si
mutaciones
GOF:
monosomia
7/79-, UPD
79-,
mutaciones
de LOF
neutralizante
s en cis.
Ademas,
otros drivers
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Grupo

Entidad

Anemia de
Fanconi

Disqueratosis
congénita

Neutropenia
severa congénita

Anemia de
Blackfan-Diamond

Gen

FANCA
FANCC
FANCG
(mds
frecuentes

)

Magquinari
a de los
telomeros

ELANE
(mds
frecuente)

RPS19
(mds
frecuente)
. Otros:
RPL5,
RPS26,
RPL11,
RPL35Ay
RPS24

Localizacion
cromosémica

16424.39
q22.329p
13.3

19p13

19913

Funcion

reparacion y
estabilidad
gendmica

mantenim
iento de
los
telémeros
,
estabilida
d
gendmica

Elastasa
del
neutroéfilo

Proteina
ribosomal

Mutacion

variable
(frecuentes
las
deleciones
intragénicas

)

variable

Missense
(mayoria)

LOF

Herencia

AR

AD
AR
ChrX

AD

AD

227

Citopenias y neo
HEM

Citopenias, 1M,
SMD, LMA

IM, SMD

SMD/LMA

Aplasia pura de la
serie roja,
SMD/LMA

Cuadro clinico
(otros)
Debut neo HEM

Predisposicion a
cancer solido (cabeza
y cuello) +
malformaciones
congénitas

Variabl
e (pico
de IM:
7 afos)

fibrosis pulmonar,
cirrosis idiopatica,
envejecimiento
prematuro, triada
clasica (leucoplasia
oral, distrofia
ungueal e
hiperpigmentacion
cutanea)

50
afios

Neutropenia severa
congénita,
neutropenia ciclica

15-20
afios

Malformaciones
craneofaciales,
esqueléticas,
cardiacas o renales.
HbF y eADA elevada,
riesgo de cancer
sélido

45

Penetrancia neo

30%
alos
40

afos

16%

25%

5%

HEM

Hits
somaticos

Cariotipo
complejo;
reversion
somatica

Reversidn
somatica

CSF3R

No descritas
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- g3 = 5
g © c S E S S
S ° ] @ O o ©
= ‘B N @9 c -
(G} c O = 2 S 3
w Q E L] E
IS
-5
Sindrome de Biogénesis = Mutaciones
Shwachman- SBDS 7911 . g .
ribosomal | bialélicas
Dlamond

Herencia

Citopenias y neo
HEM

IM (sobre todo
neutropenia)

Cuadro clinico
(otros)

Insuficiencia
pancredtica exocrina
y predisposicion a
neoplasias mieloides.
También: anomalias
esqueléticas,
cardiacas,
endocrinas,
nerviosas, hepaticas
e inmunitarias

Debut neo HEM

20%
(transf
ormaci
on
clonal

empeo
ramien
to de
citopen
ias)

Penetrancia neo

18
afios

HEM

Hits
somaticos

del(20), i(7)
(g10) (incluso
en ausencia
de neoplasias
mieloides)

Neo HEM: Neoplasia Hematoldgica; FT: Factor de Transcripcion; LoF: pérdida de funcion (del inglés, Loss of Function); AD: Autosdmico Dominante; SMD: Sindrome
Mielodisplasico; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; Sefializ: Sefializacidn; LLA-B: Leucemia Linfoblastica Aguda-B; Patogenic: Patogenicidad; AR: Autosémico Recesivo; IM:
Insuficiencia Medular; LB: Linfocitos B; PAP: Proteinosis Alveolar Pulmonar; VPH: Virus del Papiloma Humano; Chr: Cromosoma; GoF: ganancia de funcién (del inglés,

Gain of Function); HbF: Hemoglobina Fetal; eADA: Adenosin-Deaminasa eritrocitaria.
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ANEXO 2. CRITERIOS PARA CATEGORIZAR VARIANTES VUS

1
2
L. g
£ 8
52 PhEs € ;£
~ .,% = ° = 8
ACMG 2 >83 S | 22
/AMP € 4 - ACMG/AMP > 3 2
guidelines® 3 a8 & guidelines - &8
Pathogenic 50% Pathogenic 09%—
Likely Likely
pathogenic pathogenic
— 00%—— — 90%—
1 strong + 1 supporting OR
2 moderate + 1supporting OR Hot
1 moderate + 3 supporting
1 strong OR f 81.2%
2 moderate OR A
1 moderate + 2 supporting OR & Warm
4 supporting 67.5% 67.5%
1 moderate + 1 supporting OR .
3 supporting 3 Tepid Z
Uncertain 50% Uncertain 23
significancé ) significancé )
1 moderate OR 2 Cool
2 supporting
32.5% 32.5%
1 supporting 1 Cold
18.8% 01
0 Ice cold
= 10% = po%
Likely benign Likely benign
0.1% 0.1% -
Benign Benign

Figura suplementaria 1 y 2. Descripcion de variantes de significado clinico incierto segun las guias de la
ACG5238'239.
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ANEXO 3. APLICACION DE LOS CRITERIOS DE LA ACMG EN NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Tabla Suplementaria 2. Aplicacion de los criterios de la ACMG/AMP en genes de predisposicion a neoplasias hematolégicas hereditarias (adaptado de Feurstein et

al.?%),
Fuerza
Cadigo Reglas de la .
ACMG/AMP  ACMG/AMP Muy alta Alta Moderada Apoyo Comentario
(very strong) (strong) (moderate) (supporting)
Evidencia de patogenicidad
Variantes truncadas Variantes truncadas sin
sin  prediccion de prediccion de NMD vy
NMD y cuya regidon  cuyo exdn estd presente
afectada es (1) critica  en el transcrito
para la funcion de la = biolégicamente Variante que afecta £ NMD no se predice que
proteina o (2) el exén | relevante, lafunciondela = al codon de  ocurra en el ultimo exén 3'
Variante nula en un = Variantes truncadas esta presente en el region es desconocida, iniciacion sin = o entre los 50 nucledtidos
gen donde la con prediccion de @ transcrito las variantes LOF en el codones de del pendltimo exén 3'. Si el
PVS1  para pérdida de funcién = NMD (exdn | biolégicamente 5 exon son pocofrlecuentes iniciacic').n impacto en el mar.co de
SNVs (LOF) es un presente en el relevante, la funcién en la poblacion y la alternativos lectura es desconocido, se
mecanismo transcrito de la regiéon es Vvariante destruye menos conocidos y sin  debe utilizar el enfoque
conocido de biolégicamente desconocida, las = del 10% de la proteina; o = variantes mas conservador (por
enfermedad relevante) variantes LOF en el wuna variante que afecta patogénicas ejemplo, asumir que no
exon son poco el coddn de iniciacidn sin = upstream del codon = hay impacto en el marco de
frecuentes en la  codones de iniciacion @ de iniciacién lectura)
poblacidn y la alternativos conocidos y
variante destruye una o mas variantes
mas del 10% de la patogénicas  upstream

proteina

230

del coddn de iniciacion
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Cdadigo
ACMG/AMP

PVS1 para
deleciones

PS1

Reglas de la
ACMG/AMP

Mismo cambio de

aminodacido que
una variante
patogénica
previamente
establecida,
independientement
e del cambio de
nucleétido

Muy alta

(very strong)

Delecion de un gen
completo o
deleciones de uno o
varios exones que
interrumpen el
marco de lectura y
conducen a NMD (el
exon estd presente
en el transcrito
biolégicamente
relevante)

NA

Alta
(strong)

Delecién de uno o
varios exones sin
prediccion de NMD y
cuya region afectada
es (1) critica para la
funcidn de la proteina
o (2) el exdon esta
presente en el
transcrito
biolégicamente
relevante, la funcién
de la regién es
desconocida, las
deleciones del exén
son poco frecuentes
en la poblacién vy la
variante destruye
mas del 10% de la
proteina

Aplicable si SpliceAl
no predice ningun
cambio en el splicing
(SpliceAl <£0,2)

Fuerza

Moderada

(moderate)

Delecidn de uno o varios
exones sin prediccion de
NMD y cuyo exdn estd
presente en el transcrito
biolégicamente
relevante, la funcién dela
region es desconocida,
las deleciones del exdn
son poco frecuentes en la
poblacién y la variante
destruye menos del 10%
de la proteina

NA

231

NA

NA

Apoyo
(supporting)

Comentario

PS1 no debe ser usado
junto con PM1
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Cdadigo
ACMG/AMP

PS2

PS3

Reglas de la
ACMG/AMP

Variante de novo

(confirmada la
paternidad en
progenitores) en un
paciente sin
antecedentes
familiares

Estudios
funcionales in vitro
o in vivo bien

establecidos  que
respalden un efecto
dafiino

Fuerza

Muy alta Alta Moderada Apoyo

(very strong) (strong) (moderate) (supporting)

Segun el sistema de puntos de SVI en PS2, el nivel de fuerza depende de la especificidad del
fenotipo y el nimero de variantes reportadas de novo

Segun las recomendaciones de SVI en PS3, el nivel de fuerza depende del nimero de controles
benignos y patogénicos utilizados al calcular la probabilidad de patogenicidad

232

Comentario

En la mayoria de las
neoplasias hematoldgicas
hereditarias, el fenotipo
sera consistente con el gen,
aunque no altamente
especifico, con una gran
heterogeneidad genética
que limita el score maximo

a 1 (nivel de fuerza
moderado)

Considerar acumular
evidencia de multiples
pruebas funcionales

diferentes para alcanzar un
nivel de fuerza mayor. PS3

no debe usarse para
variantes que cumplen
PVS1. Si wuna variante

cumple PVS1_strong (sin
NMD predicho) y PS3, se
recomienda aplicar
PVS1_strong y
PS3_moderate o actualizar
PVS1_strong a PVS1 sin
aplicar PS3
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Cdadigo
ACMG/AMP

PS4

Reglas de la
ACMG/AMP

La prevalencia de la

variante en
individuos
afectados es
significativamente
mayor en

comparacion
controles sanos

con

Ubicado en un
hotspot mutacional
y/o en un dominio
funcional critico y
bien establecido sin
variantes benignas

NA

NA

Muy alta

(very strong)

Alta

(strong)

Basado en
calculado >100

NA

Fuerza

OR

233

Moderada

(moderate)

Basado en OR calculado
>30. En ausencia de
estudios de caso-control
0 cuasi caso-control: si se
encuentra en dos o mas
probandos afectados no
relacionados y la variante
cumple PM2_supporting

Aplicable para variantes
missense en dominios
funcionales conocidos o
hotspots  mutacionales
con muy pocas o hinguna
variante benigna. Basado
en evidencia somatica:
PM1 se puede aplicar si
mas de 10 muestras
somaticas con  este
cambio de aminoacido

