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Abreviaturas

ARCH: (Age-related Clonal Hematopoiesis): Hematopoyesis clonal
relacionada con la edad

CCUS: (Clonal Cytopenia of Unknown Significance): Citopenia clonal
de significado incierto

CHIP: (Clonal Hematopoyesis of Indeterminate Potential): Hematopoyesis
clonal de potencial indeterminado

CNV: (Copy Number Variation): Variacion en el niumero de copias
CV: Cardiovascular

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ddPCR: Droplet Digital PCR

dPCR: PCR Digital

ECV: Enfermedad Cardiovascular

EICR: Enfermedad Injerto Contra Receptor

CV: Cardiovascular

FDA: Food and Drug Administration

GESMD: Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos

HR: (Hazard ratio): Razén de riesgos

HC: Hematopoyesis Clonal

HTA: Hipertension Arterial
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IAM: Infarto Agudo de Miocardio
ICUS: (Idiopathic Cytopenia of Unknown Significance): Citopenia idiopatica de

significado incierto

IDUS: (Idiopathic Dysplasia of Unknown Significance): Displasia idiopatica de signi-

ficado incierto

IL: Interleuquina

Indels: Alteracion genética en la cual se produce una insercién o una deleccion
LMA: Leucemia Mieloide Aguda

NGS: Next-Generation Sequencing

NMP: Neoplasia Mieloproliferativa

NMRT: Neoplasia Mieloide Relacionadas con la Terapia

PCR (Polymerase Chain Reaction): Reaccion en cadena de la polimerasa
qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction): PCR cuantitativa

ARN (Ribonucleic Acid): Acido ribonucleico

SMD: Sindrome Mielodisplasico

SMD/NMP: Neoplasia Mielodisplasica/Mieloproliferativa

SP: Sangre Periférica

SNV (Single Nucleotide Variant): Variante que consiste en el cambio de un solo
nucleétido respecto al genoma de referencia

RESMD: Registro Espafiol de Sindromes Mielodiplasicos

TAPH: Trasplante Autélogo de Progenitores Hematopoyéticos

TPH: Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos

Th: Linfocitos T helper

Tregs: Linfocitos T reguladores

VAF (Variant Allele Frequency): Frecuencia alélica de la variante

VPP: Valor Predictivo Positivo

WES (Whole Exome Sequencing): Secuenciacion del exoma

WGS (Whole Genome Sequencing): Secuenciacion del genoma
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Metodologia

La redaccion de este documento se ha basado en una revision sistematica de la
literatura y se ha empleado el sistema GRADE (Grading of Recommendations As-
sessment, Development, and Evaluation methodology) para graduar la fuerza de las
recomendaciones y evaluar la calidad de la evidencia.” Se han clasificado las reco-
mendaciones como fuertes (Grado 1) o débiles (Grado 2) y la calidad de la evidencia
que apoya la recomendacién se ha clasificado en alta (A), moderada (B) y baja
(C) (Tabla 1). Asi pues, una recomendacion grado 1A es el maximo nivel de reco-
mendacioén basado en una evidencia de alta calidad. Debido a la ausencia en estos
momentos de estudios que apoyen determinados aspectos de la CHIP, muchas de

las recomendaciones de esta Guia se basan en un consenso de expertos.
Este documento representa la primera versién de las recomendaciones espafiolas

para el diagnostico, seguimiento y manejo de los individuos con una CHIP. La Guia

estara disponible en la pagina web del GESMD vy sera actualizada regularmente.
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Tabla 1. Clasificacion de las recomendaciones

Grado de

recomendacion

1A
Recomendacion
fuerte, alta calidad
de la evidencia.

1B
Recomendacion
fuerte, moderada
calidad de la
evidencia.

1C
Recomendacion
fuerte, baja calidad
de la evidencia.

Riesgo/beneficio

Los beneficios
superan claramente
los riesgos y
viceversa.

Los beneficios
superan claramente
los riesgos y
viceversa.

Los beneficios
parecen superar los
riesgos y las cargas, o
viceversa.

Calidad de la
evidencia

Evidencia consistente
de ensayos
controlados aleatorios
bien realizados o
evidencia abrumadora
de alguna otra forma.
Es poco probable que
mas investigaciones
cambien nuestra
confianza en la
estimacion de
beneficio y riesgo.

Evidencia de ensayos
controlados aleatorios
con limitaciones
importantes (resultados
inconsistentes, fallos
metodoldgicos,
indirectos o
imprecisos), o
evidencia muy fuerte
de algun otro disefio
de investigacion.

Es probable que la
investigacion adicional
(si se realiza) tenga un
impacto en nuestra
confianza en la
estimacion de
beneficio y riesgo y
puede cambiar la
estimacion.

Evidencia procedente
de estudios observa-
cionales, experiencia
clinica o ensayos
randomizados con
limitaciones importantes.
Cualquier estimacion
del efecto es incierta.

Implicacion

Recomendaciones
solidas que pueden
aplicarse a la mayoria
de los pacientes en la
mayoria de las
circunstancias sin
reservas. Los médicos
deben seguir una
recomendacion firme a
menos que se presente
una justificacién clara y
convincente para un
enfoque alternativo.

Recomendacién
fuerte y se aplica a la
mayoria de los
pacientes. Los
médicos deben seguir
una recomendacion
firme a menos que se
presente una
justificacién clara 'y
convincente para un
enfoque alternativo.

Recomendacién fuerte
y se aplica a la mayoria
de los pacientes. Sin
embargo, parte de la
base de pruebas que
respalda la recomen-
dacion es de baja
calidad.

2A
Recomendacion
débil, alta calidad
de la evidencia.

2B
Recomendacion
débil, moderada
calidad de la
evidencia.

2C
Recomendacion
débil, baja calidad
de la evidencia.

Referencias

Los beneficios son
similares a los
riesgos.

Los beneficios son
similares a los
riesgos, con cierta
incertidumbre en las
estimaciones de
beneficios y riesgos.

Incertidumbre en las
estimaciones de bene-
ficios y riesgos; los
beneficios pueden estar
estrechamente equilibra-
dos con los riesgos.

Evidencia consistente de
ensayos controlados
aleatorios bien realizados
0 evidencia abrumadora
de alguna otra forma. Es
poco probable que la
investigacion adicional
cambie nuestra
confianza en la
estimacion de beneficio
y riesgo.

Evidencia de ensayos
controlados aleatorios
con limitaciones
importantes
(resultados
inconsistentes, fallos
metodolégicos, indi-
rectos o imprecisos),
o evidencia muy
fuerte de algun otro
disefio de investiga-
cién. Es probable que
la investigacion
adicional (si se realiza)
tenga un impacto en
nuestra confianza en
la estimacién de
beneficio y riesgo y
puede cambiar la
estimacion.

1. Grading Guide for recommendations for management of patients.
https://www.wolterskluwer.com/en/solutions/uptodate/policies-legal/grading-guide

Recomendacién
débil, la mejor accion
puede diferir seguin
las circunstancias o
los pacientes o los
valores sociales.

Recomendacién
débil, es probable que
enfoques alternativos
sean mejores para
algunos pacientes en
determinadas
circunstancias.

Recomendacién muy
débil; otras
alternativas pueden
ser igualmente
razonables.
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Presentacion y objetivos

Autores: Maria Julia Montoro, Hospital Universitari Vall d’'Hebron, Barcelona;
Andrés Jerez, Hospital General Universitario Morales Meseguer, Murcia.

El envejecimiento se asocia con la adquisicién progresiva de mutaciones en todos los
tejidos del organismo, la mayoria de las cuales no presentara ninguna consecuencia
funcional.” Sin embargo, en ocasiones, la presencia de estas mutaciones o de otras
alteraciones genéticas adquiridas puede conferir una ventaja proliferativa a una célula 'y
a toda su progenie dando lugar a un clon. Cuando este fendmeno ocurre a nivel de las
células madre hematopoyéticas se denomina hematopoyesis clonal (HC) y se traduce

en la presencia de células sanguineas con la misma alteracion en sangre periférica.

La existencia de una HC en individuos sanos ya ha sido descrita en el pasado,?®
pero gracias a la aplicacion de las técnicas de secuenciacién masiva se ha pues-
to de manifiesto una frecuencia relevante en la poblacion sana. El impacto en la
clinica de la HC viene determinado por el hallazgo, en estudios retrospectivos, de
su asociacion con un incremento relativo de eventos cardiovasculares, neoplasias
hematoldgicas y mortalidad.*” En el 2015, Steensma y colaboradores, con la finali-
dad de delimitar esta nueva entidad, proponen el término de hematopoyesis clonal
de potencial indeterminado o CHIP (de sus siglas en inglés, Clonal Hematopoiesis

of Indeterminate Potential), aplicable a individuos con una HC originada en la pre-
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sencia de mutaciones en genes relacionados con neoplasias hematoldgicas, con
una frecuencia alélica de la variante (VAF) > 2% y ausencia de hemopatia maligna.
Ademas, la incorporacion del término “potencial indeterminado” refleja, por una
parte, la incertidumbre que existe actualmente en cuanto a la repercusion clinica
de la CHIP en cada individuo (desde ninguna hasta el desarrollo de una leucemia
aguda) y, por otra parte, el desconocimiento en la relacién de la CHIP con el resto
de sistemas de nuestro organismo (sistema cardiovascular, neurolégico o sistema

inmune/inflamatorio).®

No cabe duda de que el descubrimiento de la CHIP tiene un impacto en numerosos
campos: ha permitido un mejor conocimiento de la fisiopatologia de los sindromes mie-
lodisplasicos (SMD) y leucemias mieloides agudas (LMA), asi como de las enferme-
dades cardiovasculares, y abre nuevas hipétesis sobre su implicacién en la patogenia
de enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Todo ello ha permitido que la CHIP se
establezca como una nueva entidad precursora y sea objeto de una intensa investiga-
cién en varios campos de la Medicina. Sin embargo, existe una falta de estandarizacion
en la definicion, la metodologia diagndstica y el seguimiento clinico de los individuos
con CHIP.

Os presentamos la Guia de Consenso de la Hematopoyesis Clonal de Potencial

Indeterminado CHIP, fruto del esfuerzo colaborativo de todos los miembros del

grupo de Trabajo de la CHIP del Grupo Espafiol de Sindromes Mielodisplasicos,

cuyos objetivos son:

® Presentar una actualizacion de la informacién mas relevante de la CHIP.

e Ofrecer una herramienta que permita homogeneizar los criterios fundamentales en
el diagnéstico y manejo de la CHIP, que resulte en una mejor asistencia a nuestros

pacientes y facilite la investigacion cooperativa.
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Somos conscientes de que la continua mejora de las técnicas diagnésticas y el se-
guimiento de cohortes mas amplias, implica que las definiciones y el manejo sugeri-
dos en este documento sean susceptibles de cambios, asi como de la inclusién de

nuevos conceptos.
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Introduccion y definicion

Autores: Ana Alfonso, Clinica Universidad de Navarra, Pamplona; Moénica del Rey, Centro de Investigacion
del Céancer, Hospital Universitario de Salamanca; Sofia Toribio, Centro de Investigacion del Céancer, Hospital
Universitario de Salamanca; Marta Martin-lzquierdo, Centro de Investigacion del Cancer, Hospital Universitario de
Salamanca; Maria Hernandez-Sanchez, Centro de Investigacion del Cancer, Hospital Universitario de Salamanca;
Mar Mallo, Institut de Recerca Contra la Leucémia Josep Carreras, Badalona; Pamela Acha, Institut de Recerca
Contra la Leucémia Josep Carreras, Badalona; Laura Palomo, Vall d’Hebron Institute of Oncology, Barcelona;
Berndrdo Lopez-Andradre, Hospital Universitari Son Espases, Paima de Mallorca; Esperanza Tuset, Institut Catala
d’Oncologia, Girona; Leonor Arenillas, Hospital del Mar, Barcelona; Angela Gil, Hospital Universitario de Guadalajara.

Los criterios definitorios de CHIP son:

1. La presencia de al menos una mutacién somatica detectable en sangre

periférica en un gen mutado en las neoplasias hematoldgicas.

2. Una frecuencia alélica de la mutacién (VAF) > 2%.

3. La ausencia de una neoplasia hematolégica u otro desorden

clonal hematopoyético.
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Contexto histérico

En 1996, Busque y colaboradores, describieron por primera vez que la HC podia ocu-
rrir con el envejecimiento y en ausencia de enfermedad.! Posteriormente, en el afio
2012, otros investigadores analizaron datos de arrays gendmicos de mas de 50.000
individuos y encontraron que la frecuencia del mosaicismo cromosémico adquirido en
sangre periférica era bajo (< 0,5%) en personas menores de 50 afios pero aumentaba
de manera significativa (2-3%) después de esa edad.? Ese mismo afo, el grupo de
Busque, identificé mutaciones en TET2 en un =~ 5% de mujeres mayores de 65 afos.?
Esta fue la primera demostraciéon de la presencia de una mutacién responsable de
una HC en personas sanas. Dos afios més tarde, se publicé el genoma completo de
una mujer de 115 afios y se identificaron 450 mutaciones somaticas en sus células
sanguineas que, probablemente, se habian ido acumulando a lo largo de su vida. Esta
anciana nunca llegé a desarrollar ninguin trastorno hematopoyético maligno por lo que
los autores describieron estas mutaciones como “pasajeras inofensivas”.* Finalmente
en 2014, tres grupos de investigacion independientes evaluaron la presencia de muta-
ciones somaticas relacionadas con el cancer hematol6gico mediante la secuenciacion
del exoma de células sanguineas de miles de personas sin antecedentes conocidos
de hemopatia maligna. Todos ellos coincidieron en que las mutaciones halladas se res-
tringian a un nimero limitado de genes, mayoritariamente implicados en el desarrollo
de neoplasias hematoldgicas (sobre todo mieloides); que su presencia se relacionaba
con la edad, siendo < 1% en individuos < 40 afios, pero > 10% en aquellos mayores
de 70 afos; y que se asociaban a un mayor riesgo de desarrollo de neoplasias mieloi-
des, enfermedad isquémica cardiovascular y mortalidad global.5>” Desde entonces, se
han utilizado varios nombres para referirse a esta entidad: Hematopoyesis clonal (HC)
es el término mas amplio y hace referencia a la presencia de un clon hematopoyético
debido a cualquier mutacién (asociadas o no a neoplasias hematolégicas) y de cual-
quier tamafio; Hematopoyesis clonal asociada con la edad (ARCH, Age-Related Clonal
Hematopoiesis), es un término vagamente definido que alude a la presencia de un clon

hematopoyético debido a mutaciones recurrentes y especificas, de cualquier tamafio
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(generalmente VAF < 2%) y sin evidencia de neoplasia hematoldgica; y finalmente,
hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (CHIP), término acufiado en 2015
por Steensma y que hace referencia exclusivamente a la presencia de clones hemato-
poyéticos debido a mutaciones en genes relacionados con neoplasias hematologicas,
a partir de una determinada VAF (> 2%) y en ausencia de otras hemopatias malignas.®

La informacién de estas Guias se limitan al término CHIP.

¢Es la HC un proceso fisiolégico o patolégico?

Desde la descripcion de la CHIP surge el interrogante de si representa una consecuen-
cia normal del envejecimiento del sistema hematopoyético o, por el contrario, un es-
tado preleucémico. Estudios en modelos murinos han demostrado que los dos genes
mutados con mayor frecuencia en la CHIP (DNMT3A y TET2) mejoran la autorrenova-
cion de las células madre hematopoyéticas,®'" lo que sugiere que la expansion clonal
podria representar un mecanismo compensatorio para mantener una hematopoyesis
normal en edades avanzadas, cuando la mayoria de las células madre tienen un po-
tencial proliferativo disminuido. Ademas, técnicas de secuenciacion ultrasensibles han
permitido detectar una HC en practicamente todas las personas, independientemente
de la edad™ y, aunque inicialmente las personas con una CHIP tiene un riesgo nota-
blemente mayor de desarrollar un cancer hematologico, solo una minoria acabaran
desarrollandola (riesgo absoluto de 0,5-1% al afio).® Todo ello es sugestivo de que la
CHIP podria considerarse un proceso fisiolégico relacionado con el envejecimiento. En
este sentido, parece que es la presencia de determinadas caracteristicas como son el
tamario del clon (p.ej. VAF > 10%), el nimero de mutaciones (> 2) o la presencia de
determinades mutaciones (p.ej. genes del splicing o de la reparacion del ADN),>'34 asi
como alteraciones en el microambiente medular o en el sistema inflamatorio,'®'® o la
existencia de situaciones especiales como la exposicién a quimioterapia,'”'® mas que
la mera presencia de una CHIP, las que juegan un papel relevante en el desarrollo y

evolucion de la hemopatia.
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Definicion de CHIP y distincion con otras entidades relacionadas

En los ultimos 10 afos se han descrito multiples entidades que comparten algu-
nas de las caracteristicas de SMD, pero que no llegan a cumplir los criterios diag-
nosticos definitorios de SMD. Es muy importante diferenciarlas de éstos debido
a que el riesgo de evolucion a LMA varia de una entidad a otra y, por lo tanto,
marcara el seguimiento clinico del individuo (Figura 1). Dentro de estas entidades
se encuentra la citopenia idiopatica de significado incierto (ICUS, idiopathic cyto-
penia of unknown significance), cuando solo se objetiva citopenia/s sin displasia
ni clonalidad; la displasia idiopatica de significado incierto (IDUS, idiopathic dys-
plasia of unknown significance), cuando solo se objetiva displasia sin citopenia/s
ni clonalidad; la citopenia clonal de significado incierto (CCUS, clonal cytopenia
of unknown significance), cuando se objetiva citopenia/s y clonalidad sin dis-
plasia y, finalmente, la CHIP, cuando solo se objetiva clonalidad a partir de una
frecuencia alélica de un 2% (Tabla 2).8'°-?" A diferencia que en la CHIP, el punto de
corte de la VAF en las CCUS esta por determinar, y todavia no hay un punto de

corte de VAF establecido.

Algunos autores proponen la presencia de al menos una variante con una VAF 20%
para diagnosticar una CCUS, puesto que la citopenia debe justificarse exclusiva-
mente por la presencia de un proceso clonal que resulte en una hematopoyesis in-
eficaz y clones mas pequefios no explicarian por si solos la citopenia.?”-?® El empleo
de una VAF alta, probablemente ayude a diferenciar entre las citopenias debidas
exclusivamente a procesos clonales (CCUS) de citopenias de origen secundario
(p.€j. insuficiencia renal, déficits nutricionales o téxicos medulares) que coexisten
con pequefos clones CHIP. Ademas, este punto del 20% se basa en la asociacion
con un riesgo de progresion a neoplasia mieloide > 95% en 10 afos.? Otros fac-
tores asociados a mayor riesgo de progresion de CCUS a neoplasia mieloide en la

CCUS incluyen el nimero de variantes y el tipo de gen afectado.®®
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Citopenias Displasia

ICUS IDUS
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LMA

CCus

CHIP

Hematopoyesis clonal

Clonalidad

Figura 1. Relacion entre citopenia, displasia y clonalidad en SMD y otras patologias relacionadas.

De acuerdo con la evidencia disponible y, sobre todo, la relevancia clinica que han

demostrado los criterios definitorios de CHIP propuestos por Steensma en 2015, se

considera que un individuo presenta una CHIP si cumple todos los siguientes criterios:

1. La presencia de, al menos, una mutaciéon somatica detectable en sangre periférica
en un gen mutado en neoplasias hematolégicas.*

2. Una frecuencia alélica de la mutacion (VAF) > 2%.

3. La ausencia de neoplasia hematoldgica u otro desorden clonal hematolégico.

*Es importante destacar, de acuerdo con la definicién propuesta por Steensma,® que
una variacién en el nimero de copias (CNV, Copy Number Variation) resultante de una
alteracion cromosomica estructural clonal y que afecte a genes implicados en neopla-
sias hematoldgicas, también es consistente con una CHIP. Aunque la mayoria de tra-

bajos publicados se han centrado en el estudio de mutaciones de un Unico nucleétido
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(SNV) e inserciones/delecciones (indels) y, por tanto, no reportan CNVs, cada vez hay
mas evidencia de que también hay casos de CHIP en individuos que presentan estas
alteraciones somaticas y, aunque son menos frecuentes que los tipos de variantes

comentadas, presentan un impacto clinico similar al de las mutaciones puntuales.®'

Por otro lado, en el ambito clinico se puede dar la situacion de pacientes a los que
se les realiza un aspirado medular por citopenia/s en los que se detectan mutacio-
nes patogénicas en genes asociados a neoplasias hematolégicas, con la posterior
resolucion espontanea de las citopenias que motivaron el estudio. Estos pacientes
ya no pueden clasificarse como CCUS (no presentan la citopenia/s persistente) y a
pesar de no cumplir estrictamente los criterios propuestos al no haberse estudiado

la mutacion en sangre periférica, son altamente sugestivos de presentar una CHIP.

Tabla 1. CHIP y otras entidades relacionadas: caracteristicas y criterios diagnésticos

ICUS IDUS CHIP CCuUs SMD
Displasia® - + - - +
Citopenia/s® + - - + +
Blastos MO <5% <5% <5% <5% <20%
Alteraciones citogenéticas - - +/- +/- ++
Alteraciones moleculares® - - +C +d +++
Evolucién a SMD - - <1% anual >95%e

2 Al menos 10% de las células de un linaje (eritroide, granulocitica, megacariocitica) presentan
displasia.

b Citopenia persistente durante al menos 4 meses.

¢ VAF > 2%.

9 VAF > 20%.

¢ Los pacientes con CCUS presentan una mayor probabilidad de evolucién a neoplasia mieloide
que aquellos sin clonalidad (ICUS) (HR 13.9; 95% CI 5.4-35.9); y un riesgo acumulado de progre-
sién a neoplasia mieloide a los 10 afios de un 95%.

Abreviaturas:

CCUS, Clonal Cytopenia of Unknown Significance; CHIP, Clonal Hematopoiesis of Indeterminate
Potential; ICUS, Idiopathic Cytopenia of Unknown Significance; IDUS, Idiopathic Dysplasia of Unknown
Significance; SMD, Sindrome Mielodisplasico.
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Diagnoéstico
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¢ Para |a estandarizacion del estudio de CHIP se deben adoptar unos
criterios diagnésticos homogéneos (1A).
* Los genes mas frecuentemente mutados en los estudios publicados hasta
ahora son los reguladores epigenéticos (DNMT3A, TET2 y ASXL7).
Se propone un conjunto de genes y regiones para un analisis completo
de CHIP basado en una revision bibliografica exhaustiva (1B).

* | a técnica que ofrece la mejor relacion coste-efectividad es la secuenciacion
masiva (NGS) dirigida que, ademas, es la metodologia de mayor implantacion
en el ambito clinico para el estudio en profundidad de marcadores
moleculares implicados en neoplasias hematoldgicas (1A).

* Aunqgue en la definicién de CHIP se incluye cualquier alteraciéon somatica
independientemente de su categorizacion (patogenicidad), se recomienda
clasificar y categorizar las alteraciones moleculares (1C). Para tal fin, se
proponen numerosas herramienta que permiten una buena categorizacion

de las variantes detectadas en los estudios de NGS.
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Introduccién y genes descritos en individuos con chip

La deteccién de una HC vendra determinada por una serie de factores, incluyendo la
profundidad de cobertura de la secuenciacion, el nimero de genes (o regiones) ana-
lizados, la sensibilidad de la metodologia, la correcta eliminacion de los artefactos de
secuenciacion, etc. Por ello, y dadas las implicaciones clinicas derivadas de la HC, es

necesario unificar y estandarizar los criterios utilizados para su definicion.

Los primeros estudios de secuenciacion llevados a cabo en grandes poblaciones de
individuos aparentemente sanos, y que describian el fenédmeno de la hematopoyesis
clonal asociada a la edad, utilizaban datos de exoma y se focalizaban principalmente
en genes driver o iniciadores, previamente asociados a cancer."?® Fue en estos trabajos
donde se observo que la gran mayoria de mutaciones detectadas en sangre periférica,
y que daban lugar a una HC, afectaban a genes descritos en neoplasias hematolégicas,
principalmente de la linea mieloide. Estas mutaciones incluian tanto variantes puntuales

(SNVs, de single nucleotide variants) como pequefas inserciones y deleciones (indels).

Estos estudios detectaban HC en el 2-4% de los individuos estudiados, siendo ésta muy
poco frecuente (< 1%) en aquellos individuos menores de 40 afios, pero mucho mas
recurrente a partir de los 70 afios (> 10%). Estudios posteriores describen un porcentaje
mayor (12%) de HC en la poblacion global estudiada a través de datos de genomas
completos, donde identificaban la HC en base a la acumulacién de mutaciones somati-
cas en un clon hematopoyético dominante, independientemente del gen o la region del

genoma que se viera afectada por dichas mutaciones.*

La frecuencia de la HC también varia en funcion de la naturaleza de la cohorte estudiada.
Por ejemplo, estudios llevados a cabo en cohortes de pacientes con cancer (tumores s6-
lidos) detectan hasta un 25-30% de casos con HC en el total de la serie analizada.>¢ Los
factores que contribuyen a esta frecuencia mayor no estdn completamente definidos,

pero podrian incluir la edad, el tabaco y la exposicion a terapia oncoldgica.>¢ Asimismo,
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la HC también es mas frecuente (35-50%) en aquellos individuos que presentan ICUS,”#

0 en pacientes con anemia aplasica (65-70%).> '°

De forma similar, la prevalencia de la HC también se puede ver afectada por la sensibilidad
de la técnica utilizada y por el punto de corte de la VAF considerada para establecer la clo-
nalidad. El uso de técnicas mas sensibles permite detectar clones mucho mas pequefios
que los observados en los estudios iniciales.'™> De hecho, un estudio llevado a cabo uti-
lizando secuenciacion ultra profunda (deteccion de VAFs de hasta 0,03%) concluy6 que,
a partir de los 50 afios de edad, practicamente todos los individuos presentan HC."" Sin
embargo, la relevancia biolégica y clinica de estos clones tan minoritarios se desconoce,
por lo que es importante establecer un punto de corte en funcién del objetivo del estudio

planteado y, sobre todo, para la consideracion de la HC en la practica clinica.

Basandonos en la evidencia disponible y con el objetivo de destacar las consecuencias
clinicas de la HC, en esta guia se propone utilizar los criterios de definicién de CHIP, tér-
mino propuesto por Steensma y colaboradores en 2015 y utilizado en la gran mayoria de

trabajos llevados a cabo desde entonces'® y que se detallan en el capitulo 4.

Teniendo en cuenta que el nimero de genes recurrentemente mutados en las neoplasias
hematoldgicas es muy extenso y que los principales actores implicados en la CHIP ya
han sido identificados, proponemos un panel de genes minimo a tener en cuenta para

estudiar la CHIP (Tabla 1).
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Tabla 1
Gen
DNMT3A
TET2
ASXL1
JAK2
PPM1D
TP53
SF3B1
GNB1
SRSF2
CHEK2
CBL
KMT2D
GNAS
NRAS
CUX1
RAD21
SETD2
U2AF1
BCOR
ZRSR2
IDH2
STAT3
MYD88
EZH2
SF1
MPL
CREBBP
ATM
KIT
PTPN11
SETBP1
SH2B3
IDH1
KRAS
RUNX1

Abreviaturas: PS, Poblacion sana; PC, Poblacion con cdncer (tumores sdlidos).
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Frecuencia (PS) Frecuencia (PC) Regiones (exones)

1,57%
0,46%
0,28%
0,15%
0,14%
0,13%
0,11%
0,07%
0,06%
0,04%
0,04%
0,03%
0,03%
0,02%
0,02%
0,02%
0,02%
0,02%
0,02%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%
0,01%

10-12%
3-8%
1-2%
<0,5%
1,00%
0,50%
0,50%
<0,5%
<0,5%
<0,5%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%
<0,1%

todos
todos
9-13
12,14
4-6
todos
10-16
5

1
todos
8-9
todos
8

2-3
todos
todos
todos
2-7
todos
todos
4
19-22
3-5
todos
todos
todos
todos
todos
2,8-14,17
todos
4

2-8

4

2-3

todos

Transcrito
NM_022552.4
NM_001127208.2
NM_015338.6
NM_004972.3
NM_003620.4
NM_000546.5
NM_012433.3
NM_002074.5
NM_003016.4
NM_007194.4
NM_005188.4
NM_003482.3
NM_000516.6
NM_002524.5
NM_001913.5
NM_006265.3
NM_014159.6
NM_001025204.1
NM_017745.6
NM_005089.3
NM_002168.3
NM_139276.2
NM_002468.5
NM_004456.5
NM_201995.2
NM_005373.3
NM_004380.3
NM_001351834.2
NM_000222.2
NM_002834.4
NM_015559.3
NM_005475.3
NM_005896.3
NM_033360.4
NM_001754.4

Hotspots
R882

V617F

K700E, K666N
K57
P95

R201
G13, Q61

S34F, R156H

R140Q
D661Y
L265P

W515L

Tabla 1. Listado de genes propuesto para un estudio completo de la CHIP y regiones que se
recomiendan analizar (se incluyen aquellas regiones descritas tanto en individuos con CHIP
como en neoplasias hematoldgicas), ordenados segun su frecuencia. Los 10 genes encua-
drados en verde son aquellos que se recomienda analizar como minimo en cualquier estudio
de CHIP. Los del recuadro naranja se han descrito de forma recurrente, pero con una menor
frecuencia, mientras que los del recuadro azul se han descrito en estudios puntuales o con una
frecuencia muy baja.

La gran mayoria de los genes recurrentemente mutados en la CHIP se pueden eng-
lobar en 3 categorias: reguladores epigenéticos, factores de splicing y genes implica-
dos en la respuesta del dafo al ADN. Otros genes detectados con menor frecuencia
son aquellos que codifican para componentes de vias de sefalizacién y transduc-
cion, factores de transcripcién y miembros del complejo de la cohesina.’® La Figura
2 muestra la frecuencia de dichos genes en el conjunto de individuos con CHIP. Las
mutaciones que afectan a estos genes y que juegan un papel en la CHIP son de
tipo iniciador, y suelen promover un aumento muy sutil en el fitness y la capacidad
de autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas, generando una pequefia
expansion clonal que, en la mayoria de los casos, se mantendra en niveles muy ba-
jos. En un reducido numero de individuos, otras alteraciones como la adquisicion de
mutaciones adicionales, contribuirdn a una mayor expansioén clonal y al desarrollo de

una neoplasia en ultima instancia.

Las mutaciones que podemos detectar en estos genes pueden ser de tipo missense
(cambio de aminoéacido), nonsense (generaciéon de un codén de parada prematuro
que mayoritariamente trunca la proteina), frameshift (que alteran la pauta de lecturay
mayoritariamente truncan la proteina) o de splicing (cuando afectan al procesamiento

del ARN).
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Figura 2. Genes recurrentemente mutados en individuos con CHIP. Modificado de Challen GA, et al.'®

Reguladores epigenéticos

Los reguladores epigenéticos son genes implicados en procesos que modifican la expre-
sion del ADN sin alterar su secuencia. Son los genes mas frecuentemente mutados en la
CHIP (constituyen >70% de las mutaciones detectadas; Figura 1) y podemos dividirlos
en genes implicados en la metilacién del ADN (DNTM3A, TET2, IDH1/2) y genes modi-
ficadores de la cromatina y las histonas (ASXL1, EZH2, KMT2D). Se encuentran princi-
palmente afectados por mutaciones truncantes que suelen afectar a toda la regién co-
dificante del gen y que conllevan una pérdida de funcién de la proteina, a excepcion de
IDH1/2, que presentan mutaciones missense puntuales que afectan a posiciones hots-
pot. Los reguladores epigenéticos se encuentran recurrentemente mutados en diversas
neoplasias hematolégicas, sobretodo de naturaleza mieloide (SMD, neoplasias mielo-

displasicas/mieloproliferativas [SMD/NMP] y, con menor frecuencia, LMA y neoplasias
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mieloproliferativas [NMPY]), pero también en algunas neoplasias linfoides como el linfoma
difuso de células grandes B, la leucemia aguda linfoblastica T y los linfomas de células T.
En concreto, los denominados genes DTA (DNMT3A, TET2 y ASXL1) son claramente los

actores principales en la CHIP (Figura 1).

DNMT3A

El gen DNMT3A codifica para un enzima con actividad metiltransferasa y cataliza la
adicion de un grupo metil en el residuo de citosina de los dinucledtidos CpG, jugan-
do un papel en la regulacién de la expresion génica. Es el gen mas frecuentemente

mutado en la CHIP, detectado en casi el 50% de los casos.'?®

Las mutaciones de DNMT3A son monoalélicas, se localizan en toda la regién codi-
ficante del gen y conllevan una pérdida de funcién. Mas de la mitad de las mutacio-
nes son de tipo truncante (frameshift, nonsense), pero también se detectan con fre-
cuencia mutaciones missense (en su mayoria generan nuevos residuos de cisteina)
y de splicing."? Experimentos funcionales demuestran que la pérdida de la proteina
DNMT3A dana la diferenciacién de las células madre hematopoyéticas y aumenta
la capacidad de autorrenovacién de estas células.* Modelos murinos con pérdida
de funciéon de DNMT3A muestran que las células hematopoyéticas mutadas tienen
patrones de metilacion alterados en genes de pluripotencia, lo que confiere a la cé-
lula una ventaja competitiva respecto a las células no mutadas. De manera similar a
lo que pasa en individuos con CHIP, los ratones raramente acaban desarrollando un

céancer y, si lo hacen, es después de un largo periodo de latencia.''®

El espectro de mutaciones de DNMT3A visto en la CHIP es algo distinto al obser-
vado en las neoplasias mieloides, estando mucho menos enriquecido en la variante
R882H, que es la mas frecuentemente detectada en la LMA (15% de los casos con
CHIP).5'¢ Esta variante tiene un efecto dominante negativo por lo que, aunque el alelo

no mutado se sigue expresando, la actividad funcional de la proteina DNMT3A podria

41



verse reducida a tan solo un 20% de los niveles normales. En cambio, mutaciones en
otros dominios de la proteina podrian reducir la actividad a un 50%, contribuyendo
a una menor expansion clonal, tipica en la CHIP, mientras que los individuos con la

variante R882H podrian estar mas predispuestos a desarrollar una neoplasia.'”

TET2

El gen TET2 codifica para un miembro de la familia de proteinas TET, cuya actividad enzi-
matica cataliza la conversion de la 5-metil-citosina a 5-hidroximetil-citosina. Es el segun-
do gen mas recurrente en la CHIP, afectando aproximadamente al 15% de los casos.'??
Las mutaciones de TETZ2 son similares a las descritas en neoplasias hematologicas, prin-
cipalmente variantes de tipo frameshift, nonsense, y de splicing en menor frecuencia, que
afectan a toda la regién codificante del gen y que conllevan una pérdida de funcion de la
proteina.’ Estudios funcionales demuestran que la pérdida de TET2 conlleva un aumento
en la capacidad de autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas y una ventaja
competitiva en su crecimiento. De forma paralela a lo que sucede con las mutaciones
de DNMT3A, los modelos murinos con pérdida de funcién de TET2 sugieren que estas
mutaciones por si solas promueven la expansion clonal de las células madre hematopo-

yéticas, pero no son suficientes para iniciar un proceso neoplasico.®1°

ASXL1

El gen ASXL1 codifica para una proteina nuclear reguladora de la transcripcion y la
cromatina, que actia mediante la interaccion con el complejo represivo polycomb
(PRC2) y con activadores y represores de la transcripcion. Las mutaciones de ASXL1

se detectan aproximadamente en un 7% de los individuos con CHIPR."22

Similar a lo descrito en neoplasias mieloides, las mutaciones de ASXL1 detecta-
das en la CHIP son variantes de tipo frameshift, nonsense, y de splicing en menor
frecuencia, que afectan principalmente al ultimo exén del gen, y que generan una

proteina truncada con pérdida de funcion.” De forma similar a lo que ocurre con
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DNMT3A y TET2, se cree que las mutaciones en ASXL1 probablemente conlleven
también un aumento de la capacidad de autorrenovacion de las células madre he-

matopoyéticas, aunque los mecanismos no estan claros.®

Como dato interesante, un estudio HC al llevado a cabo en pacientes con diversos
tumores solidos, detectd una asociacion positiva entre individuos fumadores y la

presencia de mutaciones en ASXL1.°

Factores de splicing

El espliceosoma es un gran complejo proteico involucrado en el proceso de splicing,
cuya funcion es eliminar los intrones del pre-ARN mensajero para generar el ARN men-
sajero maduro durante el proceso de la transcripcion genética. Los factores de spli-
cing, que codifican para proteinas de este complejo, se encuentran recurrentemente
mutados en las neoplasias mieloides y se asocian a la presencia de mielodisplasia, por
lo que son especialmente recurrentes en los SMD y los SMD/NMP. Ademas, las muta-

ciones en SF3B1 también se han descrito en la leucemia linfatica cronica.

La prevalencia de mutaciones en factores de splicing en individuos con CHIP es muy
inferior en comparacién a los reguladores epigenéticos, afectando de forma global
al 6% de los casos, aproximadamente (Figura 1). Los genes mas frecuentemente
afectados son SF3B1y SRSF2, seguidos de U2AF1, ZRSR2 y SF3A1."® Igual que su-
cede en las neoplasias hematolégicas, las mutaciones descritas en estos genes son
mayoritariamente monoalélicas, de tipo missense, se localizan en regiones hotspot

definidas y generalmente son mutuamente excluyentes.'??3

Modelos murinos para algunas de las mutaciones mas frecuentes en estos genes
no han podido reproducir la expansién clonal observada en humanos, por lo que los
mecanismos que dan lugar a esta expansién y contribuyen a la HC se desconocen.?