Apoyo
(supporting)

Basado en OR
calculado >10. En
ausencia de
estudios de caso-
control o cuasi caso-
control: si se
encuentra en un
solo caso afectado y
la variante cumple
PM2_supporting

Aplicable para
variantes missense
en dominios
funcionales
conocidos o
hotspots
mutacionales con
alguna variante

benigna. Basado en
evidencia somatica:
PM1_supporting se
usa si mas de 1 pero
menos de 10
muestras somaticas
con este cambio de
aminoacido

Comentario

Los célculos de OR se basan
en estudios de casos y
controles o estudios cuasi
caso-control utilizando la
prevalencia de la
enfermedad y gnomAD
como poblaciéon de control

PM1 también se puede
utilizar para regiones no
codificantes si las variantes
se encuentran dentro de
una region con significado
bioldgico. Los hotspots
somaticos solo se pueden
usar para PM1 cuando no
se han identificado
hotspots de linea germinal.
PS1 o PM5 no deben
usarse en combinacién con
PM1
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Cdadigo
ACMG/AMP

Reglas de la
ACMG/AMP

Ausente en sujetos
control

Para trastornos
recesivos,
detectados en trans
con una variante
patogénica

Cambios en la
longitud de Ila
proteina debido a
deleciones/insercio
nes inframe en una
region no repetitiva

NA

Muy alta

(very strong)

NA

Alta

(strong)

Fuerza

Moderada

(moderate)

NA

Apoyo
(supporting)

La variante tiene
que estar
completamente
ausente en gnomAD
para enfermedades
dominantes v
presente en un
maximo de 10
alelos en
enfermedades
recesivas, con una
cobertura promedio
de la region
secuenciada de al
menos 20x.

Segun el sistema de puntos de SVI en PM3, el nivel de fuerza depende de la fase del alelo variante
(cis vs. trans) y de la clasificacidn de la variante en el otro alelo

NA

NA

Puede aplicarse si la
variante no se encuentra
dentro de un elemento
repetitivo

234

NA

Comentario

Un criterio very strong y
uno supporting pueden
alcanzar una clasificacion
probablemente
patogénica, por ejemplo,
en el caso de una variante
LOF novedosa que cumple
con PVS1 y
PM2_supporting.

Para usar PM3, el
probando debe estar
afectado. Ademads, la

variante debe cumplir con
PM2_supporting (< 10
alelos)
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Cdadigo
ACMG/AMP

Reglas de la
ACMG/AMP

o variantes de stop-
loss

Cambio missense en
un residuo
aminoacidico
donde hay descrito
otro cambio
missense
patogénico

Se asume de novo
(sin confirmacidn de

paternidad en
progenitores) en un
paciente sin
antecedentes
familiares

NA

Muy alta

(very strong)

Alta

(strong)

Cambio missense en

el mismo residuo
donde se han
observado >2
cambios missense
patogénicos
diferentes

anteriormente

Fuerza

Moderada

(moderate)

Cambio missense en el
mismo residuo donde se
ha observado un cambio
missense patogénico
diferente anteriormente

235

Apoyo
(supporting)

Cambio missense en

el mismo residuo
donde se ha
observado un
cambio  missense
probablemente
patogénico
diferente

anteriormente

Segun el sistema de puntos SVI en PS2, el nivel de fuerza depende de la especificidad del fenotipo
y el nimero de variantes reportadas de novo

Comentario

SpliceAl no debe predecir
ningin cambio en el
splicing del nuevo residuo
(SpliceAl < 0.2). Se puede
utilizar la puntuacion de
Grantham (similitud
fisicoquimica) para
comparar el nuevo cambio
de aminodcido con Ia
variante missense
previamente descrita. PM5
no debe utilizarse junto
con PM1
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Cdadigo
ACMG/AMP

PP1

PP2

Reglas de la
ACMG/AMP

Segregacion con la
enfermedad en
varios miembros
afectados de Ia
familia

Variante missense
en un gen que tiene
una tasa baja de
variantes missense
benignas y donde
las variantes
missense son un
mecanismo comun
de enfermedad.

NA

NA

Muy alta

(very strong)

Alta

(strong)

Cinco o mds meiosis
(hijos) en una familia
(1/32) o cuatro o
mas meiosis en mas
de una familia (<1/16)

NA

Fuerza

Moderada

(moderate)

Cuatro meiosis (1/16) en
una familia o tres meiosis
(1/8) en mas de una
familia

NA

236

Apoyo
(supporting)

Tres meiosis (1/8)
en una familia o dos
meiosis  (1/4) en
mas de una familia

Solo aplicable para
genes con un score
de restriccion
missense z
(gnomAD) = 3.09

Comentario

N= (1/2)™ donde m es el
numero de meiosis
contadas dentro de una o
varias familias diferentes.
Solo se pueden contar
individuos

genotipicamente positivos
(o heterocigotos obligados)
y fenotipicamente
positivos
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Cdadigo
ACMG/AMP

PP3

PP4

Reglas de la
ACMG/AMP

Multiples
herramientas de
prediccion in silico
respaldan un efecto
perjudicial en el gen
o producto génico

El fenotipo del
paciente o la
historia familiar son

altamente
especificos para una
enfermedad con

NA

NA

Muy alta

(very strong)

NA

NA

Alta

(strong)

Fuerza

237

Moderada

(moderate)

NA

Sélo aplicable en casos
con fenotipo distinto
causado por una variante
en un pequefio
subconjunto de genes

Apoyo
(supporting)
Aplicable para

variantes missense
para las cuales los
predictores in silico
de Ensemble
predicen impacto
en la estructura de
la proteina, la
conservacion

evolutiva vy las

propiedades
bioquimicas.
También es
aplicable para

variantes missense,
intrénicas 'y no
codificantes con
impacto previsto en
el splicing (SpliceAl
>0.38). No aplicable
para variantes de
splicing candnicas

Solo es aplicable
cuando hay
caracteristicas
especificas

(extrahematoldgica
s) y/o hallazgos de

Comentario

El analisis de la curva ROC
ha demostrado que los
predictores in silico
BayesDel addAF, REVEL y
Eigen para missense tienen
el mejor rendimiento. El
analisis de la curva ROC ha
demostrado que SpliceAl
es el predictor de splicing
de mayor rendimiento. PP3

no debe aplicarse a
variantes que cumplan
PVS1
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Cdadigo
ACMG/AMP

PP5

Reglas de la
ACMG/AMP

una Unica etiologia
genética

Una fuente fiable
recientemente

informa que una
variante es
patogénica, pero el
laboratorio no tiene
acceso a la
evidencia para
realizar un andlisis
independiente

Evidencia de benignidad

BA1l

Muy alta

(very strong)

NA

Independiente:
Basado en el célculo
BA1 usando |la
aplicacién de
frecuencia alélica

NA

NA

Alta

(strong)

Fuerza
Moderada
(moderate)
NA
NA

238

Apoyo Comentario
(supporting)

laboratorio

presentes

Esta regla generalmente no

NA
es aplicable.

El calculo utilizando la
aplicaciéon de frecuencia
alélica se basa en |la
NA prevalencia de la
enfermedad, penetrancia y
heterogeneidad
alélica/genética
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Cdadigo
ACMG/AMP

BS1

BS2

BS3

Reglas de la
ACMG/AMP

La frecuencia alélica
es mayor de Ila
esperada para el
trastorno

Observado en un
individuo adulto
sano para un
trastorno recesivo,
dominante o ligado
al cromosoma X,
con penetrancia
completa esperada

a una edad
temprana
Estudios
funcionales bien

establecidos in vitro
o in vivo
demuestran que no
hay efecto daiiino
en la funcién

NA

NA

NA

Muy alta

(very strong)

Fuerza
Alta Moderada Apoyo
(strong) (moderate) (supporting)
Para el calculo: App
de frecuencia alélica, MAF es de 1 a 2,5
o la MAF de Ila NA veces mayor que la
variante patogénica variante patogénica
mas comun (>2,5 mas comun
veces mayor)
Raramente aplicable
ya que la mayoria de
los trastornos tienen
penetrancia NA NA
incompleta con
heterogeneidad
variable

Segun las recomendaciones de SVI sobre BS3, el nivel de fuerza depende
del nimero de controles benignos y patogénicos utilizados mediante el
calculo de las probabilidades de patogenicidad

239

Comentario

El calculo utilizando la
aplicacién de frecuencia
alélica se basa en |la
prevalencia de la
enfermedad, penetranciay
heterogeneidad
alélica/genética.
Alternativamente, se
puede utilizar la MAF de la
variante patogénica mas
comun en gnomAD

Considerar la acumulacion
de evidencia de multiples
pruebas funcionales
diferentes para alcanzar un
nivel de fortaleza mayor
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Cdadigo
ACMG/AMP

BS4

BP1

Reglas de la
ACMG/AMP

proteica o en el
splicing

Ausencia de
segregacion en
miembros

afectados de una
familia

Variante missense
en un gen para el
cual se sabe que las
variantes

truncantes
enfermedad

causan

Muy alta

(very strong)

NA

NA

Fuerza

Alta
(strong)
Aplicable cuando se
observa en al menos = NA
dos meiosis
NA NA
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Moderada

(moderate)

Apoyo
(supporting)

NA

Aplicable  cuando
las variantes
truncantes (LOF)
son el unico
mecanismo de
enfermedad

Comentario

BS4 sélo debe aplicarse en
miembros de la familia con

genotipo positivo y
fenotipo negativo (con
suficiente evidencia

fenotipica y de laboratorio)
y una enfermedad con alta
penetrancia
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Cdadigo
ACMG/AMP

BP2

BP3

Reglas de la
ACMG/AMP

Observado en trans
con una variante
patogénica para un
trastorno

dominante de
penetrancia
completa u

observado en cis
con una variante
patogénica en
cualquier patrén de
herencia

Deleciones/Insercio
nes inframe en una
region repetitiva sin
funcién conocida

NA

NA

Muy alta

(very strong)

Fuerza
Alta Moderada
(strong) (moderate)
NA NA
NA NA
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Apoyo
(supporting)

También es
aplicable para
variantes
homocigotas en
trastornos
dominantes cuando
una variante
patogénica nunca
ha sido detectada
en estado
homocigoto y/o
modelos animales
muestran que la
pérdida completa
de funcién es letal
para el embrion

Puede aplicarse si la

variante se
encuentra dentro
de un elemento
repetido

Comentario
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Cdadigo
ACMG/AMP

BP4

BP5

Reglas de la
ACMG/AMP

Multiples
herramientas de
prediccion in silico
sugieren que no hay
impacto en el gen o
producto génico