Estudios de HC en pacientes con cancer han demostrado que las mutaciones en
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SF3B1 y SRSF2 son las que muestran una mayor asociacién con la edad.® Por otro
lado, estudios de HC en pacientes con citopenias de significado incierto demostra-
ron que la presencia de mutaciones en factores de splicing se asociaba a un mayor

riesgo de desarrollar una neoplasia mieloide.?

Genes de reparacion del daio en el ADN

La respuesta al dafio en el ADN (DDR, de DNA damage response) comprende una
red compleja de mecanismos y procesos altamente regulados, incluyendo vias de
reparacion del ADN, procesos de tolerancia al dafio del ADN y checkpoints del ciclo
celular destinados a mantener la integridad genémica. Se han descrito mutaciones
recurrentes en individuos con CHIP en algunos genes implicados en la DDR, princi-

palmente TP53 y PPM1D (Figura 1)."23

Ademas, en pacientes con tumores sélidos también se han descrito, aunque con
menor frecuencia, casos con CHIP con mutaciones de CHEK2, un gen que codifica

para un regulador de un checkpoint del ciclo celular.®®

TP53

El gen TP53 codifica para una proteina supresora tumoral que también funciona como
factor transcripcional y que, en situaciones de estrés celular regula la expresion de
genes involucrados en arresto del ciclo celular, apoptosis, senescencia, reparacion del
ADN y cambios en el metabolismo de la célula. TP53 se encuentra mutado en el 3-4%
de los individuos con CHIP."® Es el gen mas frecuentemente mutado en céancer y, en
las neoplasias hematologicas, se puede encontrar mutado practicamente en todas las
entidades, tanto mieloides como linfoides, aunque la prevalencia es muy variable.
En los individuos con CHIP, asi como en las neoplasias hematoldgicas, la mayoria
de mutaciones de TP53 son de tipo missense y afectan principalmente al dominio
de unién al ADN, con numerosos hotspots descritos."?® Las mutaciones alteran la

funciéon normal de la proteina p53, afectando asi a la supervivencia y la prolifera-
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cién celular. Modelos murinos demuestran que las células madre con mutaciones de
TP53 pueden entrar en el ciclo celular, aunque haya dafo en el ADN, resultando en

una ventaja celular que promueve la expansién clonal.?!

PPM1D

El gen PPM1D codifica para una fosfatasa de la familia de fosfatasas PP2C, que son
reguladores negativos de vias de respuesta al estrés y dafio celular. En concreto, la
expresion de PPM1D se induce de forma p53-dependiente en respuesta a diferen-
tes sefiales de estrés del entorno. La identificacion y prevalencia de mutaciones en
PPM1D en la CHIP (1-2% de los individuos con CHIP) fue inicialmente una sorpresa,
puesto que este gen se ha descrito en algunos tumores sélidos, pero no se encuen-
tra recurrentemente mutado en las neoplasias hematoldgicas, aunque en estudios
recientes se han identificado mutaciones en este gen en casos con neoplasias mie-

loides relacionadas con el tratamiento (NMRT), en concreto LMA."422

Las mutaciones en PPM1D en individuos con CHIP son mayoritariamente mutacio-
nes de tipo frameshift, nonsense o de splicing que afectan al Ultimo exén del gen,
dando lugar a una proteina truncada, igual que se ha visto en tumores soélidos.'*Son
mutaciones que generan una ganancia de funcién, puesto que la pérdida del dominio
C-terminal de PPM1D activa constitutivamente la proteina, lo que resulta en una re-
presion de p53, afectando al checkpoint G1 del ciclo celular, que es p53 dependiente,
y promoviendo asi la proliferacion. Como pasa con TP53, modelos murinos con mu-
taciones en PPM1D demuestran que las células madre con este tipo de mutaciones

entran en el ciclo celular independientemente del dafio en el ADN.242

De forma global, la ventaja proliferativa que se observa en las células madre con mu-
taciones en genes de DDR (TP53, PPM1D o CHEK2) se hace evidente cuando hay un
dafo celular, como por ejemplo en el contexto del tratamiento con farmacos citotdxi-

cos.%?* De hecho, se ha visto que la exposicion previa a tratamiento con radioterapia
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o quimioterapia en pacientes con cancer se asocia a una mayor probabilidad de tener
CHIP, especialmente con mutaciones en estos tres genes.>¢ Se ha demostrado que,
en pacientes sometidos a tratamiento con radioterapia o quimioterapia citotoxica, los
clones CHIP con mutaciones en genes de DDR crecen mas rapido en comparacion
con otros clones CHIP presentes en el mismo paciente, pero portadores de otras mu-
taciones, por lo que los clones DDR se seleccionan bajo esta presiéon. En cambio, en
pacientes no tratados, clones con mutaciones en genes no-DDR (por ejemplo, DN-
MT3A) muestran una ventaja en el crecimiento en comparaciéon con los clones con
mutaciones de DDR.® Otros genes con funciones similares pero mutados con menor

frecuencia en individuos con CHIP, como ATM, podrian jugar papeles similares.®

Es importante tener estos datos en cuenta porque la presencia de CHIP en indivi-
duos con céancer es clinicamente relevante, asociandose a un peor pronéstico.® Cabe
destacar que los pacientes con tumores sélidos y CHIP tienen un mayor riesgo de
desarrollar una NMRT, y esta asociacion es particularmente evidente en el caso de

mutaciones en TP53, altamente prevalentes en las NMRT.26:27:28

Genes implicados en vias de sefalizacion

Las vias de sefializacion celular son las encargadas de regular la proliferaciéon y la
apoptosis celular mediante cascadas de sefiales, cuyos principales componentes son
enzimas de tipo tirosina quinasa. Las mutaciones en los transductores de estas sefa-
les dan lugar, generalmente, a una activacion constitutiva de la via correspondiente y
un incremento en la proliferacién celular. Las mutaciones en genes implicados en vias
de sefalizacién son muy prevalentes tanto en tumores solidos como en neoplasias
hematolégicas, especialmente mieloides, ya que promueven la proliferacion de las cé-
lulas neoplasicas. Quizas por eso son poco frecuentes en individuos con CHIP, don-
de prevalecen las mutaciones que aumentan la capacidad de autorrenovacién de las
células madre hematopoyéticas y confieren una ventaja proliferativa mucho mas suitil.

Sin embargo, cabe destacar que el gen JAK2 se encuentra entre los genes mas fre-
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cuentemente mutados en la CHIP (3-4% de los individuos con CHIP). Ademas, tam-
bién se han descrito mutaciones menos frecuentes (1-2%) en genes implicados en la
via RAS (GNB1, CBL, NRAS, KRAS, PTPN11) (Figura 1)."® Finalmente, otro gen que
juega un papel en el crecimiento celular y que se encuentra mutado en una pequefa
proporcién (1%) de individuos con CHIP es GNAS. Las mutaciones que afectan a to-
dos estos genes implicados en vias de sefalizacion son de tipo missense, afectan a

hotspots concretos y generan una ganancia de funcién de la proteina.

JAK2

El gen JAK2 codifica para una tirosina quinasa de la familia JAK. Estas tirosinas estan in-
volucradas en la via de sefializacién JAK/STAT mediante la interaccién con los dominios
citosolicos de los receptores de citoquinas de la via y JAK2, en particular, juega un papel
en la sefalizacién via citoquinas hematopoyéticas involucradas en la mielopoyesis. JAK2
se encuentra mutado en el 3-4% de los individuos con CHIP,16 asi como en algunas

neoplasias mieloides, siendo especialmente prevalente en las NMP Filadelfia negativas.

Como sucede para la mayoria de genes implicados en vias de sefalizacién, las mu-
taciones de JAK2 descritas en individuos con CHIP son de tipo missense y afectan
a posiciones especificas, en concreto el codén 617 del gen (mutaciéon V617F), que
es el mismo que se ve principalmente afectado en las neoplasias mieloides."?® Esta
mutacién tiene como consecuencia la activacion constitutiva de la via JAK/STAT, pro-

moviendo asi la expansion clonal.

Cabe destacar que la CHIP se asocia a un mayor riesgo de tener un accidente car-
diovascular y que, en concreto, los individuos con CHIP con mutacién de JAK2 y una

VAF>10% parecen tener un particular riesgo aumentado de sufrir este tipo de eventos.?®

Componentes del complejo de la cohesina

El complejo multiproteico de la cohesina esta involucrado en la cohesién de las cro-
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matidas hermanas vy la reparaciéon post-replicativa del ADN, y esta codificado por
los genes RAD21, STAG1, STAG2, SMC1A y SMCS3. En conjunto, mutaciones en
estos genes se detectan aproximadamente en el 0,6% de los individuos con CHIP
(Figura 1).'® Estos genes se encuentran recurrentemente mutados en una pequeia
proporciéon de neoplasias mieloides (LMA, SMD y SMD/NMP). En estos pacientes,
las mutaciones en STAG2 son las mas prevalentes, mientras que, en individuos con

CHIP, las pocas mutaciones descritas afectan principalmente al gen RAD21.2

Las mutaciones en los genes de la cohesina suelen ser truncantes de tipo frameshift,
nonsense y de splicing y no se localizan en una regién concreta del gen.2 Se des-
conoce el mecanismo mediante el cual las mutaciones de RAD21 promueven la ex-
pansion clonal en individuos con CHIP, pero modelos murinos con mutaciones de
STAG2 indican que el efecto podria ser parecido al de las mutaciones en reguladores
epigenéticos, ya que dan lugar a un aumento en la expresion de genes que promue-
ven la autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas y una disminucion en

la expresion de genes que promueven la diferenciacion celular.®

Muestra de estudio

La muestra para el estudio de CHIP sera, por definicién, la sangre periférica (SP).
Hasta el momento, practicamente todos los estudios de HC han sido realizados en
sangre periférica, ya fueran en poblacién sana o con alguna patologia no hematolé-
gica (tumores sélidos, diabetes, enfermedad cardiovascular, enfermedad psiquiatrica

y otras).

Métodos de preparacion de la muestra
El estudio molecular se llevarda a cabo en ADN procedente de las células totales
nucleadas de la sangre periférica. Se recomiendan los siguientes métodos para el

procesamiento de la muestra.
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Buffy coat: este método consiste en obtener la capa de células leucoplaquetaria
mediante centrifugacién. Para ello, se centrifuga el tubo de SP total (por ej. 10 mi-
nutos a 1.500g, a temperatura ambiente y con el freno desactivado) para obtener 3
capas: el plasma (capa superior amarillenta, aproximadamente un 55% de la SP), el
buffy coat (capa fina intermedia blanquecina que contiene los leucocitos y las pla-
quetas, <1% de la SP) y los eritrocitos (capa inferior rojiza, aproximadamente un 45%
de la SP). Se recoge con una pipeta la capa intermedia de buffy coat y se realiza una
lisis eritrocitaria. Finalmente, se centrifuga la muestra y se lava (generalmente con un

tampén fosfato salino/PBS) para la obtencion de un pellet celular.

Lisis eritrocitaria: este método consiste en realizar una lisis de eritrocitos direc-
tamente en la muestra de SP y asi obtener un pellet de células totales nucleadas.
Existen diferentes soluciones/tampones que se pueden utilizar, la mayoria de los
cuales se basan en el uso de la sal de cloruro de amonio, que promueve la rotura
de la membrana celular de los eritrocitos. El procesamiento es sencillo y consiste en
incubar la SP con una proporcion adecuada del tampén y posteriormente centrifugar
y lavar (generalmente con un tampén fosfato salino/PBS) para la obtencién de un

pellet celular.

Una vez obtenido un pellet de células mediante alguno de estos métodos se llevara
a cabo una extracciéon de ADN. En la Guia de aplicacién clinica de la secuenciacion
masiva en SMD y LMMC (GESMD, 2017) se detallan algunos de los métodos mas

habituales de extraccién de ADN.

Estudio de chip mediante un panel de NGS

Para el estudio de la CHIP se puede hacer uso de diferentes técnicas moleculares.
Teniendo en cuenta las caracteristicas de las principales técnicas disponibles (sensi-
bilidad, especificidad, cantidad de informacién que proporcionan, rendimiento, cos-

te-efectividad, etc.) la secuenciacion masiva (NGS, Next Generation Sequencing) diri-
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gida a un panel de genes conocidos probablemente sea la técnica mas adecuada. Por
ello, las caracteristicas de esta técnica se describen con mayor detalle en este capitulo.
La NGS hace referencia a aquellas tecnologias de alta capacidad basadas en la
secuenciacién masiva en paralelo de millones de moléculas de ADN. Las técnicas
de NGS de segunda generacion son las que se utilizan hoy en dia de forma mas
extensa. Las secuencias o lecturas tienen un tamafio de 50 — 400 pb, por lo que este
tipo de tecnologias también se conoce como secuenciacion de lecturas cortas.3%
Esta secuenciacion proporciona los datos que combinan una mayor precisiéon con un

menor coste, por lo que son ideales para su uso en el ambito clinico.

Las aplicaciones de la NGS son numerosas y nos permiten obtener informacion a ni-
vel de ADN (secuenciacion de genomas/exomas/paneles, metagenémica, metilacion
del ADN), de ARN (secuenciacién del transcriptoma, perfiles de expresién génica,
perfiles de ARN de pequefio tamario) y de proteina (perfil ribosémico, ChIP (chroma-
tin immunoprecipitation)-Seq). En el ambito asistencial, la aplicacién mas utilizada es

la secuenciacion de ADN mediante paneles de genes dirigidos.

La secuenciacion masiva dirigida es una técnica que permite realizar un cribado ma-
sivo de los genes mas relacionados con la patologia de interés de una manera rapida
y sencilla.®? Esta estrategia de secuenciacién esta principalmente enfocada a la de-
teccion de mutaciones (SNVs e indels). Sin embargo, segin cémo se realice el disefio
del panel de genes y segun la quimica utilizada, también puede permitir llevar a cabo
un andlisis de CNVs. Este tipo de técnicas requiere una cantidad no muy elevada de
ADN de partida (50-200 ng aproximadamente), aunque éste debe ser de gran cali-
dad.®® Esta técnica permite cuantificar la frecuencia de las alteraciones identificadas,
por lo que permite medir el tamafio del clon y valorar su posible impacto cualitativo
y también cuantitativo. Ademas, gracias a la selecciéon de los genes o regiones de
interés, con esta técnica se obtiene una cobertura mas uniforme y completa que las

obtenidas con otras técnicas de NGS. En cuanto a la sensibilidad de la técnica, pue-
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de ser muy variable y dependera de la profundidad de cobertura a la que se elija se-
cuenciar. La seleccién de genes permite un analisis mas rapido, econémico y facil de
interpretar que el de otras técnicas de secuenciaciéon masiva, como la secuenciacion
de exomas o de genomas completos.®23334 No obstante, la seleccion de los genes a
estudio requiere dedicar un mayor esfuerzo al disefio del panel y a la preparacion de
las muestras, asi como una mayor comunicacion entre los expertos del laboratorio y

la clinica para elegir las regiones de interés.

Plataformas y preparacién de librerias

Los métodos de NGS de lecturas cortas se dividen, de forma general, en métodos
de secuenciacién por ligacion (sequencing by ligation, SBL) y métodos de secuencia-
cion por sintesis (sequencing by synthesis, SBS). A la hora de elegir una plataforma
de secuenciacion se deben tener en cuenta diversos factores, como el tiempo de
cada carrera, el tamafo de la region a secuenciar, la profundidad de cobertura de-
seada, la longitud de lectura, los requerimientos de tiempo de respuesta y el coste.®®
Teniendo en cuenta estos factores, el GESMD recomienda los métodos de SBS de
lllumina y de ThermoFisher. Estas plataformas son las mas utilizadas en el ambito cli-
nico y sus principales caracteristicas (quimica utilizada, precision, tasas de error, etc.)
se describen con mayor detalle en las Guia de aplicacion clinica de la secuenciacion

masiva en SMD y LMMC (GESMD, 2017).

El material de partida para cualquier plataforma de NGS es una libreria de ADN. Una
libreria es un conjunto de fragmentos de ADN de un tamafo determinado y que tie-
nen ligado, en sus extremos, unos oligonucleétidos denominados adaptadores, cuya
secuencia dependera de la plataforma de secuenciaciéon que se vaya a utilizar. Ade-
mas de los adaptadores, los fragmentos de las librerias podran ir también marcados
con una secuencia llamada indice (barcode), y que sera especifica de cada muestra.
Este indice permite mezclar (multiplexar) diferentes muestras en una misma carrera

de un secuenciador, para poder aprovechar al maximo su capacidad.
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El proceso de preparacion de librerias puede llevarse a cabo mediante diferentes
métodos y su eleccion dependera de diversos factores, incluyendo: la plataforma de
secuenciacion, el tamafo de la libreria, el tiempo de respuesta diagnostica y el coste

de secuenciacion.

En concreto, la secuenciacion dirigida de un panel de genes requiere que durante el pro-
ceso de preparacion de la libreria se enriquezca en fragmentos de ADN que correspondan
a las regiones de interés. Para ello existen principalmente dos estrategias: los paneles de
amplicones (basados en el uso de cebadores, primers, para la amplificacion por PCR) y
los paneles de captura (basados en el uso de sondas complementarias a las regiones de
interés). En la Guia de aplicacion clinica de la secuenciacion masiva en SMD y LMMC se

describen y se comparan con mayor detalle ambas estrategias (GESMD, 2017).

Cuando el objetivo del panel de NGS es la deteccion de mutaciones a baja frecuencia,
como es el caso del estudio de la CHIP, es interesante considerar metodologias que
permitan detectar estas mutaciones de forma fiable. La estrategia mas extendida,
vélida tanto para paneles de amplicones como de captura, es el uso o incorporaciéon
de identificadores moleculares Unicos (unique molecular barcodes, UMIs) durante la
preparacion de las librerias. Los UMIs son oligonucleétidos que se ligan a cada frag-
mento inicial de ADN, sirviendo de marca o identificador. La composicion aleatoria
de la secuencia de los UMIs asegura que cada combinacién de fragmento-UMI sea
unica dentro de la libreria. Si no se utilizan UMIs, después del enriquecimiento por
PCR no se puede distinguir si las multiples copias de un fragmento son duplicados
de PCR o si son duplicados biolégicos reales. Durante el andlisis de los resultados,
la presencia de estos fragmentos sobrerrepresentados puede traducirse en la detec-
cioén de variantes artefactuales, especialmente cuando se secuencia a una elevada
profundidad de cobertura. En cambio, mediante el uso de UMIs, los duplicados de
PCR se pueden identificar buscando combinaciones de fragmento-UMI no Unicas

y pueden eliminarse.®® El uso de esta estrategia puede ayudar a reducir errores y
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sesgos cuantitativos, lo que resulta especialmente interesante cuando el objetivo es
la deteccidn de variantes con baja frecuencia alélica, como son las variantes que se

detectan en los individuos con CHIP.

Alternativamente, se puede utilizar el método bioinformatico de agrupamiento de lec-
turas (read grouping) para eliminar falsos positivos. Brevemente, consiste en alinear
las lecturas que comienzan y terminan en una misma posiciéon genémica de forma
que esas lecturas quedan aunadas en un grupo o cluster. Para validar una variante
debe detectarse en varios clusters, lo que equivaldria a varios UMIs del método co-
mentado anteriormente, asegurandonos asi que la variante se encuentra en duplica-

dos biolégicos reales (método registrado de SOPHIA Genetics).

Finalmente, a la hora de elegir el panel a secuenciar, se puede escoger entre el uso
de un panel predisefiado o comercial, y un panel personalizado o custom. La ventaja
principal de los paneles comerciales es que no requieren una etapa de disefio previa
y estan optimizados, aunque requieren de un pequefio proceso de validaciéon en
cada laboratorio. En cambio, los paneles personalizados requieren un trabajo previo
en la selecciéon de los genes y las regiones concretas a incluir, y requieren de un
proceso de optimizacién y validacion del disefio. Sin embargo, ofrecen mayor flexi-
bilidad, ya que se pueden incluir todas las regiones deseadas y el disefio se puede
ir modificando con el tiempo en funcién de las necesidades. Algunos fabricantes
ofrecen la posibilidad de partir de un panel predisefiado y convertirlo en uno perso-
nalizado afiadiendo regiones extra. Esta opcion puede ser especialmente interesante
en el caso de CHIP, ya que se puede partir por ejemplo de un panel de genes mie-
loide predisefiado, al que se le pueden afiadir otras regiones asociadas a CHIP. En la
Guia de aplicacion clinica de la secuenciacion masiva en SMD y LMMC se detallan
diferentes quimicas recomendadas por el GESMD, tanto para paneles predisefiados
como para paneles personalizados, y se describen algunos recursos informaticos

que pueden ser de gran utilidad para el disefio de estos ultimos (GESMD, 2017).
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Profundidad de cobertura, sensibilidad y VAF
En NGS, la profundidad de cobertura hace referencia al nimero de lecturas que
cubren una posicién determinada (una base nucleotidica o locus concreto) en una

region secuenciada.

La VAF o frecuencia alélica de la variante, en porcentaje, se define como el numero
de lecturas que contiene la variante (cobertura de la variante) dividido por el nimero
de lecturas totales que cubren esa misma posicion (cobertura de la posicién), mul-

tiplicado por 100:

VAF (%) = Cobertura de la variante / Cobertura de la posicién x 100

Por ello, cuantas mas lecturas cubran una posiciéon, mas probabilidad tendremos de
detectar variantes que se encuentren en una baja frecuencia y que por tanto sélo es-
tén presentes en unas pocas lecturas. Una mayor profundidad de cobertura permitira

una mayor sensibilidad y robustez al detectar mutaciones con VAF baja.

La profundidad de cobertura es un parametro que decide el usuario, por lo que debe
establecerse previamente a la secuenciacion. Dependiendo de la capacidad que ten-
ga el secuenciador que utilicemos y del tamafo del panel a secuenciar, podremos
elegir mezclar mas o menos muestras para asegurarnos de alcanzar la profundidad
de lectura deseada. Para realizar los calculos necesarios, habra que decidir cual es
la profundidad de cobertura minima que se desea alcanzar, y que hace referencia
a la cobertura minima que deberia conseguirse para la mayoria de las bases de las
regiones secuenciadas para cada muestra. En cualquier caso, frecuentemente sera
necesario reevaluar la profundidad de cobertura tras los resultados de las primeras
muestras secuenciadas con un determinado panel de genes. En la Guia de aplica-
cion clinica de la secuenciaciéon masiva en SMD y LMMC (GESMD, 2017) se explican

estos conceptos y proceso con mayor detalle.
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Para llevar a cabo un estudio de CHIP hay que tener en cuenta que el objetivo sera
detectar variantes que estén presentes con VAF > 2%, por lo que tendremos que
asegurarnos de que la profundidad de cobertura a la que secuenciemos permite

llegar a esta sensibilidad.

Para llegar a una VAF del 2% se recomiendan las siguientes coberturas:

Cobertura de la posicion Coberturade
(>90% de las bases deben estar de la variante
cubiertas a esta profundidad)

Panel de amplicones 1.250x 25x

Panel de captura 1.000x 10x

Otras metodologias

Como ya se ha mencionado anteriormente, la NGS dirigida a un panel de genes es
probablemente la técnica mas adecuada para el estudio de la CHIP, aunque existen
otras técnicas que también podrian emplearse y que se describen brevemente a
continuacion. Algunas de ellas son tecnologias ampliamente utilizadas en el ambito

asistencial (Tabla 2), y otras mas restringidas a la investigacion.

Metodologias en el ambito asistencial

¢ Secuenciacion de Sanger

La secuenciacion por electroforesis capilar o de Sanger se utiliza fundamentalmente para
la secuenciacién de mutaciones hotspot o regiones frecuentemente mutadas, con la
ventaja que no es necesario el conocimiento previo de las mutaciones concretas que se
puedan hallar en la zona analizada. El material de partida debe estar bien purificado (ADN

sin restos de ARN o fenoles) y la cantidad necesaria varia entre los 40-80 ng por reaccion.

Para regiones pequeiias de ADN tiene una buena relacién coste-efectividad36

siendo la NGS, en este caso, mas costosa econémicamente. Sin embargo, esta
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técnica resulta muy costosa para la secuenciacién de regiones grandes de ADN por
lo que, cuando los genes a estudiar contienen muchos exones (como por ejemplo
DNMT3A o TET2) probablemente no proporcionara ya un beneficio en cuanto a
coste-efectividad en comparacion con la NGS.*¢%. Ademas, tampoco permite el

analisis de CNVs.

La secuenciacién de Sanger es una técnica semicuantitativa, ya que no proporcio-
na un valor de VAF concreto, pero permite tener una idea aproximada de la carga
mutacional. Sin embargo, su principal limitacién es la menor sensibilidad con res-
pecto a otras técnicas de secuenciacion (10-20%), que puede resultar en pérdida
de deteccién de variantes presentes en baja proporcién.*¢® Esta es la principal
limitacion de la secuenciacion de Sanger para su uso en estudios de CHIP, donde
la poblacién clonal suele suponer una fracciéon pequefia en el total de células de la

muestra y se esperan mutaciones con VAF tan baja como un 2%.

* Secuenciacion del exoma (WES)

La secuenciacion masiva del exoma completo (WES, de whole exome sequencing)
es una técnica que permite obtener informacion de todas las regiones codificantes
(exones) del genoma humano, tanto mutaciones puntuales como CNVs.*® Aunque
en los ultimos afos se han producido grandes avances, aun hoy en dia es una
técnica que requiere de una elevada cantidad y calidad en el ADN de partida (200-
1000 ng). Ademas, debido a la gran cantidad de datos que se generan, su andlisis
puede resultar laborioso, requiriendo mas tiempo y personal mas especializado
que otras técnicas convencionales.**#%4! En cuanto a la sensibilidad, un exoma se
suele secuenciar a una profundidad de 50-100x lo que permite detectar variantes
con VAF > 10%, aumentar esta sensibilidad conllevara un coste muy elevado.® Por
todas estas razones, la WES no suele aplicarse al estudio de CHIP en el ambito

clinico.
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¢ PCR cuantitativa (QPCR)

La PCR cuantitativa (QPCR, de quantitative polymerase chain reaction) es una meto-
dologia que presenta una alta sensibilidad y especificidad para la deteccién de muta-
ciones.* Ademas, el flujo de trabajo es sencillo y rapido. El material de partida (ADN
o cADN obtenido a partir de ARN), aunque puede proceder de muestra fresca o con-
gelada, debe tener unos valores minimos de calidad, por lo que es preciso evaluar
su pureza. La cantidad minima de ADN de partida suele ser bajo (llegando a valores
como 1 ng) pero dependera del método utilizado. Esta técnica nos permite no sélo
detectar la presencia de mutaciones, sino ademas cuantificarlas, lo que nos da una
medida de la carga tumoral presente en la muestra de estudio (sensibilidad de hasta
0,1%). Las técnicas de gPCR permiten cuantificar de forma absoluta o relativa, se-
gun la estrategia empleada, pero no proporcionan un valor de VAF equivalente al que
se obtendria mediante técnicas de NGS. Por ello, se debe tener cuidado a la hora

de intentar extrapolar o comparar la carga alélica obtenida mediante qPCR a la VAF.

Su principal inconveniente es que unicamente detecta secuencias conocidas, por
lo que no permite la identificacién de nuevas variantes. Por ello, podremos utilizarla
cuando el numero de regiones a estudiar sea pequefio y, por ejemplo, para conocer
el estado de alteraciones con interés en la CHIP, como los hotspots de las mutacio-
nes mas frecuentes. Algunos ejemplos podrian ser el estudio de la mutacién R882H
en DNMT3A, V617F en JAK2, K700E en SF3B1 o P95H en SRSF2. Sin embargo,
dado que los genes principalmente mutados en la CHIP (genes DTA) se caracterizan
por la presencia de mutaciones de tipo indel que generalmente afectan a toda la
region codificante del gen, esta técnica no sera de gran utilidad para su estudio.
En cambio, debido a su alta sensibilidad, especificidad, y al tratarse de una técnica
coste-efectiva, la qPCR supondra una muy buena opcién para la monitorizaciéon de

una mutacién ya conocida.

57



Tabla 2. Comparacion de las principales caracteristicas de las técnicas moleculares utilizadas

en el ambito asistencial.

Técnica Cantidad/calidad Sensibilidad Tiempo Coste
ADN de partida (limite deteccion) de respuesta econdémico
NGS dirigida 50-200 ng 2-5% Moderado Moderado
(2-4 semanas)
Secuenciacion  40-80 ng 15-20% Bajo (4-5 dias) Bajo
Sanger
WES 200-1000 ng 2-15% Alto (1,5-2 meses) Elevado

Calidad elevada

qPCR 1-100 ng 1-5% Bajo (< 24 h) Bajo

Metodologias en el ambito de investigacion
Existen otras técnicas, restringidas actualmente al &mbito de la investigacion, que permi-
ten la deteccion de mutaciones y/o CNVs y por tanto podrian servir para la identificacion

de individuos con CHIP. Algunas de ellas (las mas extendidas) se resumen a continuacion.

En primer lugar, la PCR digital (dPCR) es una técnica robusta que permite la deteccién
y cuantificacién absoluta de moléculas de ADN/cADN y que se caracteriza por su gran
sensibilidad, pudiendo llegar al 0,001%. Se basa principalmente en realizar un gran nd-
mero de particiones de la muestra de partida (que estara muy diluida), de forma que ésta
esté dividida en moléculas individuales, y llevar a cabo una reaccién de PCR en cada una
de las particiones. Existen principalmente dos métodos de dPCR, en funcién del método
para llevar a cabo la particiéon de la muestra de partida: la droplet digital PCR (ddPCR) y la
dPCR basada en el uso de chips microfluidicos.*® En general, la ddPCR permite trabajar
con mayor rango de concentraciéon de muestra y permite conseguir un mayor nimero de
particiones, por lo que suele proporcionar una mayor sensibilidad. Al igual que la gPCR,
la dPCR unicamente detecta secuencias conocidas, por el contrario, permite una cuan-
tificacion absoluta que no requiere de estandares de calibracion, por lo que el proceso

suele ser mas preciso y reproducible. Ademas, la sensibilidad es superior.*®
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La secuenciacion masiva del genoma completo (WGS, de whole genome sequencing),
como indica su nombre, esta enfocada a secuenciar todo un genoma a partir de una
muestra de ADN. La principal ventaja de esta técnica es que permite obtener una
gran cantidad y variabilidad de datos. Podremos detectar la presencia de mutaciones
puntuales e indels, pero ademas esta técnica también nos permitira detectar la presen-
cia de CNVs (ganancias y pérdidas), la presencia de regiones de homocigosidad sin
cambio en el nimero de copias y la presencia de fusiones y reordenamientos.*’ Es una
técnica ideal para el descubrimiento de nuevas alteraciones en el campo del cancer
y en otros &mbitos, ya que no es necesario un conocimiento previo de las regiones a
estudiar,® pero va acompanada de una serie de inconvenientes que hacen que su uso
en el ambito asistencial sea muy dificil: el elevado coste, (secuenciacién y almacena-
miento de datos), la falta de estandarizacion en el analisis de datos (especialmente
para CNVs y reordenamientos) y la interpretacion de resultados, y la sensibilidad (la
profundidad a la que se suele secuenciar un genoma completo es baja, 30x, debido a

su elevado coste, por lo que sera muy dificil detectar alteraciones con VAF <10%).*'

Finalmente, las técnicas de secuenciacion del ARN (RNA sequencing, RNAseq) se
basan en la secuenciacion de moléculas de ADN complementario (CADN) y no de
ADN genoémico, y por tanto nos aportan informacion directa sobre el ARN. De forma
general, el RNAseq nos permite obtener informacion sobre: la secuencia del ARN
(deteccién de variantes), los transcritos resultantes del proceso de splicing alter-
nativo, la modificacion postranscripcional, las fusiones génicas, y los cambios de
expresion génica. Las principales limitaciones del RNAseq residen en la muestra
de partida (requiere ARN de buena calidad y éste se degrada con mayor facilidad
que el ADN, por lo que sera mas dificil obtener un material 6ptimo) y en el analisis.
Este puede resultar muy complejo y requiere de expertos bioinformaticos, ya que el
analisis de ARN para la deteccidon de mutaciones no esta tan estandarizado como a
partir de ADN. Ademas, hay que tener en cuenta que, al estar secuenciando cADN,

los resultados dependeran siempre de si el gen en cuestién, asi como el alelo que
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contiene la variante, se expresan y no sufren degradaciéon mediante el mecanismo de

nonsense-mediated mRNA decay.

Interpretacion de variantes

Una vez llevado a cabo el estudio molecular en una muestra con el objetivo de eva-
luar la presencia de CHIP, ya sea por NGS o mediante otra tecnologia, sera necesario
interpretar los resultados de las variantes obtenidas. Vale la pena mencionar que, si el
estudio molecular de la CHIP se lleva a cabo mediante NGS de un panel de genes, en
la Guia de aplicacion clinica de la secuenciacién masiva en SMD y LMMC (GESMD,

2017) se describe con detalle el proceso de andlisis de datos de NGS.

Para llevar a cabo una correcta interpretacién de los resultados, primero necesitare-
mos obtener toda la informacién disponible sobre la/s variante/s a interpretar (anotar
la variante), para lo que podemos utilizar numerosos recursos disponibles online,
principalmente bases de datos clinicas y algoritmos de prediccion, descritos con
mayor detalle a continuacién. En segundo lugar, y a partir de la informacién recogida,
utilizaremos un algoritmo que nos permita clasificar/categorizar dicha variante, para
establecer su patogenicidad y asi poder llevar a cabo una correcta interpretacion en
el contexto clinico. La mayoria de algoritmos de categorizacién permiten clasificar
las variantes en funcion de si son patogénicas, probablemente patogénicas, de sig-

nificado incierto, probablemente benignas o benignas.

Es importante remarcar que, tanto en los estudios publicados hoy en dia en el ambito
de la CHIP como en la definicion propuesta por Steensma y colaboradores, la pre-
sencia de cualquier alteracion adquirida (somatica) en sangre en un gen relacionado
con neoplasia hematoldgica, se considera suficiente para establecer la clonalidad que
da nombre al fendmeno de CHIP.® Es decir, en ninguno de estos trabajos se indica
que la variante detectada tenga que ser necesariamente patogénica. Como pasa con

las variantes detectadas en las neoplasias hematolégicas, lo mas probable es que el
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impacto de las distintas clases de variantes no sea el mismo, y por tanto tampoco su
relevancia a nivel clinico. Sin embargo, todavia falta evidencia y se necesitan estudios
que evallen el impacto de la patogenicidad de la variante para poder realizar una re-
comendacion. Por ello, desde el GESMD se recomienda categorizar las variantes de
acuerdo con los algoritmos propuestos en esta guia y recoger esta informacion para

poder evaluarla con el tiempo.

Bases de datos

* Bases de datos clinicas

Existen multitud de bases de datos que aportan distinta informacion sobre las varian-
tes genéticas. En este apartado se recoge una serie de bases de datos disponibles a
las que podemos recurrir, clasificadas por el tipo de informacion que aportan (Tabla 3),

y se resumen aquellas mas relevantes para la categorizacion de variantes somaticas.

* Bases de datos de secuencias de referencia

En las bases de datos de secuencias de referencia podemos encontrar, visualizar y des-
cargar las secuencias de los genomas de referencia completos de distintos organismos,
asi como una gran variedad de informacion relacionada: secuencia genémica, numero y
secuencia de intrones y exones, transcritos, secuencia proteica, etc. Estas bases se van
actualizando a medida que nuevos genomas se van completando y, para los genomas

existentes, contienen la informacion de las distintas versiones que se han ido publicando.

Algunas de estas bases de datos, como el National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI), combinan una gran variedad de fuentes primarias de datos: alberga un
conjunto de bases de datos de secuencia, taxonomia, genomas o mutaciones, entre

otras, y ademas herramientas como BLAST para busquedas por similitud de secuencia.

¢ Bases de datos poblacionales

Estas bases de datos nos facilitan la informacién de la frecuencia de la variante en la
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poblacién general; algunas de las bases de datos incluyen también la frecuencia de

distintos grupos poblacionales.

Genome AggregationDatabase (gnomAD): es un proyecto que trata de unir y ho-
mogenizar datos de exomas y genomas procedentes de una gran cantidad de pro-
yectos de investigacion, y hacer accesible dicha informacién a la comunidad cien-
tifica. En su primera versién contenia solo datos de exomas y se denominé Exome
Aggregation Consortium (ExAC). La nueva version denominada gnomAD, recoge in-
formacion de la secuenciacion de 125.748 exomas y 15.708 genomas de individuos
no relacionados en estudios de enfermedad o genética de poblaciones; en total se
incluyen 141.456 individuos alineados contra el genoma de referencia GRCh37. En
esta base de datos no se incluyen casos pediatricos con patologia severa ni sus

familiares de primer grado.

dbSNP Short Genetic Variation: |la base de datos dbSNP contiene el registro de
variantes humanas frecuentes o con implicaciones clinicas de un unico nucleétido,
microsatélites y pequefias inserciones y deleciones acompafnadas de publicaciones
cientificas, la frecuencia poblacional, consecuencia molecular y gendémica. Estas
variantes tienen un coédigo de referencia rs (Reference SNP o RefSNP) de acceso
estable en las distintas construcciones del genoma y que facilita los estudios de aso-
ciacién gendémicos, ya que proporciona una anotacion estable tanto para variantes

polimérficas como patogénicas.