Variante
encontrada en un
caso con una base
molecular
alternativa para la
enfermedad

NA

NA

Muy alta

(very strong)

Fuerza

Alta

(strong)

NA NA

NA NA
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Moderada

(moderate)

Apoyo
(supporting)

Aplicable para
variantes missense
para las cuales los
predictores in silico
de Ensemble no

predicen impacto
en la estructura de
la proteina,
conservacion
evolutiva y
propiedades
bioquimicas.
Aplicable para

variantes missense,
intrénicas 'y no
codificantes con
ningun impacto
predicho en el
splicing (Splice Al <
0,2)

Probandos con
variantes

patogénicas en mas
de un gen

predisponente,

aunque sea raro, se
han descrito. Este
criterio sélo debe

Comentario

El andlisis de curva ROC ha
demostrado que los
predictores in silico de
BayesDel addAF, REVEL vy
Eigen para missense tienen
el mejor rendimiento. El
andlisis de curva ROC ha
demostrado que SpliceAl
es el predictor de splicing
de mayor rendimiento
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Cdadigo
ACMG/AMP

BP6

BP7

Reglas de la
ACMG/AMP

Una fuente fiable
recientemente

informa una
variante como
benigna, pero la
evidencia no estd
disponible para que
el laboratorio
realice un analisis
independiente

Variante sinénima
para la que los
algoritmos de
prediccion de
splicing no predicen
impacto en la

secuencia de
consenso de
splicing, ni la

creacion de un
nuevo sitio de
splicing, y el

NA

NA

Muy alta

(very strong)

NA

NA

Alta

(strong)

Fuerza
Moderada Apoyo Comentario
(moderate) (supporting)
usarse si el fenotipo
encaja solo con la
variante alternativa
Esta regla en general no es
NA NA areglacng
aplicable
Aplicable si el
nucleétido no esta
altamente .,
conservado no La conservacion puede
NA y evaluarse usando PhyloP,

hay prediccién de
impacto en el
splicing (SpliceAl <
0,2).

GERP o PhastCons.
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Fuerza
Cdadigo Reglas de la .
ACMG/AMP  ACMG/AMP Muy alta Alta Moderada Apoyo Comentario
(very strong) (strong) (moderate) (supporting)
nucleétido no es
altamente
conservado.

ACMG: colegio americano de genética médica y gendmica (del inglés, American College of Medical Genetics and Genomics); AMP: asociacion de patologia molecular
(del inglés, Association for Molecular Pathology); LoF: pérdida de funcidn (del inglés, Loss of Function); MAF: frecuencia alélica menor (del inglés, Minor Allele
Frequency); NA: No Aplica; NMD: degradacion del mRNA mediada por variantes nonsense (del inglés, Nonsense-Mediated Decay); OR: Odds Ratio; SNP: polimorfismo
de un solo nucledtido (del inglés, Single Nucleotide Polymorphism); SNV: variante de un solo nucleétido (del inglés, Single Nucleotide Variant); SVI-WG: grupo de trabajo
de interpretacion de variantes de secuencia de ClinGen (del inglés, Sequence Variant Interpretation Working Group (de ClinGen)).
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ANEXO 4. PANELES SOMATICOS DE SECUENCIACION MASIVA.

El estudio molecular somatico se llevd a cabo mediante NGS, utilizando distintos paneles
comerciales segun la patologia a estudio.

1.

Pacientes con Insuficiencia Medular/Sindrome Mielodisplasico (SMD)

Para el estudio somatico de estos pacientes, se utilizd el panel comercial Myeloid
SolutionTM (MYS) de SOPHIA GeneticsTM: un panel dirigido de captura de una regién
gendmica de 49 Kb y una profundidad media de lectura de 2.000X. Este panel comprendia
30 genes relevantes asociados con SMD y LMA y permitié analizar la regién codificante
completa, las regiones con mayor incidencia de mutaciones en un gen (regiones hotspot),
las regiones intronicas flanqueantes a los exones (+/-5pb) y las CNV de los genes incluidos
en el panel de NGS.

El panel contenia los siguientes genes: ABL1 (exones 4-9), ASXL1 (exones 9,11,12), BRAF
(exdn 15), CALR (exdn 9), CBL (exdn 8,9), CEBPA (gen completo), CSF3R (gen completo),
DNMT3A (gen completo), ETV6 (gen completo), EZH2 (gen completo), FLT3 (exones 13-
15,20), HRAS (exones 2,3), IDH1 (exdn 4), IDH2 (exdn 4), JAK2 (gen completo), KIT (exones
2,8-11,13,17,18), KRAS (exones 2,3), MPL (exdn 10), NPM1 (exones 10,11), NRAS (exones
2,3), PTPN11 (exones 3,7-13), RUNX1 (gen completo), SETBP1 (exdn 4), SF3B1 (exones 10-
16), SRSF2 (exdn 1), TET2 (gen completo), TP53 (gen completo), U2AF1 (exones 2,6), WT1
(exones 6-10), ZRSR2 (gen completo).

Pacientes con Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)

Para el estudio somdtico de estos pacientes, se utilizé la plataforma Genexus Integrated
Sequencer basada en amplicones con el panel Oncomine Myeloid Assay GX v2 (Ref:
A50694) y una profundidad media de lectura de 2000X. Las variantes fueron filtradas con
el lon Torrent Genexus System, siendo excluidas variantes sindnimas, variantes intrdnicas
y variantes polimorficas.

El panel incluia la regién codificante y hotspots de mutaciones en 45 genes (regién hotspot
de ANKRD26, ABL1, BRAF, CBL, CSF3R, DDX41, DNMT3A, FLT3, GATA2, HRAS, IDH1, IDH2,
JAK2, KIT, KRAS, MPL, MYD88, NPM1, NRAS, PPM1D, PTPN11, SMCI1A, SMC3, SETBP1,
SF3B1, SRSF2, U2AF1 y WT1; y la region codificante completa de ASXL1, BCOR, CALR,
CEBPA, ETV6, EZH2, IKZF1, NF1, PHF6, PRPF8, RB1, RUNX1, SH2B3, STAG2, TET2, TP53 y
ZRSR2). Ademas, permitio la deteccién de reordenamientos en 30 genes driver (ABL1, ALK,
BCL2, BRAF, CCND1, CREBBP, EGFR, ETV6, FGFR1, FGFR2, FUS, HMGA2, JAK2, KMT2A (MLL
PTDs), MECOM, MET, MLLT10, MLLT3, MYBL1, MYH11, NTRK3, NUP98, NUP214, PDGFRA,
PDGFRB, RARA, RBM15, RUNX1, TCF3 y TFE3) y la expresidon de 5 genes (BAALC, MECOM,
MYC, SMC1A y WT1).
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ANEXO 5. ELABORACION DEL ARBOL GENEALOGICO

Tabla Suplementaria 3. Simbolos utilizados para la elaboracidn del arbol genealégico

Individuo

Individuo
afectado

Multiples
individuos,
numero conocido

Multiples
individuos,
numero

desconocido

Individuo

fallecido

Consultando

Probando

Portador

Vardn

Género no

Mui
ujer especificado

&
2

@‘\(}@@@@‘.—O
SRR
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Comentario

Se puede afiadir la
edad junto a/debajo de
cada simbolo

Cuando hay mas mas
de 1 patologia, puede
fraccionarse el simbolo
de cada individuo,
explicando en la
leyenda el significado
de cada fraccion

Numero de hermanos
dentro de cada
simbolo sin contar al
afectado

Individuo buscando
asesoramiento o test
genético

Individuo afectado que
acude para testy
asesoramiento
genético

No manifiesta la
enfermedad
independientemente
del tipo de herencia
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. . Género no .
Varon Mujer opr Comentario
especificado

Linea | ! O

< _ Los hermanos se
ordenan por orden

< | € | decreciente de edad

=O Consanguinidad

Divorcio

Adaptado de Bennett et al. 2%
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ANEXO 6. PANEL CUSTOM DE NGS

Tabla Suplementaria 4. Relacién de genes de nuestro panel de NGS

Gen Transcrito codificante Chr Patologia
ABCB7 NM_004299 Chr X Anemia sideroblastica congénita
ACD NM_001082486 Chr 16 Disqueratosis Congénita
ALAS2 NM_000032 Chr X Anemia sideroblastica congénita
ANKRD26 NM_014915 Chr 10 Neoplasia hematoldgica familiar
ATG2B NM_018036 Chr 14 Neoplasia hematoldgica familiar
ATM NM_000051 Chr 11 Predisposicion pan-cancer
ATR NM_ 001184 Chr 3 Predisposicion pan-cancer
BLM NM_000057 Chr 15 Otros sindromes de fallo medular
CALR NM_004343 Chr 19 Neoplasia hematoldgica familiar
CDANI NM 138477 Chr 15 Anem’ia.diseritropoyética

- Congénita
CEBPA NM_004364 Chr 19 Neoplasia hematoldgica familiar
CHEK?2 (CHK2) NM_007194 Chr 22 Predisposicion pan-cancer
CSF3R NM_156039 Chr1 Neutropenia Congénita
CTC1 NM_025099 Chr 17 Disqueratosis Congénita
DDXx41 NM_ 016222 Chr5 Neoplasia hematoldgica familiar
DKC1 NM_001363 Chr X Disqueratosis Congénita
DNAJC21 NM_ 194283 Chr5 Otros sindromes de fallo medular
EFL1 NM_024580 Chr 15 Sl'.ndrome de Shwachman-