¢ Bases de datos de patogenicidad: variantes somaticas y germinales

Este grupo de bases de datos recoge informacién sobre la asociacion o causalidad
entre la presencia de una variante y un fenotipo concreto. A grandes rasgos tenemos
dos tipos de variantes: las de origen germinal asociadas a patologia constitucional o
predisposicion a ciertas enfermedades y las de origen somatico, adquiridas, presen-

tes en patologia tumoral.
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Tabla 3. Bases de datos utilizadas para la categorizacion de variantes genéticas

Bases de datos de secuencias de referencia

Ensembl genome browser http://www.ensembl.org/index.html

UCSC genome browser https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables
NCBI Reference Sequence Database https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome
RefSeqGene https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq
Locus Reference Genomic https://www.Irg-sequence.org

Base de datos poblacionales

Genome AggregationDatabase (gnomAD) http://gnomad.broadinstitute.org/
dbSNP Short Genetic Variation

NHLBI Exome Sequencing Project (ESP)
Exome Variant Server

https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/
http://evs.gs.washington.edu/EVS/

1,000 Genomes Project http://phase3browser.1000genomes.org/index.html
dbVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar
Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
(COSMIC)

ClinVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
Human Gene Mutation Database (HGMD) http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
Leiden Open Variation Database (LOVD) http://www.lovd.nl

Intogen https://www.intogen.org/search

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) https://www.omim.org/

REEC Registro Espariol de Ensayos Clinicos https://reec.aemps.es/reec/public/WEB .html
EU Clinical Trials Register https://www.clinicaltrialsregister.eu/
Clinical Trials.gov https://clinicaltrials.gov/ct2/
Personalized cancer therapy, MD Anderson

Cancer Center https://pct.mdanderson.org

NIH National Cancer Institute’s Genome Data https://gdc.cancer.gov

Commons

The Cancer Genome Atlas (TCGA) https://cancergenome.nih.gov/
cBioPortal, Memorial Sloan Kettering Cancer http://www.cbioportal.org

Center

zrgeég?tional Cancer Genome Consortium https://dcc.icgc.org

{

Bases de datos de variantes especificas de gen

IARC TP53 mutation database (WHO) http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariations.aspx

The TP53 WEB site http://p53.fr/

Seshat somatic and germline TP53 variants http://vps338341.ovh.net/

Bases de datos internas

RESMDmol https://www.gesmd.es/carrerasresearch/index.php
Propia del LABORATORIO -

(o}
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq
http://www.ensembl.org/index.html
https://www.lrg-sequence.org
http://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://phase3browser.1000genomes.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
http://www.lovd.nl
https://www.intogen.org/search
https://www.omim.org/
https://reec.aemps.es/reec/public/WEB.html
https://www.clinicaltrialsregister.eu/
https://clinicaltrials.gov/ct2/
https://pct.mdanderson.org
https://gdc.cancer.gov
https://cancergenome.nih.gov/
http://www.cbioportal.org
https://dcc.icgc.org
http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariations.aspx
http://p53.fr/
http://vps338341.ovh.net/
https://www.gesmd.es/carrerasresearch/index.php

Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC): es una base de datos publica
que recopila informacion sobre las mutaciones somaticas descritas en cancer. En esta
base una misma variante puede tener diferentes cédigos COSMIC asociados a diferen-
tes transcritos; o a informacion que no ha sido debidamente revisada. Para la categori-
zacion tendremos en cuenta en primer lugar que la variante haya sido descrita recurren-

temente en tumores hematolégicos, y en segundo que esté presente en tumores solidos.

ClinVar: es una base de datos publica que recoge informacién entre la relacion de varia-
ciones genéticas humanas y sus fenotipos, apoyada por evidencia. Los alelos descritos
son alineados a las secuencias de referencia y publicados de acuerdo a la nomenclatura
estandar de la Human Genome Variation Society (HGVS). El nivel de confianza en el valor
de la variante y sus implicaciones clinicas depende en gran parte del valor de la evidencia
aportada, por lo que es importante tener en cuenta la fecha de publicacién, la fuente y el
método utilizado. Esta base de datos histéricamente ha recogido variantes germinales,

pero desde hace unos afos incluye también variantes de origen somatico.

Otros tipos de bases de datos

Tal y como se recoge en la Tabla 3, existen muchos otros tipos de bases de datos
que pueden consultarse y que pueden ser de utilidad durante el proceso de inter-
pretacion de variantes. Entre ellas tenemos las bases de datos de genes asocia-
dos a patologia, como la de datos de enfermedades mendelianas OMIM, o las
bases de datos de terapias y ensayos clinicos, cuyo objetivo es servir de fuente
de informacion en materia de estudios clinicos. Por otro lado, las bases de datos
de variantes de proyectos nacen de grandes proyectos de secuenciacidén que se
han llevado a cabo en los Ultimos afios a nivel internacional y que han generado,
a partir de los resultados extraidos, recursos online y bases de datos que ponen
a disposicion de la comunidad y que se pueden consultar de forma gratuita. En
cuanto a las bases de datos de variantes especificas de gen, se encuentran por

ejemplo las tres principales bases sobre el gen TP53, el mas frecuentemente mu-
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tado en cancer, asi como informacién sobre todas aquellas variantes que se han

identificado en este gen.

Finalmente, se recomienda que aquellos laboratorios que trabajen con datos mole-
culares, y especialmente con datos de secuenciacion de NGS, creen sus propias ba-
ses de datos internas. Estas bases pueden ser Utiles para la deteccion de variantes
recurrentes en los pacientes estudiados, asi como para identificar artefactos o erro-
res (de secuenciacion o de andlisis) que pueden aparecer de forma recurrente en la
metodologia empleada en el laboratorio. Asi mismo, el GESMD ha creado una base
de datos interna que recopila la informacion molecular generada a partir de datos de

NGS por los grupos del GESMD, denominada RESMDmol.

Algoritmos de prediccion

Los algoritmos in silico de prediccién son herramientas que se utilizan para pro-
nosticar si una alteraciéon en un gen es capaz de afectar la estructura o funcién de
la proteina para la que codifica. Originalmente, la mayoria de estos algoritmos se
desarrollaron y validaron para el analisis de variantes germinales. Posteriormente
se incorporaron en la interpretacion de variantes somaticas, aunque en el contexto
de funcién génica del cancer la interpretacion de las predicciones no es sencilla,
especialmente en las mutaciones activadoras. Por ejemplo, la mutacion oncogénica
activadora V600E en BRAF es considerada neutral por algunos predictores (como
MutationAssessor), por lo que se recomienda mucha precaucién en la interpretacion
de los scores de prediccion y no utilizarlos nunca como Unica evidencia para la cla-

sificacion de una variante o en la toma de decisiones clinicas.

Existen multitud de algoritmos de prediccion in silico para diferentes tipos de altera-
ciones. En general, estas herramientas de prediccién tienen una especificidad mode-
rada (60-80%) con tendencia a sobredimensionar el efecto, y se pueden clasificar en

dos grupos: predictores del impacto de una variante de tipo missense y predictores
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del impacto de una variante de splicing (Tabla 4). Estas herramientas pueden ser
especialmente utiles para la categorizacion de aquellas variantes que no estan des-
critas en las bases de datos clinicas y cuyo impacto se desconoce, ya que pueden
sugerir si el efecto sobre la proteina puede ser deletéreo o no, y por tanto de si es

mas probable que la variante sea o no patogénica.

Tabla 4: Algoritmos computacionales de prediccion del impacto funcional de variantes.

Algoritmo Direccion WEB

PolyPhen2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
SIFT https://sift.bii.a-star.edu.sg/
MutationAssessor http://mutationassessor.org
MutationTaster http://www.mutationtaster.org
§ PROVEAN http://provean.jcvi.org/index.php
% Condel http://bg.upf.edu/blog/2012/12/condel-for-prioritization-of-
= variants-involved-in-hereditary-diseases-and-transfic-for-cancer
CoVEC https://sourceforge.net/projects/covec/files
CADD http://cadd.gs.washington.edu
GERP++ http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/index.html
PhyloP and PhastCons  http://compgen.bscb.cornell.edu/phast
Human Splicing Finder  http://www.umd.be/HSF3
o MaxEntScan http://hollywood.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_score
'g seq.html
%_ NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2
@ NNSplice http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
GeneSplicer http://Awww.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml

Algoritmos de categorizacién de variantes

En la era de la NGS, la categorizacién sistematica de las variantes somaticas sigue
siendo un reto para los laboratorios clinicos, ya que actualmente no esta estandari-
zada. Existe la necesidad de desarrollar nuevas herramientas de interpretacién que

apoyen la toma de decisiones a partir de la evidencia cientifica y clinica.
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Tabla 5. Criterios de inclusién con evidencia clinica y/o experimental para cada categoria de la
AMP/ACMG.*

Cat. Terapia Diagnéstico & Pronéstico

A 1. Biomarcadores que predicen una Biomarcadores incluidos en guias
respuesta o resistencia a terapias profesionales de diagndstico/prondstico
aprobadas por la FDA para un tipo de para un tipo de tumor especifico.
tumor especifico

2. Biomarcadores incluidos en guias
profesionales que predicen respuesta o
resistencia a terapias para un tipo de

tumor especifico.

B Biomarcadores que predicen una Biomarcadores de significado
respuesta o resistencia a terapias para diagnéstico/prondstico para un tipo de
un tipo de tumor especifico en base a tumor especifico en base a estudios
estudios sélidos con consenso entre sélidos con consenso entre expertos en
expertos en el campo. el campo.

C 1. Biomarcadores que predicen una Biomarcadores de significado
respuesta o resistencia a terapias diagnéstico/prondstico en base a los
aprobadas por la FDA o sociedades resultados de multiples pequefios
profesionales para un tipo de tumor estudios.
diferente.

2. Biomarcadores que sirven como
criterio de inclusién para ensayos
clinicos.

D Biomarcadores que muestran Biomarcadores que pueden ayudar en el
significado terapéutico plausible en a diagnéstico/prondstico de enfermedad
base a estudios preclinicos. por si mismos o junto con otros

biomarcadores en base a pequefios
estudios 0 a unos pocos casos.

Abreviaturas: Cat, categoria; FDA, Food and Drug Administration.

Algoritmo de la AMP/ACMG

En un esfuerzo por unificar criterios de interpretacion e informes de resultados mo-
leculares, un grupo multidisciplinar (AMP con representacion de la ACMG, ASCO y
CAP) establecié en 2017 una serie de recomendaciones para clasificar, anotar, inter-
pretar e informar variantes somaticas. Asi, este grupo propone que la interpretacion
de las variantes (biomarcadores) debe realizarse en base a su impacto clinico, incluyen-

do las implicaciones terapéuticas, prondsticas, diagndsticas y preventivas.* Se con-
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sideran biomarcadores aquellas variantes que afectan al cuidado clinico del paciente.
La evidencia empleada para la categorizacion de una variante puede tener mayor o
menor peso en base a su significado a la hora de tomar decisiones clinicas. Este grupo

establece 4 clases (tiers) segun la evidencia experimental y clinica (niveles A, B, C y D).

Estos niveles de evidencia pueden asignarse a las variantes gendmicas para deter-
minar el significado de su impacto clinico. Este grupo propone categorizar las varian-

tes de linea somatica en 4 clases (1, I, lll, IV) en base a su significado clinico (Figura 2).

Los profesionales de diagnéstico molecular también recurren a otro tipo de recursos,
como pueden ser el tipo de mutacién o las predicciones in silico, como apoyo para
la clasificacion efectiva de una variante particular. Es importante contemplar ademas
la informacién obtenida a partir de estas fuentes, siendo ésta tratada con atencion
y juzgada por cada profesional para la categorizacion basada en evidencia de las

variantes encontradas.

Algoritmo del GESMD

En la Guia de aplicacion clinica de la secuenciacién masiva en SMD y LMMC se propo-

ne un sistema de categorizaciéon de variantes muy parecido al de la AMP/ACMG, don-

de se establecen 5 clases funcionales. Esta categorizacion fue actualizada y publicada

en 2020.%° De acuerdo con este sistema, las variantes se categorizan en patogénica,

probablemente patogénica, de significado incierto, probablemente benigna, y benigna,

en base a los siguientes criterios:

® Presencia recurrente en bases de datos o en la literatura, que indiquen la patogenici
dad o la recurrencia de la variante identificada.

¢ Tejido y/o histologia del tumor en la que se ha descrito la variante.

¢ Relacién causal o accionabilidad del gen afectado por la variante identificada en la
patologia a estudio.

¢ Algoritmos de prediccion y estudios funcionales.
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Tierl

Variantes relevantes
en la clinica.

En diagnéstico,
ronoéstico o tratamiento.

Grado de evidencia A.

Tratamiento dirigido
aprobado por la FDA.

Incluido en Guias Clinicas.

Grado de Evidencia B.
Estudios con suficiente
potencia estadistica
con consenso entre los

Tier Il
Variantes potenciaimente
relevantes en la clinica.
En diagnéstico,
prondstico o tratamiento.

Grado de evidencia C.
Tratamiento dirigido
aprobado por la FDA
para otro tipo de
tumores o en
investigacion clinica.

Grado de Evidencia D.
Estudios preclinicos o
casos comunicados sin
consenso.

Tier Il
Variantes con
relevancia incierta
en la clinica.

No ha sido descrita en
frecuencia significativa
en las poblaciones de
datos de poblacién sana
0 en registros de
variantes en cancer.

No existe evidencia

cientifica publicada

convincente de sus
asociacion con cancer.

Tier IV
Variantes benignas
o probablemente
benignas.

Descrita en frecuencia
significativa en las bases
de datos de poblacion
sana.

No existe evidencia

cientifica publicada

convincente de sus
asociacion con cancer

expertos en el campo.

Figura 2. Categorizacién de variantes en base a la evidencia clinica segun los criterios AMP/
ACMG. Las variantes somaticas se clasifican en 4 clases (tiers). Las variantes de clase | son las
de significado clinico mas sélido, las de clase Il son de posible significado clinico, las de clase llI
son las variantes de significado incierto y las variantes de clase IV son benignas o probablemente
benignas. FDA: Food and Drug Administration. Modificado de Li, et al .44

Paginas web o programas de recopilacion de informacién

Por ultimo, se describe una serie de paginas web o programas que, sin ser bases de
datos propiamente dichas, recopilan gran cantidad de informacion de muchas de las
bases de datos y algoritmos anteriores (Tabla 6). En definitiva, facilitan y agilizan mu-

cho la busqueda de informacién sobre una variante.

VarSome, The Human Genomic Variant Search Engine: una de las herramientas
mas utilizadas es la version libre de VarSome que, ademas de aportar una clasificacion
para las variantes, proporciona informacién adicional y enlaces a paginas que recogen
informacién de interés, como pueden ser referencias bibliogréaficas relacionadas, ba-
ses de datos poblacionales y mutacionales, algoritmos de prediccion, categorizacion
de acuerdo con el algoritmo AMP/ACMG,*® etc. VarSome contempla una versiéon de

pago (VarSome Clinical) para el andlisis completo de datos de NGS. Presenta dos
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espacios diferenciados de andlisis para la categorizacion de variantes germinales y

somaticas.

Tabla 6. Lista de web o programas de recopilacion de informacion.

Nombre Direccion WEB Tipo

My Cancer Genome  hitp://www.mycancergenome.org WEB de acceso libre

VarSome https://varsome.com/ WEB de acceso libre (parte de la
informacion mediante pago)
Franklin Genoox https://franklin.genoox.com/clinical-
db/home
Genetic Variant http://www.medschool.umaryland.
Interpretation Tool edu/Genetic_Variant_Interpretation_
Tool1.html/
Inter\ar http://wintervar.wglab.org/
vIiC https://github.com/HGLab/VIC/

Variant Interpreter https://variantinterpreter.informatics.
illumina.com/home

Sophia DDM Software corporativo de SOPHIA
Genetics de pago
Cartagenia Software corporativo de Agilent
Technologies de pago
Alamut https://www.interactive-biosoftware. Software corporativo de Interactive-
com/ biosoftware de pago

Franklin Genoox: otro programa online de interés, también basado en la guia de in-
terpretacion de variantes de la AMP/ACMG de 2015.4 Se trata de una herramienta
similar a la de VarSome, con la posibilidad de subir archivos vcf de forma gratuita ac-
tualmente. Una de las ventajas que ofrece este programa es que incluye un apartado

con informacion sobre evidencia clinica de las variantes somaticas.

InterVar: herramienta informatica que se desarrollé para la interpretacion del significa-

do clinico de variantes germinales y utiliza 28 criterios recomendados por la guia AMP/
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ACMG de 2015,%¢ 18 de los cuales se generan de manera automatica mientras que los

otros 10 se ajustan de forma manual.

VIC, Variant Interpretation for Cancer: utilizando procedimientos similares a InterVar,
se desarroll6 esta herramienta para la interpretacién de variantes somaticas en cancer
en base a la guia AMP/ASCO/CAP de 2017 y clasifica las variantes en 4 categorias:
(1) marcado significado clinico, (2) potencial significado clinico, (3) significado clinico

desconocido, y (4) benigna o probablemente benigna.*’
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e L a presencia de CHIP confiere un riesgo aumentado de neoplasias
hematopoyeticas en la poblacién general, sobre todo mieloides (1B).
Se han establecido 2 categorias de riesgo (alto y bajo) atendiendo
a unas determinadas caracteristicas (1C).

e | a presencia de CHIP confiere un riesgo aumentado de ECV
isquémica en la poblacién general (1B).

Se han establecido 2 categorias de riesgo (alto y bajo) atendiendo
a unas determinadas caracteristicas (1C).
¢ Los pacientes con neoplasias no mieloides y CHIP tienen un riesgo

aumentado de NMRT (1B).
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CHIP y enfermedad hematolégica

La presencia de CHIP aumenta el riesgo de enfermedades hematolégicas malignas.
En las principales series publicadas, con aproximadamente 30.000 participantes, se
observo que la presencia de CHIP se asoci6 a un riesgo incrementado de desarro-
llar una neoplasia hematoldgica, tanto de estirpe mieloide como linfoide.™* Aunque
el riesgo relativo de hemopatia es alto (entre 4 y 15 veces mas, segun la serie), el
riesgo absoluto es de 0.5%-1% por afo, similar al riesgo de transformacién de una
gammapatia monoclonal de significado incierto a mieloma multiple o de una linfoci-
tosis B monoclonal a leucemia linfatica crénica. Varios estudios han mostrado que
el riesgo de desarrollar la hemopatia maligna viene determinado por el tamafio del
clon (medido por la VAF), el numero de mutaciones y la presencia de mutaciones
en genes especificos. Asi pues, dos estudios que compararon el perfil mutacional
de individuos sanos que posteriormente desarrollaron una LMA con controles de la
misma edad y sexo que no desarrollaron LMA, concluyeron que la presencia de mu-
taciones en genes del splicing (SRSF2, SF3B1 y U2AF1), TP53 e IDH1/2, clones de
gran tamano (VAF > 10%) y una mayor complejidad clonal (> 1 mutacién patogénica)
presentaron un riesgo significativamente mayor de evolucion a LMA.*% En la misma
linea, un estudio realizado en pacientes con citopenia clonal (CCUS) mostré que
aquellos con mutaciones con una VAF > 10% o portadores de mas de 1 mutacion,
tenian un valor predictivo positivo (VPP) para un diagnéstico de neoplasia mieloide
de 0.86 y 0.88, respectivamente. Ademas, la presencia de mutaciones en genes del
splicing y de patrones de concurrencia que involucraban a los genes TET2, DNMT3
0 ASXL1, presentaron un VPP para el diagnéstico de neoplasia mieloide préximos a
1. Finalmente, en los pacientes con un diagndstico no concluyente de hemopatia, la
presencia de una CHIP se asoci6 a una alta probabilidad de desarrollar una neoplasia
mieloide durante el seguimiento (HR=13.9; Cl 95% 5.4-35.9; probabilidad acumulada
de progresion entre los que presentan una HC y los que no a los 5 y 10 afios de 82%

vs 9% y de 95% vs 9%, respectivamente; P <0.001).
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CHIP en pacientes con neoplasias sélidas y tratamiento citotéxico

La prevalencia de HC en pacientes con tumores sélidos en el momento del diagnés-
tico es superior al de la poblacién general, aproximadamente un 30%,’ y es especial-
mente elevada en aquellos que acaban desarrollando una NMRT (31% vs 71% en
pacientes que no desarrollaron una NMRT comparando con los que si la desarrolla-
ron).8° Ademas, la presencia de CHIP en pacientes con tumores sélidos previa al ini-
cio de la quimioterapia incrementa entre 5 y 15 veces el riesgo de desarrollar NMRT
en los 10 afios siguientes y este riesgo es mayor en presencia de mutaciones driver
consideradas de riesgo y cuando la carga mutacional VAF es elevada.”® Cabe des-
tacar que la presencia de mutaciones en TP53 y PPMD1, ambos genes implicados
en la reparacion del dafio en el ADN, son especialmente frecuentes en este contexto
clinico, lo que sugiere que los clones portadores de estos genes prosperan con la
presién selectiva inducida por el tratamiento con agentes citotdxicos.”® Los factores
que contribuyen a una mayor frecuencia de CHIP en pacientes con tumores sélidos
son la exposicion previa a quimio-radioterapia y tabaco.” De la misma manera que en
la poblacion general, la presencia de CHIP en pacientes con tumores sélidos se ha
asociado a una mayor mortalidad. Sin embargo, este peor prondstico parece que no
se justifica por una mayor mortalidad debido a la neoplasia hematoldgica secundaria,

si no por la progresién del tumor primario.”

CHIP y trasplante de progenitores hematopoyéticos

Se desconoce el impacto clinico real de la CHIP en el contexto del trasplante de
progenitores hematopoyéticos. Debido al riesgo elevado de CHIP en los pacien-
tes sometidos a quimioterapia, los pacientes sometidos a trasplante autélogo de
progenitores hematopoyéticos (TAPH) pueden presentar CHIP en su producto
de aféresis. Este fenomeno se ha observado en aproximadamente un 30% de
los pacientes con linfoma no Hodgkin sometidos a TAPH, siendo los genes mas
frecuentemente mutados TET2, TP53 y PPM1D, y supone un riesgo aumentado

de desarrollar una NMRT a lo largo de 10 afios (14% en portadores vs 4% en no
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portadores de CHIP) y de una mortalidad global superior (61% en portadores
vs 30% en no portadores de CHIP)."® Respecto al trasplante alogénico de pro-
genitores hematopoyéticos, existen datos contradictorios. Hasta la fecha existe
solo un estudio que ha comparado el impacto de la CHIP en los receptores de
donantes con y sin CHIP. Este estudio encontré un mayor riesgo de enfermedad
del injerto contra receptor cronica y, por lo tanto, un riesgo inferior de recaida,
pero no de infeccion, citopenias o supervivencia global.'" Por otra parte, dos
abstracts publicados recientemente, concluyen resultados opuestos: mientras en
uno se observd un mayor riesgo de EICH aguda pero no crénica, '? en el otro, no
se encontré ningun impacto de la CHIP en el trasplante.' Finalmente, un analisis
realizado en un solo centro en mas de 500 trasplantes consecutivos, observé
que los recipientes de donantes con CHIP presentaban un riesgo aumentado de
citopenias post-trasplante.’* Curiosamente, la prevalencia de CHIP en donantes
sanos es mayor en familiares de pacientes con neoplasias mieloides (19%) que
linfoides (6%), lo que sugiere la existencia de una posible predisposicién heredi-

taria al desarrollo de la CHIP."®

Definicion de individuos con CHIP de alto y bajo riesgo de desarrollar neopla-
sias hematolégicas

Como se comenta previamente, aunque la presencia de CHIP confiere un mayor
riesgo global de hemopatia maligna, su valor predictivo es bajo y la mayoria de indi-
viduos no la desarrollaran. Por ello, es importante conocer qué caracteristicas de la
CHIP confieren un riesgo incrementado de desarrollar una neoplasia hematolégica.
Asi pues, se considera una CHIP de alto riesgo para desarrollar hemopatias malignas
la que presente cualquiera de las siguientes caracteristicas:

® Cualquier mutacion asociada a CHIP con una VAF >10%.

e Presencia de >2 mutaciones asociadas a CHIP (independientemente de la VAF*).

* Mutaciones en los genes TP53, IDH1/2 y genes del splicing.

*Siempre que sea >2%.
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Aquellos individuos que no presentan ninguna de estas caracteristicas se consideran

individuos con una CHIP de bajo riesgo para desarrollar neoplasias hematolégicas.

CHIP y enfermedad cardiovascular

La presencia de CHIP aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares (ECV).
Jaiswal et al .2, vincularon por primera vez la CHIP con la ateromatosis y sus conse-
cuencias a partir de los datos de seguimiento de una poblacién de mas de 17.000
personas, obtenida por la fusion de 22 cohortes prospectivas recogidas con otros
fines. Dicho estudio mostré que, entre las 3.353 personas que habian padecido una
cardiopatia isquémica o un ACV isquémico, el riesgo relativo era aproximadamente
el doble (2.0 y 2.6, respectivamente) en los que tenian CHIP. El hallazgo fue espec-
tacular, a pesar de que la HR detectada era mucho menor que la de desarrollar una
neoplasia hematopoyética (HR 11.1 en la muestra global). El ajuste multivariante
solo permitié controlar por el habito tabaquico, los niveles séricos de colesterol
total y los de HDL colesterol, en un pequefio grupo de pacientes. Aun asi, el vincu-
lo entre ambos fendmenos fue inesperado, muy atractivo desde el punto de vista
intelectual y con un gran impacto clinico potencial, lo que ha motivado hasta hoy
mas de 1.400 citaciones y multitud de articulos de revision, tomas de posicion y
editoriales'®*® y ha supuesto un segundo impulso para una nueva disciplina, la lla-
mada “Cardio-Oncologia”, que nacié a partir de la necesidad de predecir y prevenir
las consecuencias cardioldgicas de los tratamientos oncoldgicos?*#447. El origen
hematoldgico de la CHIP y la participacion de alteraciones hematopoyéticas en la
génesis de fendmenos trombéticos ha acercado dicha disciplina a la Hematologia,

conndo lo que podriamos llamar “Cardio-Oncohematologia”.

Posteriormente, en un estudio de casos y controles anidado en una cohorte de 8.255
personas (4.726 pacientes y 3.529 controles) procedente de 4 estudios previos (2
de ellos retrospectivos y los otros 2 prospectivos), Jaiswal y colaboradores*® confir-

maron sus hallazgos previos al poner de manifiesto una HR mayor de infarto agudo
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de miocardio (IAM) y calcificacién de las arterias coronarias entre los portadores de
CHIP, aunque la presencia de mutaciones en el gen DNMT3A solo pudo asociarse a
un aumento de riesgo de IAM en 1 de los 4 grupos analizados y el aumento de riesgo
de calcificacion coronaria solo se observo en aquellos con VAF >10%. El aumento de
riesgo de IAM y otros eventos tromboéticos también se ha observado en los pacientes

con SMD que presentan mutaciones en los genes JAK2 y TP53.4°

La ateromatosis es una enfermedad que afecta a los vasos de tamafio grande y
mediano y cuya patogenia ha sufrido un cambio radical en las uUltimas décadas. De
ser una aparente acumulacion pasiva de lipidos en la pared arterial, se ha transfor-
mado en un proceso en el que el dafo endotelial conduce a procesos proliferativos
subendoteliales con gran protagonismo de células de origen monocitario y ulterior
acumulacion de lipidos, en la que el inflamasoma ha adquirido un papel fundamen-
tal.505" El hecho de que los monocitos tengan un origen hematopoyético subyace
al aparente vinculo entre la CHIP y la enfermedad cardiovascular, con el envejeci-

miento del individuo como comun denominador.52-%*

Estudios epidemiolégicos

Los estudios epidemioldgicos descritos mas arriba y otros posteriores®®*%® han
puesto de manifiesto un aparente aumento de riesgo de muerte de origen cardio-
vascular, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca de origen isquémico, ac-
cidentes cerebrovasculares y estenosis valvular adrtica degenerativa calcificada,
asi como de empeoramiento de su pronéstico, en los pacientes con CHIP. Casi
todos ellos se basan en analisis retrospectivos de cohortes prospectivas bien ca-
racterizadas de pacientes con patologia cardiovascular, o de personas sanas que

habian sido seguidas por motivos epidemioldgicos o de salud publica.

Dorsheimer y colaboradores,?® analizaron una cohorte prospectiva de 200 pacien-

tes con insuficiencia cardiaca de origen isquémico en clase funcional II-1ll de la
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NYHA, entre los que detectaron un 18.5% de casos con CHIP (definida como VAF
> 2%). Aunque los pacientes con CHIP tenian una edad superior y mayor frecuen-
cia de HTA que los que tenian la concion wild-type, el riesgo relativo de muerte,
ajustado por edad e hipertension arterial, era de 2.11 (IC 95% 1.05-4.24) entre
los que presentaban CHIP por mutacion en DNMT3A o TET2. La HR de muerte
en pacientes con multiples eventos de insuficiencia cardiaca, ajustada por edad
e hipertensioén arterial, era de 2.09 (IC 95% 1.10-3.95). También comprobd que la
supervivencia global y la supervivencia libre de evento eran mayores en aquellos

con una VAF <1% y que existia relacion directa entre la VAF y el riesgo (Figura 3).
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A, Overall survival of patients with DNMT34 or TET2 mutations with a VAF

greater than 0.005 to 0.0: a VAF of at least 0.01 to 0.02: a VAF of at least 0.02:

and non-CHIP patients reveals dose-response of clone size and clinical

outcome: B, Event-free survival free of death or rehospitalization for heart
failure with DNMT34 or TETZ mutations at various VAFs vs non-CHEP patients. P
values are for log-rank tests,

Figura 3. Tomado de Dorsheimer, 2019.

En apoyo del papel que el aumento de expresién del gen de la IL6 podria tener
como paso intermedio para el aumento del riesgo cardiovascular a través de la
activacion del inflamasoma en los pacientes con CHIP, Bick y colaboradores®® han
descrito recientemente a través del estudio del exoma de una cohorte prospec-
tiva de 35.416 individuos con muestras almacenadas en el biobanco del Reino

Unido, que los pacientes que presentan de forma concomitante CHIP con muta-
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cién de los genes DNMT3A o TET2 y la mutacién inactivadora IL6R p.Asp358Ala
en el gen del receptor de la IL6, presentan una atenuacién del riesgo que se
observa en los pacientes wild-type, lo que sugiere que el control farmacolégico
de la actividad de IL6 podria reducir el riesgo cardiovascular de las personas
con CHIP por mutacién en los genes antes mencionados. Los datos de este tra-
bajo son concordantes con los hallazgos de Busque y colaboradores®” que han
descrito recientemente un aumento de los niveles de proteina C reactiva de alta
sensibilidad en los 427 sujetos con CHIP (22.6%) procedentes de una cohorte de
1.887 sujetos mayores de 70 afios con muestras almacenadas en el biobanco del
Instituto del Corazén de Montreal de los cuales 1.359 tenian historia de cardio-

patia isquémica.

TET2 JAK-2 TET2 TET2
DNMT3A JAK-2 JAK-2
DNMT3A

Figura 4. Genes asociados a CHIP implicados en la patologia cardiovascular. Cortesia del
Dr. J.A. Paramo.

Otro trastorno cardiovascular en el que la inflamacién crénica tiene un papel relevante
es la estenosis valvular adrtica de origen degenerativo. En un grupo de 279 pacientes
del Hospital Universitario de Frankfurt con estenosis severa y sometidos a procedi-

mientos de recambio valvular por via femoral, Mas-Peiro y colaboradores®® han comu-
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nicado recientemente la presencia de CHIP en 93 de ellos (33.3%). La supervivencia a
8 meses de los pacientes con una intervencion exitosa fue peor en los que tenian una
CHIP en los genes DNMT3A o TET2 que en los que no la tenian, incluso si se prescin-

dia de los eventos que tuvieron lugar en los primeros 30 dias de la intervencion.

Por ultimo, es bien conocida la asociacion entre la menopausia precoz/prematura y la
enfermedad cardiovascular. Recientemente se ha descrito la asociacién entre la pre-
sencia de CHIP y el desarrollo de menopausia prematura (antes de los 40 afos). Las
pacientes con CHIP tienen un OR de menopausia natural prematura de 1,73, que au-
menta a 1,91 en aquellas con una VAF igual o superior al 10%. En el analisis de genes
especificios, la asociacion solo fue estadisticamente significativa con las mutaciones
de DNMT3A.*® A partir de estos datos, la menopausia natural prematura podria ser

considerada un factor de riesgo/marcador de CHIP y de ECV asociada a CHIP.

Estudios experimentales

La aplicacién simple de los criterios epidemioldgicos de causalidad conduce a con-
cluir que la evidencia epidemiolégica disponible no es suficiente para establecer
una relacion causal entre CHIP y enfermedad cardiovascular, ya que la ausencia de
estudios de intervencién no permite excluir la posibilidad de que existan diversos
tipos de sesgo. Por esta razén, se han efectuado diversos estudios experimenta-
les*®59-64 que pretenden aportar una base cientifica a los hallazgos epidemiolégicos.
Entre ellos debemos destacar el estudio pionero de Jaiswal y colaboradores,* que
complementaron su estudio epidemiolégico con un trabajo efectuado en ratones
predispuestos a la ateromatosis (por ser deficientes en el receptor de LDL co-
lesterol) a los que el trasplante hematopoyético de una pequefia proporcién de
progenitores carentes del gen TET2 provocd un aumento de la acumulaciéon de ma-
créfagos en las placas de ateroma y la consiguiente aceleracién de la ateromatosis.
Posteriormente Fuster y colaboradores®® reprodujeron los hallazgos y confirmaron

que la aceleracion de la ateromatosis estaba mediada por un aumento de secrecion
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de IL1B con participacion del inflamasoma NLRP3 y que la inhibicién de dicha via
tenia en ellos un potente efecto protector. Este modelo, incluyendo la participacion
de la IL1B activada por la via citada, ha sido reproducido también por Sano y cola-
boradores,®' tomando como diana en vez de las placas de ateroma un modelo de
insuficiencia cardiaca provocada por constriccion aértica, o ligadura de la arteria

descendente anterior.

Mediante técnicas de CRISPR con la utilizacién de vectores lentivirales, se ha de-
mostrado que los mecanismos por los que las mutaciones de TET2 y DNMT3A pro-
vocan un aumento de la inflamacion son distintos: mientras que la inactivacion de
TET2 provoca una elevacién de IL1B, IL6 y CCL5, la pérdida de funcién de DNMT3A
conduce a un aumento de expresién de CXCL1, CXCL2, IL6 y CCL5.%? El efecto de
las mutaciones de TET2 sobre la funcién cardiaca también ha sido demostrado re-

cientemente por otros dos grupos de investigacion independientes.?364

El mecanismo por el cual las mutaciones en JAK2 provocan un aumento de los fe-
némenos aterotrombéticos tiene también relacion con el aumento de los fenémenos
inflamatorios locales en la placa de ateroma, en este caso mediados por un aumento
de la acumulacién local de hierro,%® que conduce a la ulceracion de la placa y su con-

siguiente inestabilidad.

Como sintesis final, recomendamos al lector interesado la excelente revision sobre
la relacién entre la CHIP y la enfermedad cardiovascular publicada recientemente
por Min y colaboradores.* Podemos concluir que existe una evidencia epidemiolé-
gica y experimental importante que, aunque no lo prueba de forma definitiva, apoya
la existencia de un vinculo etiolégico entre la CHIP y la enfermedad cardiovascular
(Figura 4). La participacién de la HC estaria probablemente vinculada a la pérdida
de funcién del gen TET2, que conduciria a una activacion del inflamasoma, o bien

al aumento de funcién del gen JAK2, que facilitaria la trombosis mediante la acu-
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mulacion de hierro en la placa de ateroma, mientras que la existencia de mutacio-
nes en DNMT3A provocaria un aumento de la relacion entre los linfocitos Th17 y
los Treg, que acentuaria los procesos inflamatorios locales. En el caso de los otros
genes involucrados, la implicaciéon patogénica todavia no tiene una argumentacion
clara. La activacion del inflamasoma podria modularse clinicamente con agentes
dirigidos a IL6 o IL1f (p.ej. canakinumab), lo que abre interesantes perspectivas

terapéuticas.

Definicion de individuos con CHIP de alto y bajo riesgo de desarrollar enferme-
dad cardiovascular

Con todo lo anterior, se consideran individuos con CHIP de alto riesgo para desarrollar
ECV aquellos con cualquiera de las siguientes caracteristicas:

¢ Presencia de variantes patogénicas y recurrentes en el gen JAK2 (cualquier VAF*).

¢ Cualquier mutacion asociada a CHIP con una VAF >10%

*Siempre que sea >2%.

Aquellos individuos que no cumplan ninguna de estas caracteristicas, se consideran

individuos con una CHIP de bajo riesgo para desarrollar ECV.