Diamond

ELANE NM_001972 Chr 19 Neutropenia Congénita
EPCAM NM_002354 Chr 2 Predisposicion pan-cancer
ETV6 NM_001987 Chr 12 Neoplasia hematoldgica familiar
FANCA NM_000135 Chr 16 Anemia de Fanconi
FANCB NM_ 152633 Chr X Anemia de Fanconi
FANCC NM_000136 Chr9 Anemia de Fanconi
FANCD1/BRCA2 NM_000059 Chr 13 Anemia de Fanconi
FANCD2 NM_033084 Chr 3 Anemia de Fanconi
FANCE NM_021922 Chr 6 Anemia de Fanconi
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Gen Transcrito codificante Chr Patologia
FANCF NM_022725 Chr 11 Anemia de Fanconi
FANCG NM_004629 Chr9 Anemia de Fanconi
FANCI NM_001113378 Chr 15 Anemia de Fanconi
FANCJ/BRIP1 NM_032043 Chr 17 Anemia de Fanconi
FANCL NM_001114636 Chr 2 Anemia de Fanconi
FANCM NM_020937 Chr 14 Anemia de Fanconi
FANCN/PALB2 NM_024675 Chr 16 Anemia de Fanconi
FANCO/RAD51C NM_058216 Chr 17 Anemia de Fanconi
FANCP/SLX4 NM_032444 Chr 16 Anemia de Fanconi
FANCQ/ERCC4 NM_005236 Chr 16 Anemia de Fanconi
FANCR/RADS51 NM_ 133487 Chr 15 Anemia de Fanconi
FANCS/BRCA1 NM_007294 Chr 17 Anemia de Fanconi
FANCT/UBE2T NM_014176 Chr1 Anemia de Fanconi
FANCU/XRCC2 NM_005431 Chr7 Anemia de Fanconi
FANCV/MAD2L2 NM_ 001127325 Chr1 Anemia de Fanconi
G6PC3 NM_ 138387 Chr 17 Neutropenia Congénita
GATA1 NM_002049 Chr X Otros sindromes de fallo medular
GATA2 NM_032638 Chr3 Otros sindromes de fallo medular
GFlI1 NM_ 001127216 Chr1 Neutropenia Congénita
HAX1 NM_006118 Chr1 Neutropenia Congénita
HSPA9 NM_004134 Chr5 Anemia sideroblastica Congénita
JAGN1 NM_ 032492 Chr3 Neutropenia Congénita
JAK2 NM_004972 Chr9 Neoplasia hematoldgica familiar
KIF23 NM_138555 Chr1s  Anemia diseritropoyética
Congénita
KLF1 NM_006563 Chr1g  Anemia diseritropoyética
Congénita
LIG4 NM_001352598 Chr 13 Otros sindromes de fallo medular
LYST NM_000081 Chr1 Otros sindromes de fallo medular
MECOM NM_001105077  Chr3  |rombocitopenia
- amegacariocitica
MLH1 NM_000249 Chr3 Predisposicion pan-cancer
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Gen
MPL

MSH2
MSH6

NBN (NBS1)
NF1

NHP2
NOP10
PARN

PAX5

PMS2

POT1
PPM1D
PTEN
PTPN11
PUS1
RAD50

RB1

RBMSA

RPL11
RPL15
RPL26
RPL27
RPL35A
RPL5
RPS10
RPS17
RPS19
RPS24
RPS26

Transcrito codificante
NM_005373

NM_000251
NM_000179
NM_002485
NM_001042492
NM_017838
NM_018648
NM_002582
NM_016734
NM_000535
NM_015450
NM_003620
NM_000314
NM_002834
NM_025215
NM_005732
NM_000321

NM_005105

NM_000975
NM_001253383
NM_000987
NM_001349922
NM_000996
NM_000969
NM_001203245
NM_001021
NM_001022
NM_001142285
NM_001029

Chr

Chr1

Chr 2
Chr 2
Chr 8
Chr 17
Chr5
Chr 15
Chr 16
Chr9
Chr7
Chr7
Chr 17
Chr 10
Chr 12
Chr 12
Chr5
Chr 13

Chr1

Chr1
Chr3
Chr 17
Chr 17
Chr3
Chr1
Chr6
Chr 15
Chr 19
Chr 10
Chr 12
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Patologia

Trombocitopenia
amegacariocitica

Predisposicidon pan-cancer
Predisposicidon pan-cancer

Otros sindromes de fallo medular
Otros sindromes de fallo medular
Disqueratosis Congénita
Disqueratosis Congénita
Disqueratosis Congénita
Neoplasia hematoldgica familiar
Predisposicion pan-cancer
Disqueratosis Congénita
Predisposicion pan-cancer
Predisposicion pan-cancer

Otros sindromes de fallo medular
Anemia sideroblastica Congénita
Predisposicion pan-cancer
Predisposicion pan-cancer

Trombocitopenia
amegacariocitica

Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond

Anemia de Blackfan-Diamond
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Gen

RPS27

RPS29
RPS7
RTEL1
RUNX1
SAMD9
SAMDIL

SBDS

SH2B3
SLC25A38

SRP54

SRP72

TERC

TERF1

TERF2

TERT

TINF2

P53

TRNT1

TSR2

USB1

VPS45

WAS

WRAP53 (TCAB1)
YARS2

Chr: Cromosoma

Transcrito codificante

NM_001030
NM_001349946
NM_001349947

NM_001030001
NM_001011
NM_032957
NM_001754
NM_001193307
NM_152703

NM_016038

NM_005475
NM_017875
NM_003136
NM_006947
NR_001566
NM_017489
NM_005652
NM_198253
NM_001099274
NM_000546
NM_182916
NM_058163
NM_024598
NM_007259
NM_000377
NM_001143990
NM_001040436

Chr

Chrl

Chr 14
Chr 2
Chr 20
Chr 21
Chr7
Chr7

Chr7

Chr 12
Chr3
Chr 14
Chr4
Chr3
Chr 8
Chr 16
Chr5
Chr 14
Chr 17
Chr3
Chr X
Chr 16
Chr1
Chr X
Chr 17
Chr 12
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Patologia

Anemia de Blackfan-Diamond

Anemia de Blackfan-Diamond
Anemia de Blackfan-Diamond
Disqueratosis Congénita
Neoplasia hematoldgica familiar
Neoplasia hematoldgica familiar
Neoplasia hematoldgica familiar

Sindrome de Shwachman-
Diamond

Neoplasia hematoldgica familiar
Anemia siderobldstica Congénita
Neutropenia Congénita

Otros sindromes de fallo medular
Disqueratosis Congénita
Disqueratosis Congénita
Disqueratosis Congénita
Disqueratosis Congénita
Disqueratosis Congénita
Neoplasia hematoldgica familiar

Anemia sideroblastica Congénita

Neutropenia Congénita
Neutropenia Congénita
Neutropenia Congénita
Disqueratosis Congénita

Anemia sideroblastica Congénita
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ANEXO 7. PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE NEOPLASIA HEMATOLOGICA HEREDITARIA EN NUESTRA SERIE

Tabla Suplementaria 5. Datos al diagndstico y antecedentes personales y familiares.

Paciente

Caso 1l

Caso 2

Caso 3

Caso 4

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica

Varén de 73 afios
con SMD (tipo:
EB-1)

Mujer de 64 afios
con SMD (tipo:
EB-2)

Varéon de 53 afios
con SMD (tipo:
EB-1)

Nifo de 3 afios
con SMD (tipo:
citopenia
refractaria)

Sangre periférica

Serie roja: Hb 9,3g/dL;
VCM 107,5fL

Serie blanca: leucocitos
1.640/mm3

Plaquetas: 43.000/mm?

Serie roja: Hb 9,4g/dL;
VCM 102,2fL

Serie blanca: leucocitos
570/mm?3

Plaquetas: 92.000/mm?

Serie roja: Hb 10,3g/dL;
VCM 110,4fL

Serie blanca: leucocitos
2.600/mm?3

Plaquetas:
141.000/mm3

Serie roja: Hb 13,6g/dL;
VCM 107,1fL

Serie blanca: leucocitos
2.740/mm?3

Médula 6sea

Celularidad: aumentada
Displasia: si

Blastos: 7%

Cariotipo: 46,XY[20]
Molecular: DDX41
(p.Pro379GIn), ASXL1, NRAS

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: 14%

Cariotipo: 46,XX[20]
Molecular: DDX41
(p.Glu345Asp)
Celularidad: aumentada
Displasia: si

Blastos: 6%

Cariotipo: 46,XY [20]
Molecular: DDX41
(p.Argd71Pro), SRSF2
Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: 2%

Cariotipo: 45,XY,-7[6]
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Antecedentes Personales

Papiloma vesical con 54a
Ca basocelulares de
repeticion

No

No

Neutropenia desde el
primer afio de vida (cifra
mas baja: 520 Ne/mm3)
Infecciones de repeticidn.

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

Hermana: leucemia aguda (33a)
Hermano: ca pancreas (56a)
Hermana: melanoma y ca mama
(86a)

Madre: ca Utero (40a) y
melanoma (54a)

Tia materna: ca Utero (60a)

Sobrina: linfocitosis T (33a)
Tio materno: neo faringe (65a)
Tia materna: neo (<50a)

Padre: SMD (57a)

Abuelo materno: ca vejiga, 55a



Paciente

Caso 5

Caso 6

Caso 7

Caso 8

Caso 9

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica

Varén de 47 afios
con SMD-t (tipo:
EB-1)

Mujer de 50 afios
con LMA (tipo:
con cambios
relacionados con
la mielodisplasia)

Varéon de 68 afios
con SMD (tipo:
EB-1)

Mujer de 69 afios
con
trombocitopenia
(50.000)

Mujer de 22 afios
con SMD (tipo EB-
1)

Sangre periférica

Plaquetas:
157.000/mm3

Serie roja: Hb 10,5g/dL;
VCM ND

Serie blanca: leucocitos
2.160/mm?3

Plaquetas:
162.000/mm3

Serie roja: Hb 8,2g/dL;
VCM 94,8fL

Serie blanca: leucocitos
2.430/mm?3

Plaquetas: 35.000/mm3

Serie roja: Hb 8,8g/dL;
VCM ND

Serie blanca: leucocitos
1.740/mm3

Plaquetas: 33.000/mm?

Serie roja: 11,1

VCM ND

Serie blanca: leucocitos
6.500/mm?3

Plaquetas: 69.000/mm3

Serie roja: Hb 9,1g/dL;
VCM 66,6

Médula 6sea

Celularidad: aumentada
Displasia: si

Blastos: 8%

Cariotipo: complejo

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: 23%

Cariotipo:
46,XX,del(5)(q13931)[2]/46,X
X[18]

Molecular: NF1, PHF6,
RUNX1

Celularidad: aumentada
Displasia: si

Blastos: 9%

Cariotipo:
47,XY,+21[15]/46,XY[5]
Molecular: ZRSR2

Celularidad: disminuida
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: ND

Celularidad: aumentada

Displasia: si
Blastos: 7%
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Antecedentes Personales

A los 2 afios de vida, retraso
del lenguaje y rasgos TEA
Osteosarcoma maxilar (29a)
ADC préstata (45a)
Leiomiosarcoma maxilar
(46a)

Extirpacién de 8 ca
basocelulares/afio

No

Trombocitopenia leve
desde los 60a

Trombocitopenia desde los
45a (60-90.000/mm3).

Bicitopenia (anemia y
leucopenia) desde los 19 a
Infeccién por VPH con 19a

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

No

Hermano: leucemia aguda (7a)
Madre: LMA (64a)

Hija: trombocitopenia crénica
leve (37a)
Nieto: Trombocitopenia (7a)

Madre: ca mama, 80a

Tia materna: ca mama, 70a
Tio materno: leucemia, 80a
Abuela paterna: hemorragia
fatal post-parto

Abuelo materno: CCR (55a)
Abuela materna: ca mama (45a)
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Paciente

Caso 10

Caso 11

Datos al diagndstico
el Sangre periférica
hematoldgica
Serie blanca: leucocitos
1.840/mm3
-Linfocitos 840: ratio
CD4/CDS8: 1,2, B 2%, NK
2%
-Monocitos: 40/mm3
Plaquetas: 98.000/mm?

Serie roja: Hb 10,2g/dL;

Mujer de 46 afos VCM 105fL .
con SMD (tipo Serie blanca: leucocitos
displasia P 890/mm?

! e -Linfocitos 280
multilinea)

-Monocitos: 10/mm?3
Plaquetas: 68.000/mm?

Serie roja: Hb 10,8g/dL;
VCM 104,6 fL

Vardn de 23 afios | Serie blanca: leucocitos

con SMD 5.500/mm3

(diagnosticado en | -Linfocitos 810/mm?

la infancia) -Monocitos: 50/mm?
Plaquetas:
150.000/mm?

Médula 6sea

Cariotipo: ND (FISH: 7g-, +8)

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: no

Cariotipo: 46,XX[20]

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]
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Antecedentes familiares de 12

Antecedentes Personales
0 22 grado

TBC con 15a

Diagndstico SMD (tipo: ARS)
alos 22a

LLGG (36a)

Enfermedad relacionada

con VPH desde los 333,
incluyendo carcinoma No
escamoso anal a los 43a
Linfedema MID (45a)
Infecciones de repeticion
(10T por gripe A, VMNI por
SarsCov2)

Esplenomegalia 18cm
Muy bajo peso al nacer
Ductus arterioso
persistente

Retraso constitucional del
crecimiento.

Hidrocele derecho.
Diagndstico SMD (tipo:
citopenia refractaria) a los
10a

Hermano: LMA, -7 (6a), fallecido
tras alo-TPH (el donante fue el
caso indice)

Madre: SMD (35a)

Tio: LMA CBF (40a)



Anexos

Paciente

Caso 12

Caso 13

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Datos al diagndstico
Clinica
hematoldgica

Mujer de 55 afos
con LMA (tipo:
NOS)

Varén de 28 afios
con SMD
(diagnosticado en
la infancia)

Mujer de 59 afios
con SMD (tipo:
EB-2)

Nifio de 13 afios
con SMD (tipo:
EB-1)

Nifio de 8 afios
con bicitopenia

Sangre periférica

Serie roja: Hb 9,9g/dL;
VCM ND

Serie blanca: leucocitos
1.600/mm3

Plaquetas:
127.000/mm3

Serie roja: Hb 14,3g/dL;
VCM 99fL

Serie blanca: leucocitos
3.700/mm?3

Plaquetas: 74.000/mm?

Serie roja: Hb 8,1g/dL;
VCM ND

Serie blanca: leucocitos
1.700/mm3

Plaquetas: 30.000/mm3

Serie roja: Hb 2,3g/dL;
VCM 103fL

Serie blanca: leucocitos
1.320/mm?

Plaquetas: 7.000/mm3

Serie roja: Hb 11,2g/dL;
97,8VCM fL
Serie blanca: leucocitos
4.260/mm3
Plaquetas: 82.000/mm3

Médula 6sea

Celularidad: ND
Displasia: ND

Blastos: 66%
Cariotipo ND (FISH: -7)

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: no

Cariotipo 45,XY,-7[8]/
46,XY[12]

Celularidad: ND
Displasia: si
Blastos: 11%
Cariotipo:

46,XX,del(12)(p12),del(17)(p1

3)[2]/46,XX[1]
Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: 6%

Cariotipo:

46,XY,add(7)(p10),i(17)(q10)[

20]

Test fragilidad: positivo
Celularidad: disminuida
Displasia: no

Blastos: 3%

Cariotipo: ?46,XY[5]

Test de fragilidad: posible
mosaicismo
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Antecedentes Personales

No

Diagnodstico SMD (tipo:
citopenia refractaria) con
12a

Tumor seroso ovarico no
tratado, 57a

No

Estenosis de piloro RN
Ingresos hospitalarios
reiterados por infecciones
Hipoacusia neurosensorial

por agenesia nervio coclear

(3a)

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

Padre: neo pulmdn (70a)
Tia paterna: neo pancreas (80a)
Tio paterno: neo rifion (70a)

Tio paterno: ca pulmon (40a)
Abuela materna: CCR (80a)

No

Hermana: anemia de Fanconi
diagnosticada tras el estudio
familiar (10a)

Historia de leucemia en
familiares jovenes (rama
paterna): consanguinidad
familiar

No



Anexos

Paciente

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Datos al diagndstico
Clinica
hematoldgica

Nifio de 10 afios
con pancitopenia

Varén de 37 afios
con sospecha
clinica de anemia
de Fanconi
(diagnosticado en
la infancia)

Varén de 17 afios
con aplasia
medular no grave

Nifio de 13 afios
con bicitopenia

Sangre periférica

Serie roja: Hb 11,6g/dL;
93,8VCM fL

Serie blanca: leucocitos
2.580/mm?3

Plaquetas:
114.000/mm3

Serie roja: Hb 14,7g/dL;
94,3VCM fL

Serie blanca: leucocitos
4.800/mm3

Plaquetas:
238.000/mm?3

Serie roja: Hb 9,9g/dL;
VCM 106 fL

Serie blanca: leucocitos
3.200/mm?3

Plaquetas: 66.000/mm3

Serie roja: Hb 13,4g/dL;
VCM 86,8fL

Serie blanca: leucocitos
3.180/mm?3 (Ne 1.400)
Plaquetas: 84.000/mm3

Médula 6sea

Celularidad: disminuida
Displasia: no

Blastos: 0%

Cariotipo: 46,XY[20]
Test fragilidad: ND

ND
Test de fragilidad
cromosdémica: positivo

Celularidad: disminuida
Displasia: no

Blastos: 0%

Cariotipo: 46,XY[20]
Longitud telomérica:
acortada

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: 1%

Cariotipo: 46,XY[20]
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Antecedentes Personales

Fimosis

Talla baja
PNAy RVU al nacer

Hipoplasia 12 metacarpiano
y falanges de pulgar
derecho

Agenesia del 12
metacarpiano e hipoplasia
de las falanges de pulgar
izquierdo

Hipospadias glandary
frenillo hipopldsico

RVU

Estenosis de uretra
membranosa

Miopia, astigmatismo,
esteatosis hepatica, pie
plano, distrofia ungueal en
primer dedo mano
izquierda

Diagndstico AM con 10a
Distrofia ungueal
Leucoplasia de mucosa
yugal

Esplenomegalia

Dificultad para tragar

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

No

Hermano: anemia de Fanconi
(diagndstico clinico en la
infancia)

Abuela materna: anemia
crénica no filiada

Hermano: DC

Abuela paterna: CCR (34a)
Abuelo paterno: neo pulmoén
(45a)



Paciente

Caso 21

Caso 22

Caso 23

Caso 24

Caso 25

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica

Mujer de 12 afios
con neutropenia
ciclica grave

Nifia recién nacida
con neutropenia
grave

Nifio recién
nacido con
neutropenia grave

Nifia recién nacida
con neutropenia
grave

Mujer de 16 afios
con neutropenia

Sangre periférica

Serie roja: Hb 11,9g/dL;
VCM 86fL

Serie blanca: leucocitos
2.110/mm3 (Ne
20/mm3)

Plaquetas:
220.000/mm?

Serie roja: Hb 16,5g/dL;
VCM 98,7 fL

Serie blanca: leucocitos
2.620/mm?3 (Ne
70/mm3)

Plaquetas:
256.000/mm?3

Serie roja: Hb 10,4g/dL;
VCM 92,5 fL

Serie blanca: leucocitos
5.750/mm?3 (Ne
40/mm?3)

Plaquetas:
419.000/mm?3

Serie roja: Hb 15,3g/dL;
VCM 80,7 fL

Serie blanca: leucocitos
4.400/mm3 (Ne 0/mm3)
Plaquetas:
272.000/mm?3

Serie roja: Hb 13g/dL;
VCM 91fL

Médula 6sea

Celularidad: normal
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XX[6]
*Detencion madurativa total
en mielocito

Molecular: CSF3R no mutado
Celularidad: disminuida
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: ND

*Detencion madurativa total
en mielocito

Molecular: CSF3R no mutado
Celularidad: disminuida
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]
*Detencion madurativa total
en mielocito

Molecular: CSF3R no mutado
Celularidad: normal
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XX[20]
*Detencion madurativa total
en mielocito

Molecular: CSF3R no mutado
Celularidad: normal
Displasia: no

Blastos: no
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Antecedentes Personales

Diagndstico neutropenia
severa con 2a

Ingresos reiterados por
tiflitis, ileitis, absceso
perianal y cuadros
respiratorios. Ha requerido
GCSF.

Retraso en la caida del
corddén umbilical con
onfalitis leve.

Retraso en la caida del
corddn umbilical con
onfalitis leve.

No

Conducto arterioso abierto

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

Abuelo materno: neo pulmoén
(81a)

Abuelo paterno: neo laringe

No

Abuelo materno: tumor
cerebral

No



Anexos

Paciente

Caso 26

Caso 27

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica
cronica
(moderada)

Varén de 15 afios
con neutropenia
ciclica (moderada-
grave)y
monaocitosis

Nifio de 2 afios
con neutropenia
severa congénita

Sangre periférica

Serie blanca: leucocitos
4.900/mm?3 (Ne
700/mm?3)

Plaquetas:
327.000/mm?

Serie roja: Hb 13,9g/dL;
VCM 92fL

Serie blanca: leucocitos
3.300/mm?3 (Ne
260/mm3, M
1400/mm?3)

Plaquetas:
152.000/mm3

Serie roja: Hb 9,9g/dL;
VCM 81,6fL

Serie blanca: leucocitos
5.600/mm?3 (Ne
300/mm?3)

Plaquetas:
336.000/mm?3

Médula 6sea

Cariotipo: ND
*No arresto madurativo

ND
*Detencion madurativa total
en mielocito

Celularidad: normal
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]
*Detencion madurativa
parcial en mielocito
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Antecedentes Personales

Anemia por
eritroblastopenia neonatal
(resuelta)

Diagndstico de neutropenia
grave con la. A partir de los
43, la cifra de neutrdfilos
mejoro.

Ingresos de repeticion en la
infancia por complicaciones
infecciosas. Respuesta
parcial al G-CSF.