CHIP debido a variacion en el nimero de copias (CNV)

Tal y como se comenta en la introduccién de estas guias, de acuerdo con la definicién
propuesta por Steensma y colaboradores, la presencia de una CNV que afecte a uno o
mas genes implicados en neoplasias hematolégicas, también es consistente con una
CHIP® Aunque las implicaciones de este tipo de alteraciones no han sido tan amplia-
mente estudiadas como las de las mutaciones (SNV/indels), si hay cierta evidencia de
su relevancia clinica. Recientemente se publicé un andlisis llevado a cabo en un total
de 11.234 individuos (10.623 seleccionados al azar sin historia previa de cancer y 611
seleccionados por haber desarrollado una neoplasia hematoldgica con los afios) con

datos mutacionales y de SNP-arrays (informaciéon de CNVs y regiones con pérdidas de
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heterocigosidad o LOHSs).®” En este estudio se describi6 la presencia de mutaciones
(VAF > 0,5%) en el 27% de los individuos y de CNVs/LOHs (fraccion celular > 0,2%)
en el 20% de los casos. De forma global, un 41% de la cohorte tenia HC, es decir, al
menos un tipo de alteracion (40% de los casos seleccionados al azar y 56% de los ca-
sos seleccionados por desarrollar una neoplasia hematolégica), y un 7% de la cohorte
(16% de los casos con HC) presentaron ambos tipos de alteraciones (mutaciones y
CNV/LOH), y tanto el nimero total de alteraciones como el tamafio del clon se asocia-
ron a alteraciones en el hemograma y a una mayor mortalidad por neoplasia hemato-
l6gica. En una pequefia fraccién de los individuos (1%), ademas, se pudo demostrar la
presencia de estos dos tipos de alteraciones que afectaban al mismo locus y que se
detectaban en el mismo clon, incluyendo mutaciones de DNMT3A en clones con LOH
de 2p, mutaciones de TET2 con LOH de 4q, mutaciones de JAK2 con LOH de 9p y
mutaciones de TP53 con del(17p) o LOH de 17p. La coocurrencia de estos eventos se
asocié a una mayor mortalidad por neoplasia hematologica. En cuanto a la mortalidad
por eventos cardiovasculares, la presencia de mutaciones si se asocié a una mayor

mortalidad, mientras que las CNVs/LOHs no tuvieron ningun efecto.
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Pruebas diagnoésticas
complementarias
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Diagnostics Universidad de Navarra, Pamplona; Mireia Atance, Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz,
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¢ Ante el hallazgo de una HC se debe confirmar si cumple criterios de CHIP
(grado de recomendacion 1C).
® Se recomienda realizar una valoracién del riesgo cardiovascular por un
especialista en todos los pacientes con recién diagnéstico de CHIP

(grado de recomendacioén 1C).
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Como ya se ha mencionado con anterioridad, el incremento de estudios genéticos
ha hecho que el diagnéstico de una HC sea cada vez mas frecuente en la practica
diaria. Ante el hallazgo de una HC se recomienda confirmar, mediante la realizacién
de una anamnesis exhaustiva y pruebas complementarias, si cumple los criterios
diagnésticos de una CHIP. En ausencia de unas guias basadas en la evidencia,
los objetivos de los dos proximos capitulos (capitulos 7 y 8) han sido establecer las
pruebas diagndsticas que permitan un diagndstico de certeza de CHIP, los estudios
complementarios necesarios una vez diagnosticada la CHIP y el seguimiento clinico
de estos sujetos, a partir de los datos publicados mas sélidos hasta el momento y de

la experiencia de determinados centros.>¢

Estudios iniciales ante el hallazgo de una hematopoyesis clonal
Se considera imprescindible realizar en todos los individuos (independientemente del

contexto clinico):

Historia clinica y exploracion fisica

Es necesario recoger en la historia clinica la exposicion a téxicos (incluyendo el taba-
co), metales pesados o productos quimicos; también se debe recoger la exposicion
a radioterapia o el tratamiento con quimioterapia, inmunosupresores y/o inmunomo-
duladores. Se debe investigar antecedentes familiares de enfermedades hematol6gi-
cas benignas o malignas, asi como de enfermedades neoplasicas no hematolégicas.

La exploracion fisica debe resefiar la existencia de visceromegalias y/ o adenopatias.

Estudio en sangre periférica

La mayoria de estos estudios van dirigidos a descartar causas secundarias de mie-

lodisplasia.

- Hemograma completo que incluya: recuento absoluto de leucocitos y plaquetas.
Recuento absoluto y relativo de neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos, baséfilos y monoci-

tos. Cifra de hemoglobina y de hematocrito. Parametros de serie eritroide: VCM, HCM,
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CHCM, ADE y recuento de reticulocitos (no es infrecuente en la CHIP encontrar un au-
mento del volumen corpuscular medio o de la amplitud de la distribucion eritrocitaria).’”#

- Frotis de sangre periférica sin anticoagulante o < 2 horas con EDTA, tefiido con la
tincion panoptica tipo May-Grinwald Giemsa, en el que se realizara:

e Férmula leucocitaria manual sobre 200 células nucleadas.
¢ Valoracion de rasgos de mielodisplasia (diseritropoyesis, disgranulopoyesis
distrombopoyesis) y la presencia de linfocitos atipicos.® 2

- Bioquimica basica que incluya funcion renal, hepatica y niveles de LDH.

- Funcién tiroidea: TSH y T4.

- Niveles de vitamina B12, acido félico y perfil férrico (sideremia, transferrina,
ferritina, indice de saturacion de la transferrina, y si es necesario, receptor soluble
de la transferrina).

- Proteinograma e inmunoelectroforesis sérica.

- Serologia de VHB, VHC y VIH.

- Perfil basico de autoinmunidad: factor reumatoide y anticuerpos antinucleares.

En algunos casos, ademas, puede ser necesario:

- Citometria de flujo en el caso de linfocitosis, neutropenia, monocitopenia o linfo
citos atipicos en el frotis.

- Exclusién de hemoglobinuria paroxistica nocturna en el caso de anemia y sig-
nos de hemolisis.

- Exclusién de mutacién germinal en los casos en que la VAF > 30% en los genes
de predisposicion de linea germinal (RUNX1, GATA2, DDX41, TP53, ETV6, CEBPA
y ANKR26) o en aquellos casos en que existan criterios clinicos de cancer hereditario.™

- Estudio de médula ésea. La necesidad de realizar un estudio medular al diagnos-
tico vendra determinado por la existencia de citopenia/s no justificadas, alteraciones
morfolégicas en el frotis de sangre periférica y la presencia de una CHIP clasificada
como alto riesgo de desarrollar una neoplasia hematolégica (remitirse al capitulo 6).

26814 | a decision de realizar un aspirado o una biopsia vendra determinado por la
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sospecha diagnoéstica. En este sentido, aunque el mayor riesgo es el de progresion

a SMD o LMA, también se han descrito linfomas, mielomas y neoplasias mielopro-
liferativas. Durante el seguimiento, se recomienda repetir el estudio medular siempre
que aparezcan nuevas citopenias, se observe un empeoramiento de las mismas o un

incremento de la VAF.

Si todo lo anterior confirma que el hemograma es normal (o que la citopenia esta
justificada por causas secundarias), que no existe una hemopatia maligna, que la
VAF > 2% y que el gen mutado es un gen recurrente en las neoplasia hematolégicas,

se confirma el diagnostico de CHIP.

Es importante remarcar que la presencia de CHIP por si sola no es sinénimo de enfermedad
y que, ademas, no existe ninguna intervencién activa que modifique la CHIP. Por ello, se

debe individualizar en cada caso el riesgo/beneficio de confirmar la presencia de una CHIP.

Estudios complementarios tras la confirmacién de una CHIP

Evaluacion del riesgo cardiovascular

Cada vez parece mas evidente que la presencia de CHIP se debe considerar un factor
de riesgo independiente para el desarrollo, progresion y peor pronéstico de la ECV."-
22 Por ello, se recomienda realizar una evaluacién del riesgo cardiovascular por un
cardio-oncohematologo en todos los portadores, especialmente en los que presenten
otros factores de riesgo CV y aquellos que han recibidio o vayan a recibir tratamiento
citotoxico.2>28 De manera general y en base a las Guias Americanas de Prevencion
Primaria de Enfermedad Cardiovascular,® se recomienda realizar estudio del coles-
terol HDL y LDL, triglicéridos, niveles de hemoglobina glicosilada HbA1, tensién ar-
terial sistolica y diastolica, frecuencia cardiaca e indice de masa corporal. También
es importante conocer la presencia de una patologia cardiovascular previa, la historia
familiar de enfermedad cardiovascular precoz, el habito tabaquico y la actividad fisica.
Es posible que en algunos casos sea necesario realizar pruebas de imagen como un

ecocardiograma, ecodoppler de carétidas o un TAC de arterias coronarias.
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Es probable que en un futuro, a medida que se conozca la relacién de la CHIP con

otros sistemas de nuestro organismo, sea necesario la valoracion de estos sujetos

por mas especialistas.

Tabla 1. Pruebas diagndsticas para el diagnéstico de certeza de CHIP y estudios complementa-

rios una vez diagnosticada la CHIP.

Pruebas Imprescindibles
complementarias

Confirmacion Historia clinica y Exploracion
CHIP /Diagnéstico fisica.
Diferencial * Hemograma.
* Frotis de sp.
* Bioquimica basica: funcion
renal, hepética, LDH.
© Funcion tiroidea: TSHy T4.
* Niveles de vitamina B12, acido
félico y perfil férrico
(sideremia, transferrina, ferritina,
indice de saturacién de la
transferrina).
* Proteinograma e inmunoelec-
troforesissérica.
 Serologia de VHB, VHC y VIH.
 Perfil basico de autoinmunidad:
FRy ANA.

Inmunofenotipo en sp si procede.

Tras confirmacion Valoracion del Riesgo
CHIP Cardiovascular:

* FRCV: obesidad, sedentarismo,
tabaco, patologia inflamatoria
croénica o historia familiar de
enfermedad cardiovascular
precoz.

 Analitica: Colesterol HDL y
LDL, triglicéridos, HbA1.

* Constantes: TAS/TAD, FC e
IMC.

A valorar

Estudio de mutacién
germinal: si VAF>30% o en
aquellos casos en que exista
una historia familiar clara de
neoplasias.

BMO si:

¢ Dudas diagnosticas.

 Diagnéstico diferencial con
SMD.

¢ Presencia de citopenias
leves o alteraciones
morfoldgicas en el frotis.

® Presenciade 2 o
masmutaciones.

* Presencia de variantes de
alto riesgo de progresion
como por ejemplovariantes
en TP53 con VAF >10%.

Manejo Multidisciplinar
* ECG

® Ecocardio-TT

® Fcodopler de carétidas
* AngioTAC de coronarias
® Otras
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Recomendaciones para el
seguimiento clinico de los
individuos con CHIP
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¢ El seguimiento clinico debe ser en funcién del grupo de riesgo
de la CHIP.
® En la CHIP de alto riesgo se recomienda un estudio medular basal
y la monitorizacién molecular (grado de recomendacion 2C).
¢ En la CHIP de bajo riesgo es suficiente con un hemograma anual
(grado de recomendacién 2C).

* Se recomienda hacer un estudio medular cuando se produzca un
aumento de la VAF, aparicién de nuevas mutaciones o profundizacién
de las citopenias, independientemente del riesgo inicial
(grado de recomendacién 1C).

* En todos los pacientes con CHIP (alto y bajo riesgo) se debe evaluar
el riesgo CV por un especialista e intevenir si se considera necesario

(grado de recomendacién 1C).
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Debido a las implicaciones diagnésticas, clinicas y pronésticas de la CHIP, asi como
el rapido avance en el conocimiento de esta entidad, se aconseja que estos sujetos
sean controlados en centros que dispongan de unidades multidisciplinares especia-
lizadas que incluyan un hematélogo, biélogo molecular, cardiélogo, internista y un

psicooncologo.

En el capitulo 6 se detallan los criterios de una CHIP de alto y bajo riesgo de desa-

rrollar neoplasias hematolégicas y ECV.

Seguimiento de los individuos con CHIP de alto y bajo riesgo de desarrollar

neoplasias hematolégicas

Las recomendaciones para el seguimiento de los sujetos con CHIP de alto ries-

go de desarrollar neoplasia hematolégicas son:

- La realizacion de un estudio medular basal con la finalidad de descartar una neo-
plasia hematolégica oculta, o bien, disponer de una médula inicial con la que poder
comparar con estudios posteriores.

- La monitorizacion semestral del hemograma. Ante un empeoramiento de las citope-
nias de etiologia no filiada se debe realizar un nuevo estudio medular.

- La monitorizacion anual de la carga mutacional. Ante un aumento significativo de
la VAF o la incorporacién de nuevas mutaciones se deberia valorar caso a caso
la realizacion de un nuevo estudio medular. Por otra parte, es importante realizar el

seguimiento de la carga mutacional con la misma técnica con la que se detecto.

Las recomendaciones para el seguimiento de los sujetos con CHIP de bajo ries-

go de desarrollar neoplasia hematolégicas son:

- Monitorizacion anual del hemograma. Ante un empeoramiento de las citopenias de
etiologia no filiada se debe realizar un estudio medular.

- No se recomienda realizar un estudio medular basal ni la monitorizacion de la carga

mutacional.
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Seguimiento de los individuos con CHIP de alto y bajo riesgo de desarrollar
enfermedad cardiovascular

En el momento actual, la CHIP no estd incluida en los indices pronésticos de riesgo
cardiovascular ni en las guias clinicas. Asimismo, no existe ninguna estrategia que
haya demostrado disminuir el riesgo de ECV en las personas con CHIP y el uso de
antiagregantes u otros antiinflamatorios como prevencion primaria no esta estable-
cido. Es especialmente controvertido el uso de aspirina a bajas dosis en los casos
de CHIP con mutacion en JAK2 V617F, en el contexto de un riesgo incrementado de
ECV respecto otras mutaciones CHIP y su uso como tromboprofilaxis en las neo-
plasias mieloproliferativas. Sin embargo, no existe ningun estudio al respecto y, por
lo tanto, no es posible realizar una recomendacién general del uso de aspirina en

individuos con una CHIP debida a mutaciones en JAK2.

Por todo lo anterior, se recomienda realizar una estrategia de prevencién mediante
la evaluacién individualizada del riesgo cardiovascular en todos los pacientes con
CHIP (independientemente de si se trata de una CHIP de alto o bajo riesgo) por un
especialista y establecer pautas de prevencién cardiovascular dirigidas a mitigar un

incremento del riesgo.’

¢Se debe hacer screening de CHIP?

No se recomienda realizar screening de CHIP de forma generalizada fuera de es-
tudios de investigacion ya que no existe, por el momento, ninguna estrategia tera-
péutica que haya demostrado disminuir el riesgo de desarrollar las enfermedades a
las que predispone ser portador de una CHIP (neoplasias hematolégicas y ECV). Es
bien conocido que los pacientes con cancer sélido tienen un mayor riesgo de ECV
y de NMRT por el cancer en si mismo y por el tratamiento antineoplasico, lo que se
podria justificar por una mayor prevalencia de CHIP en esta poblacion.?® Por ello,
puede considerarse hacer screening de mutaciones CHIP en aquellos pacientes con

neoplasias sélidas con una supervivencia esperada >5 afos. Igualmente, puesto que
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cada vez es mas evidente que la CHIP es un factor de riesgo CV independiente,* se
puede valorar el estudio de CHIP en aquellos individuos jovenes con ECV de etiolo-

gia desconocida y/o sin factores de riesgo conocidos.

Un tema controvertido es el de analizar la presencia de CHIP en los donantes de proge-
nitores hematopoyéticos y en los pacientes que van a ser sometidos a un TAPH. El do-
nante puede transferir una HC al receptor a través del trasplante de progenitores hema-
topoyeéticos y, por lo tanto, en base a los estudios en la poblacion general, es presumible
la presencia de un mayor nimero de complicaciones hematolégicas, como la leucemia
derivada del donante y no hematolégicas, como la ECV. Sin embargo, en el momento

actual, no se aconseja realiza un screening en estos casos por las siguientes razones:

¢ Cientificas: no se conoce el impacto real de la CHIP en el contexto del trasplante
hematopoyético. En este sentido, se han descrito mutaciones en DNMT3A proceden-
tes del donante en cinco de seis pacientes trasplantados con citopenia persistente de
causa no justificada.® Sin embargo, otro estudio restrospectivo comparé los efectos
de la CHIP en el postrasplante de pacientes trasplantados de donantes con CHIP y
demostré una mayor enfermedad injerto contra receptor (EICR) crénica y un menor
riesgo de recaida, sin tener un impacto en el riesgo de infecciones, citopenias o super-
vivencia global.® Es importante tener en cuenta que ninguno de estos estudios analizé
el impacto de las variables biolégicas que podrian influir en los resultados. Por otra
parte, otros dos estudios publicados recientemente reportan resultados contradictorios,
uno muestra un mayor riesgo de EICR aguda pero no crénica,” mientras que el otro no
muestra ningun impacto de la CHIP en la EICR.8 El desarrollo de una leucemia derivada
del donante es una de las complicaciones mas temidas. Sin embargo, se trata de una
complicacion muy rara (<1%) y tardia.®'® Por otra parte, se desconoce si los receptores
de una HC presentan un mayor riesgo de transformaciéon a LMA y ECV que el descrito

en la poblacion normal.
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e Técnicas: No existe una estandarizacién internacional en la definicién ni la metodo-
logia diagnostica de la CHIP, ni tampoco una estructura sanitaria que pueda afrontar
las consecuencias de este hallazgo (consejo genético, pruebas complementarias y

seguimiento clinico).

e Eticas: la ausencia de intervencién (por ahora no existe ningn tratamiento que
mejore o elimine el clon), asi como las implicaciones psicolégicas que puede suponer

este diagnéstico en los individuos sanos.

Se debe informar previamente a la realizacion del estudio de CHIP sobre las conse-
cuencias conocidas de ser portador, asi como de la posibilidad de otras desconoci-
das en estos momentos, y de la falta de evidencia de intervenciones terapéuticas en
el caso de un resultado positivo. Es muy recomendable que estos individuos sean

valorados por un psico-oncoélogo.

e Se podria considerar realizar un screenig de CHIP en pacientes
con neoplasias no mieloides con una supervivencia esperada prolongada
y en aquellos con ECV sin factores de riesgo conocidos (2C).

* No se recomienda hacer un screening de CHIP en los donantes
de progenitores hematopoyéticos ni en los pacientes que van a ser

sometidos a un trasplante hematopoyético autélogo (2C).
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Sindrome de Vexas

Autores: Maria Julia Montoro, Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona;
Andrés Jerez, Hospital General Universitario Morales Meseguer, Murcia.

Debido a la reciente descripcién de esta entidad, a que es una consecuencia de
una HC y a que también se relaciona con neoplasias hematoldgicas (principalmente
SMD), se ha incluido este sindrome en el presente documento. A continuacion, se

resaltan los aspectos mas importantes del sindrome de VEXAS.

El sindrome de VEXAS (acrénimo que proviene de las palabras en inglés: vacuoles, E1
enzyme, X-linked, autoinflammatory, somatic) se describe por primera vez en el afio 2020
cuando Beck y colaboradores', con el fin de identificar mutaciones en genes relacio-
nados con la via de la ubiquitinacién-proteasoma (via conocida por estar implicada en
varias enfermedades autoinflamatorias),? analizan el exoma de sangre periférica de 2560
adultos con enfermedades autoinflamatorias sin diagnosticar y detectan en 25 hombres
la presencia de variantes somaticas patogénicas en heterocigosis en el gen UBAT (en
el codon p.Met41) en los progenitores hematopoyéticos. Este gen se localiza en el cro-
mosoma Xy codifica la enzima activadora del modificador similar a la ubiquitina 1 (enzi-
ma fundamental para el inicio de la ubiquitinizacion citoplasmatica, proceso mediante el
cual las proteinas mal plegadas se degradan por la via del proteosoma). Mutaciones en
p.Met41 resultan en una deplecion de la isoforma citoplasmatica de UBAT y, como con-
secuencia, conllevan a un descenso de la ubiquitinacién y una activacion de la respuesta

inmune innata. Cabe destacar que, a pesar de que la mutacién de UBAT tiene lugar a
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nivel de los progenitores hematopoyéticos, en sangre periférica se encuentra restringida
a la linea mielo-monocitaria, no encontrandose en los linfocitos maduros, lo que sugiere
que las células mieloides con la mutacién sobreviven y maduran mientras que los linfoci-

tos UBAT mutados son seleccionados negativamente en la médula ésea.