Diagndstico de neutropenia
moderada-grave ciclica al
nacer, con escasas
complicaciones infecciosas
Sordera neurosensorial, 11a
Dermatitis atdpica,
hipospadias y aftas orales

Talla baja al nacer,
recuperada

Neutropenia grave desde el
nacimiento, que fluctda
entre grave-moderada y
qgue ha ocasionado ingresos
por complicaciones
infecciosas

Excrecidon aumentada de
acido 3-metilglutacénico y
acido 3-metilglutarico

Antecedentes familiares de 12

0 22 grado

Hermana 12a: neutropenia
congénita (200/mm3) y
monocitosis (1300/mm?3). No
sordera.

Padre, 45a: neutropenia cronica

(800/mm?3), monocitosis
(1800/mm3) y sordera
neurosensorial

No



Paciente

Caso 28

Caso 29

Caso 30

Caso 31

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica

Varén de 40 afios
con neutropenia
congénita
(moderada-grave)
y trombocitopenia
leve

Nifia de 14 afios
con neutropenia
leve congénita

Nifio de 1 afio con
trombocitopeniay
dermatitis atépica
(eccema
generalizado)

Varén de 30 afios
con anemia
congénitay

Sangre periférica

Serie roja: Hb 17g/dL;
VCM 93fL

Serie blanca: leucocitos
3.160/mm?3 (Ne
800/mm?3)

Plaquetas:
100.000/mm?

Serie roja: Hb 13,6g/dL;
VCM 81fL

Serie blanca: leucocitos
4.300/mm?3 (Ne
1.200/mm3)

Plaquetas:
144.000/mm3

Serie roja: Hb 11,2g/dL;
VCM 76fL

Serie blanca: leucocitos
10.600/mm?3 (Ne
7.000/mm?3)

Plaquetas: 27.000/mm3

Serie roja: Hb 8,1g/dL;
VCM 101fL

Médula 6sea

ND

ND

Celularidad: normal
Displasia: no
Blastos: no
Cariotipo: 46,XY[20]

Celularidad: aumentada
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]
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Antecedentes familiares de 12

Antecedentes Personales
0 22 grado

Diagndstico de neutropenia
congénita (moderada-
grave) con 8 afios (Ne 300).
Algun ingreso por fiebre
neutropénica, para lo que
ha requerido G-CSF (con
respuesta parcial). Con los
anos, ha aumentado cifras
de Ne: 500-1000, aunque
presenta descensos
esporadicos.

No eccema.
Trombocitopenia leve (100-
150.000)

Hermano: neutropenia

Infecciones leves de
repeticion
Pubertad precoz

Padre: Neutropenia cronica
moderada

No No

Madre: anemia crénica no
filiada

Abuelo paterno: ADC prdstata
(61a)

No



Anexos

Paciente

Caso 32

Caso 33

Caso 34

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica
malformaciones
bseas

Nifia de 7 afios
con anemia
congénitay
sindrome
polimalformativo

Nifio de 10 afios
con anemia
congénita,
neutropenia leve
y sindrome
polimalformativo

Nifo de 11 afios
que presenté
anemia desde el
nacimiento hasta
los 8 afos

Sangre periférica

Serie blanca: leucocitos
4.080/mm?3 (Ne
1.200/mm3)

Plaquetas:
144.000/mm3

Serie roja: Hb 9,1g/dL;
VCM 89fL

Serie blanca: leucocitos
3.900/mm3 (Ne
1.800/mm3)
Plaquetas:
452.000/mm3

Serie roja: Hb 9g/dL;
VCM 101fL

Serie blanca: leucocitos
6.140/mm?3 (Ne
1.290/mm3)

Plaquetas:
425.000/mm?3

Serie roja: Hb 16,1g/dL;
VCM 98,2fL

Serie blanca: leucocitos
8.510/mm?3

Plaquetas:
262.000/mm?3

Médula 6sea

Médula ésea compatible con
eritroblastopenia
Cariotipo: 46,XX[20]

Celularidad: aumentada
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]
*Disminucion leve de la serie
eritroide

Celularidad: normal
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]

*Al diagndstico, existia
disminucidn de la serie
eritroide, que se normalizé
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Antecedentes familiares de 12

Antecedentes Personales
0 22 grado

Abuela materna: neo pulmén
(83a)

Talla baja, CIA intervenida,

rifién en herradura,

multiples efélides en la

cara, maculas
hipo/hiperpigmentadas,
implantacion baja de No
pabellones auriculares

En tratamiento con hierro
desde los 3-4 meses y
corticoideo crénico desde el
1,5 afio de vida
Hipospadias, genitales
ambiguos, criptorquidia
derecha, arteria umbilical
Unica, agenesia pulgar
derecho e hipoplasia
izquierdo, agenesia del
radio

Plagiocefalia, leve hipotonia

Abuelo paterno: ca géstrico

Cardiologia Wolff-
Parkinson-White, soplo
cardiaco, retraso en el
lenguaje, adrenarquia
prematura, intolerancia
alimentaria, con déficit de

Abuela materna: ca Utero, 67a



Paciente

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

Caso 39

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica

Mujer de 16 afios
con
eritroblastopenia
congénita

Varén de 23 afios
con anemia
congénita

Varén de 16 afios
con diagnostico
clinico de
Sindrome de
Shwachman-
Diamond
(diagnosticado en
la infancia)

Varén de 37 afios
con pancitopenia
levey
esplenomegalia
(desde hace 20
afos)

Varon de 59 afios
con LMA-t (tipo:

Sangre periférica

Serie roja: Hb 13,3g/dL;
VCM 100fL

Serie blanca: leucocitos
6.700/mm?3

Plaquetas:
221.000/mm3

Serie roja: Hb 11,8g/dL;
VCM 108fL

Serie blanca: leucocitos
5.600/mm?3

Plaquetas:
395.000/mm?3

Serie roja: Hb 14g/dL;
VCM 100fL

Serie blanca: leucocitos
15.700 (Ne 6.700)/mm?
Plaquetas: 68.000/mm3

Serie roja: Hb 12,5g/dL;
VCM 90fL

Serie blanca: leucocitos
3.000 (Ne 1.400)/mm?3
Plaquetas: 85.000/mm3

Serie roja: Hb 8,5g/dL;
VCM 92fL

Médula 6sea

Hipoplasia eritroide medular,
con normalidad del resto de
series.

Cariotipo: 46,XX[20]

Hipoplasia severa de serie
eritroide
Cariotipo: 46,XY[20]

Celularidad: aumentada
Displasia: no

Blastos: no

Cariotipo: 46,XY[20]
Molecular: IDH1

ND

Celularidad: aumentada
Displasia: si
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Antecedentes Personales

vitaminas liposolubles,
posible TEA

Rifién ectdpico

Manchas acrémicas
dispersas en tronco y una
mancha café con leche en
espalda

Insuficiencia pancreatica
cronica

Esplenomegalia

Lleva G-CSF crénico 3x
semana (si se retrasa en la
medicacion: Ne 300). Esto
lo lleva desde el diagndstico
por infecciones de
repeticion

Facies triangular, frente
grande, talla corta y cabello
rizado

ADC préstata con 57a

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

Padre: anemia con 6 afios, que
se resolvié de forma
espontanea

Abuelo paterno: ca pancreas

Abuelo paterno: cancer

Abuelo materno: ca pancreas

No

Padre: cancer

Padre: MM (62a) y CCR (68a)
Tio paterno: CCR (60a)



Anexos

Paciente

Caso 40

Caso 41

Caso 42

Caso 43

Caso 44

Datos al diagndstico

Clinica
hematoldgica
secundario a
terapia)

Mujer de 58 afios
con SMD-t (tipo:
EB-1)

Mujer de 58 afios
con LMA-t (tipo:
LMA con
translocacién
(10;11),
secundaria a
terapia).

Mujer de 55 afios
con LMA-t (tipo:
secundaria a
terapia)

Mujer de 67 afios
con LMA-t (tipo:
secundaria a
terapia)

Mujer de 62 afios
con SMD (tipo:
EB-2)

Sangre periférica

Serie blanca: leucocitos
127.490/mm3
Plaquetas: 83.000/mm3

Serie roja: Hb 11g/dL;
VCM ND

Serie blanca: leucocitos
2.220/mm?3

Plaquetas:
111.000/mm3

Serie roja: Hb 9,2g/dL;
VCM 118,2fL

Serie blanca: leucocitos
3.090/mm?3

Plaquetas:
281.000/mm?

Serie roja: Hb 8,4g/dL;
VCM 97,41L

Serie blanca: leucocitos
2.900/mm?3

Plaquetas:
122.000/mm3

Serie roja: Hb 9,2g/dL;
VCM 107,4fL

Serie blanca: leucocitos
3.820/mm?3

Plaquetas: 43.000/mm3

Serie roja: Hb 10,1g/dL;
VCM ND

Médula 6sea

Blastos: 94%

Cariotipo: 46,XY[20]
Molecular: IDH1, NPM1,
PTPN11

Celularidad: ND
Displasia: ND
Blastos: 7%
Cariotipo: complejo
Molecular: ASXL1

Celularidad: aumentada
Displasia: si

Blastos: 76%

Cariotipo: 46,XX[20]

Molecular: KMT2A::MLLT10

(MLL::AF10)

Celularidad: disminuida
Displasia: si

Blastos: 25%

Cariotipo: complejo
Molecular: TP53

Celularidad: normal
Displasia: si

Blastos: 65%
Cariotipo: 46,XX[20]

ND
Cariotipo: complejo
Molecular: CBL
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Antecedentes Personales

LMA con 47a

ADC ovario con 54a

ADC ovario con 51a

ADC ovario con 64a

No

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

Tia materna: ADC gastrico (84a)
Tio materno: ADC préstata (80a)

Padre: ADC préstata (70a)
Tio paterno: neo eséfago (70a)

Hermana: ca mama (45a)
Abuela materna: ca ovario
Tia: ca ovario (44a)

Padre: tumor (75a)
Tia paterna: ca mama
Tio paterno: ca vejiga (72a)

Hermana: ca mama (53a)

Hermana: LMA (52a)
Padre: LMA (37a)
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Datos al diagndstico
Paciente Clinica o Sangre periférica Médula ésea
hematolégica
Serie blanca: leucocitos
6.700/mm?3
Plaquetas:
181.000/mm3

Varén de 20 afios

Casoss  CONLLAB ND ND
(diagnosticada en
la infancia)
Mujer de 63 afios = Serie roja: Hb 14,4g/dL;
con VCM ND Celularidad: normal
Caso 46 trombocitemia Serie blanca: leucocitos = Displasia: no
esencial 5.380/mm?3 Blastos: no
(diagnosticada Plaquetas:
con 61 afios) 517.000/mm?3

Antecedentes Personales

No

No

Antecedentes familiares de 12
0 22 grado

Madre: ca mama
Abuelo paterno: ca renal, 82a
Tia paterna: GMSI, 50a

Hija: trombocitosis desde los 9
afios

Abuelo paterno: neo pulmén,
55a

SMD: Sindrome Mielodisplasico; EB-1: Exceso de Blastos tipo 1; Hb: Hemoglobina; VCM: Volumen Corpuscular Medio; ca: cdncer; a: afios; EB-2: Exceso de Blastos
tipo 2; neo: neoplasia; Ne: Neutrdfilos; TEA: Trastorno del Espectro Autista; SMD-t: Sindrome Mielodisplasico relacionado con |a terapia; ADC: Adenocarcinoma;
LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda; ND: No Disponible; VPH: Virus del Papiloma Humano; CCR: Cancer Colo Rectal; TBC: Tuberculosis; ARS: Anemia Refractaria
Simple; LLGG: Leucemia de Linfocitos Grandes Granulares; MID: Miembro Inferior Derecho; IOT: Intubacién Orotraqueal; VMNI: Ventilacion Mecanica No Invasiva;
alo-TPH: Trasplante alogénico de Progenitores Hematopoyéticos; LMA CBF: Leucemia Mieloblastica Aguda Core Binding Factor; LMA NOS: Leucemia Mieloblastica
Aguda Not Otherwise specified; RN: Recién Nacido; PNA: Pielonefritis Aguda; RVU: Reflujo Vesico-ureteral; AM: Aplasia Medular; DC: Disqueratosis Congénita;
M: Monocitos; CIA: Comunicacién Inter-auricular; LMA-t: Leucemia Mieloblastica Aguda relacionada con la terapia; MM: Mieloma Multiple; LLA-B: Leucemia

Linfoblastica Aguda de estirpe B; GMSI: Gammapatia Monoclonal de Significado Incierto.
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Tabla Suplementaria 6. Hallazgos en el analisis en linea germinal y manejo del paciente y familiares.

Paciente

Caso 1l

Caso 2

Caso 3

Caso 4

Caso 5

Caso 6

Andlisis en linea germinal

Muestra

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Variante genética

DDX41 (NM_016222):
c.27+1G>A

DDX41 (NM_016222):
¢.1015C>T; p.Arg339Cys

DDX41 (NM_016222):
¢.536C>T; p.Prol79Leu

DDX41 (NM_016222):
€.364G>T; p.Glu122*

TP53 (NM_000546):
c.844C>T; p.Arg282Trp

RUNX1 (NM_001754):
¢.319C>G; p.Argl07Gly

Estado alélico

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Actitud con sus familiares

Segregacion y seguimiento
de portadores sanos

Segregacion

Segregacion y seguimiento
de portadores sanos

Segregacion y seguimiento
de portadores sanos

La familia se muestra
expectante por el
momento

Segregacion
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Evolucidn del paciente

Enfermedad estable en
seguimiento.

Trasplantada de su hermano
(no portador), estable y en
seguimiento.

Trasplantado de su hermana
(portadora).

SMD/LMA en células del
donante y éxitus.

Trasplantado de DNE, estable
y en seguimiento

Exitus

Trasplantada de su hijo (no
portador), estable y en
seguimiento
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Paciente

Caso 7

Caso 8

Caso 9

Caso 10

Caso 11

Caso 12

Caso 13

Andlisis en linea germinal

Muestra

Fibroblastos
cutaneos

Sangre
periférica

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Fibroblastos
cutaneos

Variante genética

RUNX1 (NM_001754):
c.601C>T; p.Arg201*

RUNX1 (NM_001754):
¢.597dupG;
p.Pro200Alafs*13

GATA2 (NM_032638):
¢.1045T>A; p.Cys349Ser

GATA2 (NM_032638):
.616G>T; p.Glu206*

GATA2 (NM_032638):
c.1117T7>C; p.Cys373Arg

SAMD9 (NM_017654):
€.661C>T; p.Arg221*

SAMD9 (NM_017654):
c.4432A>G; p.lle1478Val

Estado alélico

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Actitud con sus familiares

Segregacion y seguimiento

de portadores con
citopenias leves

La familia se muestra
expectante por el
momento

Segregacion

La familia se muestra
expectante por el
momento

Segregacion

Informacion no
comunicada

Segregacion
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Evolucion del paciente

Trasplantado de su hija (no
portadora), estable y en
seguimiento

Estable y en seguimiento, en
tratamiento activo con
Eltrombopag

Trasplantada de DNE, estable y
en seguimiento

Ingresos por complicaciones
infecciosas

Desarrollo de enfermedad
intersticial pulmonar difusa

En seguimiento por distintas
unidades (ginecologia,
oncologia, neumologia y
unidad de linfedemas). Por
parte de hematologia, se
encuentra pendiente de
decision de alo-TPH.

Enfermedad estable y en
seguimiento

Trasplantada de DNE, recaida
y éxitus

Enfermedad estable y en
seguimiento
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Paciente

Caso 14

Caso 15

Caso 16

Caso 17

Caso 18

Caso 19

Andlisis en linea germinal

Muestra
Fibroblastos

cutaneos

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Variante genética

SAMD9 (NM_017654):
¢.1046_1047delCT;
p.Ser349*

FANCA (NM_000135):
€.295C>T; p.GIn99*

FANCA (NM_000135):
delecién exones 21y 22
FANCA (NM_000135):
-V1: ¢.295C>T; p.GIn99*.

-V2:¢.3558dupG;
p.Arg1187Glufs*28.

FANCD2 (NM_001018115):

-V1:c.2444G>A;
p.Arg815Gin.

-V2:c.2613A>C;
p.Lys871Asn.

RTEL1 (NM_001283009):
-V1:¢.2920C>T; p.Arg974*.

-V2:¢c.658G>A;
p.Asp220Asn.

Estado alélico

Heterocigosis

Homocigosis

Homocigosis
por LOH
materna

Heterocigosis

compuesta

Heterocigosis
compuesta

Heterocigosis
compuesta

Actitud con sus familiares

Segregacion, sin control
clinico

Segregacion. Una hermana
homocigota (enferma), en

seguimiento por
Hematologia.

Segregacion

Segregacion

Segregacién. Un hermano
heterocigoto compuesto
(enfermo), en seguimiento
por Hematologia

Segregacion
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Evolucion del paciente

Trasplantada de su hija (no
portadora). Posteriormente,
neo pancreas y éxitus.

Trasplantado de su hermana
(portadora sana), con recaida
y segundo alo-TPH (mismo
donante)

Trasplantado de DNE, estable
y en seguimiento

Enfermedad estable y en
seguimiento

Carcinoma de raiz dental

Seguimiento en Hematologia
con hematopoyesis
conservada

Recibid tratamiento con
Danazol para la DC.

Trasplante de médula ésea de
DNE.

En seguimiento por
Neumologia por afectacion
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Andlisis en linea germinal

Paciente
Muestra
Caso 20 San.grle.
periférica
Caso 21 San.grle.
periférica
Caso 22 San.gr’e'
periférica
Caso 23 San.grle.
periférica
Caso 24 San.gr’e.
periférica

Variante genética

DKC1 (NM_001363):

¢.1058C>T; p.Ala353Val.

ELANE (NM_001972):
c.416C>T; p.Prol139Leu

ELANE (NM_001972):
C.212G>A; p.Cys71Tyr

ELANE (NM_001972):
c.275_289del;
p.Arg92_ Arg96del

ELANE (NM_001972):
C.561C>A; p.Cys187*

Estado alélico

Hemicigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Actitud con sus familiares

Segregacion. Un hermano
hemicigoto (enfermo), en
seguimiento por
Hematologia.

Segregacion

Segregacion

Segregacion

Segregacion
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Evolucion del paciente

pulmonar con patrén
restrictivo leve (EICR crénico
vs manifestacion de la DC).

Estenosis esofagica secundaria
a esofagitis no eosinofilica que
ha precisado varias
dilataciones.

Adenocarcinoma en sigma-
recto extirpado

Ecografia hepatica de control:
multiples lesiones hipoecoicas.

Ciclos variables de 3-4
semanas. Los nadires cursan
con neutropenia muy severa
con clinica habitual de
gingivitis y aftas

Repetidos ingresos por
complicaciones infecciosas
que han requerido G-CSF.

Repetidos ingresos por
complicaciones infecciosas
gue han requerido G-CSF.

Repetidos ingresos por
complicaciones infecciosas
que han requerido G-CSF.
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Paciente

Caso 25

Caso 26

Caso 27

Caso 28

Caso 29

Caso 30

Caso 31

Andlisis en linea germinal

Muestra

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Sangre
periférica
Sangre

periférica

Sangre
periférica

Sangre
periférica

Variante genética

CSF3R (NM_000760):
c.1245delG;
p.Thr416Profs*17

GFI1 (NM_005263):
c.1145A>G; p.Asn382Ser

TAZ (NM_000116): c.110-
2A>G

WAS (NM_000377):
¢.881T>C; p.lle294Thr
WAS (NM_000377):

c.881T>C; p.lle294Thr

WAS (NM_000377):
¢.217T>C; p.Cys73Arg

RPL5 (NM_000969):
c.228delC; p.Cys76Trpfs*13

Estado alélico

Homocigosis

Heterocigosis

Hemicigosis

Hemicigosis

Heterocigosis

Hemicigosis

Heterocigosis

Actitud con sus familiares

Segregacion

Segregacion. Padre y
hermana heterocigotos
(enfermos), en
seguimiento por
Hematologia.

Segregacion

Segregacion

La familia se muestra
expectante por el
momento

Segregacion

Segregacion. Madre
heterocigota (enferma),
en seguimiento por
Hematologia.
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Evolucion del paciente

Complicaciones infecciosas de
manejo ambulatorio

Complicaciones infecciosas de
manejo ambulatorio

Seguimiento por ORL.

Repetidos ingresos por
complicaciones infecciosas
que han requerido G-CSF.

Hipotonia y afectacién de la
motricidad fina y grosera

Enfermedad estable y en
seguimiento

Enfermedad estable y en
seguimiento

Trasplante de DNE, con
posterior DLI. Actualmente, en
tratamiento con Eltrombopag
por trombocitopenia (16.000
plaquetas/mm?3).

Actualmente en tratamiento
con EPO, transfusiony
ciclosporina. Abuela materna:
neo pulmédn (83a)



Paciente

Caso 32

Caso 33

Caso 34

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

Andlisis en linea germinal

Muestra Variante genética
Sangre RPL5 (NM_000969): c.74-
periférica 1G>A
Sangre RPL11: deleciéon completa
periférica del gen

Sindrome de genes
Sangre .

eriférica contiguos que afecta a

P RPS17
Sangre RPS19 (NM_001022):
periférica c.3G>T; p.Metllle
Sangre RPS26 (NM_001029):
periférica c.3+1G>A

SBDS (NM_016038):
>angre V1: c.258+2T>C .
periférica

-V2: Delecién del exdn 2.
Sangre PTPN11 (NM_002834):
periférica ¢.923A>G; p.Asn308Ser

Estado alélico

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis
compuesta

Heterocigosis

Actitud con sus familiares

La familia se muestra
expectante por el
momento

La familia se muestra
expectante por el
momento

La familia se muestra
expectante por el
momento

Segregacion. Padre
heterocigoto (enfermo en
la infancia, con resolucion
posterior espontdnea), no
lleva seguimiento.

Segregacion

La familia se muestra
expectante por el
momento

La familia se muestra

expectante por el
momento

269

Evolucion del paciente

Actualmente en tratamiento
con corticoides

Ademads, seguimiento
multidisciplinar por distintas
especialidades

Actualmente en tratamiento
con corticoides

Ademas, seguimiento
multidisciplinar por distintas
especialidades

Resolucion de la anemia, en
seguimiento por Hematologia

Resolucion de la anemia, en
seguimiento por Hematologia

Actualmente en tratamiento
con corticoides

En tratamiento con G-CSF
cronico.

Enfermedad estable y en
seguimiento
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Paciente

Caso 39

Caso 40

Caso 41

Caso 42

Caso 43

Caso 44

Andlisis en linea germinal

Muestra

Fibroblastos
cutdneos

Fibroblastos
cutaneos

Sangre
periférica

Fibroblastos
cutaneos

Seleccidén de
linfocitos T
CcD3*

Fibroblastos
cutaneos

Variante genética

ATM (NM_000051):
c.4452_4462delGGATGTGT
CAT; p.Met1484llefs*3

ATM (NM_000051):
c.7456C>T; p.Arg2486*

BRCA1 (NM_007294):
c.2527del; p.Thr843GInfs*3

BRCA2 (NM_000059):
€.8961_8964delGAGT;
p.Ser2988Phefs*12

CHEK2 (NM_007194):
c.591delA;
p.Val198Phefs*7

CHEK2 (NM_007194):
¢.349A>G; p.Argll7Gly

Estado alélico

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Heterocigosis

Actitud con sus familiares

La familia ha sido derivada
a CGC.

Informacion no
comunicada

Segregacion y seguimiento
en Oncologia/ CGC

Segregacion y seguimiento
en CGC

La familia ha sido derivada
a CGC.

La familia ha sido derivada
a CGC
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Evolucion del paciente

Seguimiento por Cardiologia

Trasplantado de su hermana
(estado portador
desconocido), estable y en
seguimiento

En seguimiento por
Oncologia/CGC

Trasplantada de su hermana
(estado portador
desconocido), con
complicaciones postrasplante
y éxitus.

Trasplantada de su hermano
(portador), estable y en
seguimiento

En seguimiento por
Oncologia/CGC

Exitus por hemorragia cerebral

Exitus por progresion de su
enfermedad hematoldgica

Trasplantada de DNE, con
éxitus reciente por causa
desconocida.
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Andlisis en linea germinal

Paciente Actitud con sus familiares
Muestra Variante genética Estado alélico

Segregacion. Control de

Caso 45 Fibroblastos PAX5 (NM_016734): Heterocigosis portadores al inicio, que
cutaneos ¢.101C>G; p.Pro34Arg no se continua en el
momento actual
Segregacion Hermana
Caso 46 Fibroblastos JAK2 (NM_004972): Heterocigosis heterocigota (enferma),
cutaneos €.2984T>C; p.Phe995Ser en seguimiento por
Hematologia.

Evolucion del paciente

Habia comenzado seguimiento
por CGC.

Enfermedad estable y en
seguimiento

Enfermedad estable y en
seguimiento

SMD/LMA: Sindrome Mielodisplasico/Leucemia Mielobldstica Aguda; DNE: Donante No Emparentado; alo-TPH: Trasplante alogénico de
Progenitores Hematopoyéticos; LOH: pérdida de heterocigosidad (del inglés, Loss of Heterozygosity); DC: Disqueratosis Congénita; EICR:
Enfermedad Injerto Contra Receptor; ORL: Otorrinolaringologia; DLI: infusion de linfocitos del donante (del inglés; Donor Lymphocyte Infusion);

EPO: Eritropoyetina; CGC: Consejo Genético del Cancer.
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Tabla suplementaria 7. Resumen de las manifestaciones clinicas segun la afectacién de drganos y tejidos.
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ANEXO 8. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LOS PACIENTES CON UNA NEOPLASIA HEMATOLOGICA HEREDITARIA EN LA SERIE

CONSECUTIVA

Tabla suplementaria 8. Caracterizacion bioldgica germinal y somatica.

Variantes germinales (P/LP)

ATM: c.4452_4462delGGATGTGTCAT;
p.Met1484llefs*3

ATM: c.7456C>T; p.Arg2486*

BRCA1: c.2527del; p.Thr843GInfs*3

BRCA2: c.8961_8964delGAGT;
p.Ser2988Phefs*12

CHEK2: ¢.349A>G; p.Arg117Gly

Diagnéstico

LMA-t

SMD-t

LMA-t

LMA-t

SMD

Edad al
diagnéstico/sexo

59/H

58/M

58/M

55/M

62/M

Variantes germinales (VUS)

no

FANCA: c.1594G>A;
p.Glu532Lys
GATA2: c.395G>A;
p.Gly132Glu
RPS27:¢.89C>T; p.Ser30Phe

ND

no

no
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Variantes somaticas

IDH1: c.395G>A; p.Arg132His
NPM1: c.863_864insCTTG;
p.Trp288fs
PTPN11: c.205G>A; p.Glu69Lys
PTPN11: c.214G>A; p.Ala72Thr

RUNX1: c.593A>G;
p.Asp198Gly
DNMT3A: c.2500A>G;
p.Thr834Ala
EZH2: c.371A>G; p.Asp124Gly

DNMT3A:
€.2338_2340delinsGGA;
p.lle780Gly
U2AF1: c.104G>T; p.Arg35Leu

TP53: c.536A>T; p.His179Leu

ASXL1: p.GIn512*
CBL: p.Tyr371Cys

Cariotipo

46,XY[20]

47,XX,+der(1)del(1)(p33),-7,+8[10]

46,XX[20]; FISH: KMT2A/MLLT10

46,XX,del(5)(q13qg31)[2]/46,s11,add(3)(927)[3]/43-
44,s12,+der(5)del(5)(q13931),-16,-17,-18[cp5]

45,XX,del(5)(q13931),-
7,der(11)t(7;11)(q11.2;921)[15]/45,XX,del(5)(q13931),-
7,der(11)t(7;11)(q11.2;p11.2)[3]/46,XX[2]
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Variantes germinales (P/LP) Diagnéstico diagnE(fsat::::I/sexo Variantes germinales (VUS) Variantes somaticas Cariotipo
RUNX1: c.329A>G;
p.Lys110Arg
CHEK2: c.1421G>A; NF1: c.3987_3988d(i|AG|ns'I'I';
p.Argd74His P-Glu1330
CHEK2: c.591delA; p.Val198Phefs*7 LMA-t 67/M JAGNT: £ 334A5G: BCOR: 46 XX[20]
lle112Val ! €.3205_3214delGAGGCCATTG;
P: p.Glu1069GInfs*41
PRPF8: c.4793A>T;
p.Asp1598Val
DDX41: ¢.1035G>T;
ASXL1:¢.1900_1922del;
p.Glu635Argfs*15
DDX41: c.27+1G>A SMD 73/H no NRAS: c.35G>A; p.Gly12Asp 46,XY[20]
DDX41: c.1136C>A;
p.Pro379Gin
DDX41: ¢.1412G>C;
DDX41: c.536C>T; p.Prol79Leu SMD 54/H no p.Argd471Pro 46,XY[20]
SRSF2: p.Pro95His
GATAZ2: c.1045T>A; p.Cys349Ser SMD 22/M no no 48,XX,add(7)(q21),+8,+21[cp10]
GATA2: c.616G>T, p.Glu206* SMD 22/M no no 46,XX[20]
RPL5: c.228delC; p.Cys76Trpfs*13 M 2/H no no 46,XY[20]
FANCL:
RTEL1: c.2920C>T; p.Arg974*// X )
C658GoA; p Asp220Asn M 10/H ¢.1007_1008insGCTTAT; o 46,XV[8]

p.GIn335_lle336insMetLeu
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Variantes germinales (P/LP)

RUNX1: c.319C>G; p.Arg107Gly

SAMDS: c.1046_1047delCT; p.Ser349*

SAMD9: ¢.661C>T; p.Arg221*

TP53: c.844C>T; p.Arg282Trp

Diagnéstico

LMA

SMD

LMA

SMD-t

Edad al
diagnéstico/sexo

50/M

59/M

55/M

47/H

Variantes germinales (VUS)

no

no

WAS: c.175_176delCCinsTT;
p.Pro59Phe

no

Variantes somaticas

RUNX1:
¢.1274C>T;p.Pro425Leu
RUNX1: c.1424_1425ins10;
p.Vald76Alafs*127
NF1:c.6772C>T; p.Arg2258*
PHF6: c.749T>A; p.Val250Asp

TP53: c.488A>G; p.Tyr163Cys

IDH1: ¢.394C>G; p.Arg132Gly
CSF3R: ¢.2326C>T; p.GIn776*
DNMT3A: c.1668-1G>A

JAK2: ¢.1849G>T;
p.(Vale17Phe)

Cariotipo

46,XX,del(5)(q13q31)[2]/46,XX[18]

46,XX,del(12)(p12),del(17)(p13)[2]/46,XX[1]

Cariotipo ND. FISH -7

Cariotipo ND. FISH: +8, 5g-, p53, -7, +20q

P: patogénico (del inglés, Pathogenic); LP: probablemente patogénico (del inglés, Likely Pathogenic); VUS: variante de significado clinico incierto (del inglés, Variant of
Uncertain Significance); LMA-t: Leucemia Mieloblastica Aguda relacionada con la terapia, H: Hombre; SMD-t: Sindrome Mielodisplasico relacionado con la terapia; M:
Mujer; SMD: Sindrome Mielodisplasico; IM: Insuficiencia Medular; LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda.
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