Clinicamente se caracteriza por la aparicién de sindromes autoinflamatorios en hom-
bres entre la quinta y la séptima década de la vida (mediana de edad de 64 afios)
como el sindrome de Sweet, policondritis recidivantes, poliarteritis nodosa, arteritis
de células gigantes o fiebre recurrente, que ademas son refractarios al tratamiento
inmunosupresor con glucocorticoides o farmacos antirreumaticos modificadores de
la enfermedad. A nivel analitico presentan una anemia macrocitica (96-100% de los
casos)'® con elevacion de los reactantes de fase aguda (proteina C reactiva y factor
de necrosis tumoral), interleukina-6 e interferon-y, y en medula 6sea es frecuente
observar rasgos displasicos siendo la vacuolizacion en los precursores mieloides y
eritroides lo mas caracteristico. Ademas, también es frecuente (un 44% de los casos)
la presencia de eventos trombéticos venosos, probablemente debido a la formacion
espontanea de trampas extracelulares de neutrofilos o NETs (neutrophil extracellular

traps) por parte de los neutréfilos UBA1 mutados.’

La asociacién entre enfermedades autoinmunes y neoplasias mieloides estd bien
descrita en la literatura sin que se conozca completamente la causa.*® En este sen-
tido, el sindrome de VEXAS establece una conexion para la coocurrencia de estas
dos entidades tan heterogéneas. Asi pues, un 25-55% de los pacientes con VEXAS
presentan un SMD."®” Sin embargo, UBAT no es un gen que se encuentre recurren-
temente mutado en los SMD y se desconoce si representa un nuevo driver para el
desarrollo de neoplasias mieloides. Otra hipotesis seria que la coincidencia de estas
2 entidades podria ser debida a la seleccién de clones en un microambiente infla-
matorio. Finalmente, se desconoce el perfil molecular de los pacientes con VEXAS.

Se han reportado dos casos con mutaciones en DNMT3A con VAFs de 43% y 44%,
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respectivamente, otro con una mutacién en CSF1R con una VAF del 3% y otro pa-
ciente con una mutacién en GNA71 con una VAF del 3%.2 Una mejor caracterizacion
molecular del sindrome de VEXAS podria contribuir a un mejor conocimiento del rol

de la inflamacion en la fisiopatologia de los SMD.

Estos pacientes se caracterizan por un pronostico desfavorable con un mortalidad de
un 40% debido a la progresiva disregulacién inmune y fallo medular.! Ademas, como ya
se ha comentado anteriormente, presentan una respuesta pobre al tratamiento inmuno-
supresor convencional y, debido a la naturaleza clonal de la enfermedad, a la progresiva
hiperinflamacién y a la predisposicién a neoplasias hematologicas, se debe considerar el

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos en casos seleccionados.

Bibliografia

1. David B Beck , Marcela A Ferrada , Keith A Sikora, et al. Somatic Mutations in UBA1 and Seve-
re Adult-Onset Autoinflammatory Disease. N Engl J Med. 2020 31;383(27):2628-2638.

2. Aksentijevich |, Zhou Q. NF-XB pathway in autoinflammatory diseases: dysregulation of protein
modifications by ubiquitin defines a new category of autoinflammatory diseases. Front Immunol
2017; 8:399.

3. Ifeyinwa Emmanuela Obiorah, David B. Beck, Weixin Wang et al. Myelodysplasia and Bone
Marrow Manifestations of Somatic UBA1 Mutated Autoinflammatory Disease. Blood (2020) 136
(Supplement 1): 20-21.

4. Huijun Huang, Wenjun Zhang, Wenyu Cai, et al. VEXAS syndrome in myelodysplastic syndrome
with autoimmune disorder. Exp Hematol Oncol. 2021 10:23

5. Komrokji RS, Kulasekararaj A, Al Ali NH, et al. Autoimmune diseases and myelodysplastic
syndromes. Am J Hematol (2016) 91:280-283

6. Julia Montoro, Laura Gallur, Brayan Merchan, et al. Autoimmune disorders are common in
myelodysplastic sindrome patients and confer an adverse impact on outcomes. Annals of Hema-
tology (2018) 97:1349-1356.

7. Bourbon E, Heiblig M, Gerfaud Valentin M, et al. Therapeutic options in VEXAS syndrome:
insights from a retrospective series. Blood. 2021;137(26):3682-3684.

8. Poulter JA, Collins JC, Cargo C, et al. Novel somatic mutations in UBA1 as a cause of VEXAS
syndrome. Blood. 2021;137(26):3676-3681.

113



114

Informe diagnoéstico

Autores: Maria Julia Montoro, Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona;
Andrés Jerez, Hospital General Universitario Morales Meseguer, Murcia;
Francesc Solé, Institut de Recerca contra la Leucémia Josep Carreras, Badalona

Modelo de informe diagnéstico
A continuacién, el grupo de trabajo detalla una propuesta de informe del estudio de

mutaciones mediante panel de NGS.

En cursiva y en gris se indican aquellas partes del informe que deberian rellenarse en

cada laboratorio seguin la metodologia especifica utilizada.

Datos de la muestra

Centro de procedencia

Solicitante
Nombre:
NHC:
Antecedentes patolégicos:
Muestra Fecha:
Cadigo/ID: Tipo:

115



Metologia

Se realiza un estudio de secuenciacion masiva (Next Generation Sequencing, NGS)
mediante el cual se analizan las regiones seleccionadas de un panel custom que in-
cluyelos .......ccccooee. genes (especificar numero de genes) listados a continuacion
(ver Anexo para el detalle de las regiones incluidas), solo detallar la lista de genes
incluida en el panel.

La libreria se prepara a partir de ... ng de DNA (indicar la cantidad de ADN

necesaria segun la quimica utilizada) mediante un panel de amplicones/captura de la
QUIMICA .eeeeeeereeeieeee (indicar la quimica utilizada). La secuenciacion se lleva a cabo
con lecturas ...................... en la plataforma ...................... (especificar la plataforma
de lllumina o Thermo Fisher empleada). La cobertura media de secuenciacién es de

...................... (especificar la cobertura media minima a la que se secuencia)

El andlisis de las variantes se lleva a cabo mediante un pipeline de analisis propio/el
software ........cccceueeee... (indicar). En cuanto al filtrado de variantes, se aplican filtros
para eliminar del andlisis las variantes intronicas, las variantes sinénimas sin efecto
en la proteina y las variantes con una frecuencia en la poblacién >1%, consideradas
cambios polimérficos (SNPs). Todas estas variantes se considera que no tienen re-
levancia clinica y no se presentan en este informe, pero pueden ser solicitadas por

parte del paciente o del médico responsable en cualquier momento.

Se analizan las variantes con una profundidad >100x y un minimo de 25 lecturas
de la variante. Solo se reportan las variantes con una frecuencia alélica >2%, punto
de corte empleado para poder establecer un diagnoéstico de CHIP. Para establecer
la categoria de las variantes se ha utilizado las Guias de Consenso Espafiolas de la

Hematopoyesis Clonal de Potencial Indeterminado (ver Anexo).

116

Las bases de datos que se consultan para descartar los polimorfismos son 1000
Genomes Project, Exome Variant Server, GnomAD y dbSNP, y para la interpretacion
clinica de las variantes se utilizan las bases de datos: indicar aquellas que se han

empleado en el andlisis.

Resultados
No se han detectado variantes en el andlisis realizado / Se han identificado variantes

en los genes: ... ... (Tabla 1).

1. Detalle de los resultados obtenidos

Gen Chr Exén Cambio Cambio Tipo Transcrito  VAF (%)  Profundidad Categoria
de nucledtido ' de aminoécido = de variante  RefSeq ID

Tabla 4. Descripcion de los resultados e interpretacion clinica
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Consentimiento informado

Fecha de emision del informe:

Informe realizado por: Dr. Informe revisado por: Dr.

Firma: Firma:
Unidad/Servicio: Unidad/Servicio:
Anexo

¢ Genes y regiones incluidas en el panel

En el panel se incluyen los siguientes genes y regiones (a continuacion, incluir una
donde se detallen los genes incluidos en el panel, asi como las regiones estudiadas,
ya sea toda la region codificante, solo algunos exones o hotspots concretos, y tam-

bién si se analizan regiones flanqueantes).
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e Categorizacion de las variantes

Especificar el sistema de categorizacion que se haya empleado para categorizar las

variantes, ya sea el algoritmo de la AMP/ACMG o el algoritmo del GESMD.

¢ Limitaciones

No pueden ser identificadas mediante esta prueba:

- Hay regiones codificantes de los genes analizados que pueden no haberse cubierto
al 100%.

- Esta tecnologia no permite identificar translocaciones ni variaciones en el numero de
copias (CNV).

- No se incluyen variantes en el ADN no codificante, pseudogenes, regiones repetitivas,
o alteraciones epigenéticas.

- Hay regiones del genoma cuyas caracteristicas hace que no sea posible determinar
con exactitud los cambios en la secuencia (gj. regiones homopoliméricas >8 nu-
cleotidos).

- La presencia de variantes poco frecuentes en la secuencia de ADN podria impedir
la obtencion de un ndmero suficiente de secuencias amplificadas, dificultando la
obtencion de un resultado fiable para esa region del genoma.

- Ninguna variante se considera por debajo de 10/25 lecturas (especificar el nimero
de lecturas minimo que se haya empleado como criterio minimo para reportar una
variante), por tanto, pueden existir variantes reales en la muestra que no se hayan

comunicado por estar bajo el umbral de sensibilidad que se ha establecido.

Consideraciones: el estudio se ha realizado con ADN procedente de muestra san-
gre periférica, por lo que no se han realizado estudios especificos para descartar o
confirmar alteraciones germinales potencialmente hereditarias. Si se sospecha una

enfermedad hereditaria, su médico debe referirle a una consulta de consejo genético.

¢ Clausula de exencion de responsabilidad diagnéstica

Los servicios de asistencia al diagndstico genético con secuenciaciéon masiva de
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ADN estan destinados exclusivamente a profesionales de la salud cualificados para
su interpretacion. Los resultados obtenidos mediante estos estudios y la informacion
que se pueda derivar de los mismos no pueden ser considerados en ningln caso
como sustitutivos del consejo diagnostico o tratamiento médico de un profesional
especializado, ni constituyen por si mismos una consulta médica. Los resultados
obtenidos mediante determinaciones analiticas basadas en secuenciacién masiva
de ADN han de ser interpretadas, junto con otros datos clinicos, dentro del contexto
general de una consulta médica que ha de estar dirigida por profesionales espe-
cialistas en diagnostico genético y/o clinico. El ............................. (nombre centro)
no se hace responsable del uso que haga el contratante de sus servicios ni de los
resultados obtenidos mediante sus analisis de estudios, asi como tampoco de las
eventuales consecuencias perjudiciales derivadas de este uso, haciendo expresa
reserva de ejercer las acciones legales oportunas en el supuesto de un uso indebido

de los citados estudios y analisis.
Los datos obtenidos en este estudio son confidenciales y se regulan segun la ley de

proteccién de datos de caracter personal (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciem-

bre, revisada el 6 de marzo de 2011).
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Registro

Cuaderno de recogida de datos (CRD)
Se ha creado un Registro de Espariol de CHIP (RECHIP) que se incluye
dentro del Resgistro Espafiol de SMD donde se recogen los datos
clinicos y biolégicos de la CHIP. A continuacién se detallan los datos

solicitados para completar el CRD.
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CRD

Nuevo paciente

NIP:

NHC: nimero historia clinica del centro
Sexo: Hombre/Mujer

Fecha nacimiento: dd/mm/aaaa

Peso: kilogramos
Altura: cm
IMC: kg/m2

Antecedentes patolégicos
antes de la CHIP

Fumador: Si'1 / No

Exfumador: n° cigarros/dia:
Fumador: n° cigarros/dia:
HTA: Sill / No

Diabetes: Sil' / No
Insulinodependiente: Si] / Noll
Dislipemia: St / No
Enfermedad cardiovascular: Sill / No
En caso de respuesta afirmativa:
Infarto agudo de miocardio
Enfermedad coronaria
[ Esclerosis valvular aértica
Insuficiencia cardiaca
Fibrilacion auricular
Accidente cerebrovascular: Sil’ / No'J
En caso de respuesta afirmativa:
Isquémico JHemorragico
Trombosis periférica arterial/venosa:
Sil1/ No

Antecedentes de neoplasia 1: Sil1 / No
¢ Fecha de diagndstico: dd/mm/aaaa
Tipo de neoplasia:
[lcerebral
cabeza y cuello
pulmén
Cmama
cardiaca
géstrica
[lcolon
recto
anal
Crenal

suprarrenal
[Ipréstata
testicular
pene
[lovario
vagina
bsea
[Imelanoma
neuroendocrina
linfoma B
Ulinfoma T
mieloma

® Quimioterapia: Sil| / No
Fecha inicio: dd/mm/aa
Cisplatino: Sil1 / Nol!
Etopdsido: Sil | / No
Antraciclinas: Si’ / No

¢ Radioterapia: Sil| / No
Fecha inicio: dd/mm/aa
Dosis de Grays:

Antecedentes de neoplasia 2:
Sirl/ Nol

¢ Fecha de diagnéstico: dd/mm/aaaa
Tipo de neoplasia:
cerebral
cabezay cuello
[pulmén
mama
cardiaca
[lgéstrica
colon
recto
[anal
renal
suprarrenal
[Iprostata
testicular
pene
[lovario
vagina
bsea
[Imelanoma
neuroendocrina
linfoma B
Ulinfoma T
mieloma

CRD

® Quimioterapia: Sil! / No
Fecha inicio: dd/mm/aa
Cisplatino: Sil' / No
Etopdsido: Sit! / No
Antraciclinas: Sil’ / Nol!

¢ Radioterapia: Sil! / No
Dosis de Grays:
Fecha inicio: dd/mm/aa

Antecedentes de neoplasia 3: Si’ / No
® Fecha de diagnéstico: dd/mm/aaaa
Tipo de neoplasia:
[lcerebral
cabezay cuello
pulmén
Cmama
cardiaca
gastrica
[lcolon
recto
anal
Crenal
suprarrenal
prostata
[testicular
pene
ovario
[lvagina
bsea
melanoma
[Ineuroendocrina
linfoma B
linfoma T
Cimieloma

* Quimioterapia: Si’1 / No
Fecha inicio: dd/mm/aa
Cisplatino: Sil / No
Etopésido: Sill / No
Antraciclinas: Sil’ / No

* Radioterapia: Sil | / No
Dosis de Grays:
Fecha inicio: dd/mm/aa

Datos analiticos al
diagnéstico de la CHIP

Fecha diagnéstico CHIP: dd/mm/aa
Hb g/L:

VCM fL:

ADE %:

Leucocitos x109/L:
Neutréfilos x109/L:
Monocitos x109/L:
Plaguetas x109/L:
PCR mg/dL:
Colesterol total: mg/dL
Colesterol-LDL: mg/dL
Triglicéridos mg/dl:
HbA1C %:

Datos genéticos de la
CHIP

Gen 1:

Regién 1:

Descripcién de la variante 1:
Tipo de variante 1:

VAF % 1:

Gen 2:

Regién 2:

Descripcién de la variante 2:
Tipo de variante 2:

VAF %2:

Gen 3:

Regién 3:

Descripcién de la variante 3:
Tipo de variante 3:

VAF % 3:

Gen 4:

Regién 4:

Descripcién de la variante 4:
Tipo de variante 4:

VAF % 4:
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CRD

Evolucion después del
diagnoéstico de CHIP

Enfermedad cardiovascular: Sil//No

En caso de respuesta afirmativa:
Infarto agudo de miocardio
Enfermedad coronaria

[ Esclerosis valvular aértica
Insuficiencia cardiaca
Fibrilacién auricular

Accidente cerebrovascular: Sil’ / No'J

En caso de respuesta afirmativa:
Isquémico

[“’Hemorréagico

Trombosis periférica arterial/venosa:

Sil1/ No

Neoplasia 1: Si’l / No

¢ Fecha de diagnostico: dd/mm/aaaa
Tipo de neoplasia:

[cerebral [lcabezay cuello
Cpulmoén JJmama
[cardiaca gastrica

colon Lrecto

anal renal

suprarrenal prostata

testicular Lipene

ovario vagina

Osea [Imelanoma

neuroendocrina
enfermedad hematolégica

linfoma B
[linfoma T
mieloma
leucemia linfoblastica B
[Leucemia linfoblastica T
neoplasia mieloproliferativa
[ neoplasia mielodisplasica/mieloprolife-
rativa
leucemia mieloide aguda
[sindrome mielodisplasico*

Neoplasia 2: Sil1 / No
¢ Fecha de diagnéstico: dd/mm/aaaa
Tipo de neoplasia:

cerebral cabeza y cuello
pulmén mama
cardiaca gastrica

[lcolon recto
anal renal
[suprarrenal [Iprostata
[testicular Lpene
ovario [lvagina
osea [melanoma

neuroendocrina
Cenfermedad hematoldgica

linfoma B
Ulinfoma T
mieloma
leucemia linfoblastica B
[Leucemia linfoblastica T
neoplasia mieloproliferativa
neoplasia mielodisplasica/mieloprolife-
rativa
leucemia mieloide aguda
sindrome mielodisplasico*

*En estos casos se creard un NIP que
una con la base de SMD.

Otros problemas de salud:

[“enfermedad autoinmune

[ enfermedad inflamatoria crénica
demencia

[Jotros:

Estado actual

Fecha de estado: dd/mm/aa
Estado: vivol’ / muertol / pérdida de
seguimiento

Causa muerte:
cerebrovascular
cardiaca isquémica

[Ipulmonar
renal
hepatica

['neoplasia sélida
neoplasia hematoldgica
infeccion

[Ipsquiatrico
accidente trafico/doméstico
desconocido

[otros:

CONSENTIMIENTO INFORMADO (Cl)
PARA LA PARTICIPACION EN EL REGISTRO ESPANOL
DE CHIP (RECHIP)

Descripcion, justificacion y objetivos del estudio

El Registro Espafiol de CHIP (RECHIP) es un proyecto de investigacion que se lleva a
cabo en mas de 120 hospitales espafioles para contribuir a una mejora del conocimien-
to de este grupo de enfermedades. El RECHIP ha sido disefiado por profesionales
sanitarios pertenecientes en la actualidad al Grupo Espafiol de Sindromes Mielodispla-
sicos (GESMD), una sociedad cientifica sin animo de lucro, integrada por hematologos
y otros profesionales sanitarios relacionados con estas enfermedades. La propiedad y
la custodia de los datos registrados, siempre de forma anénima, es competencia del
GESMD, que Unicamente comparte estos datos de forma controlada con otros grupos
de investigacioén tanto nacionales como internacionales.

La participacién en este estudio no supone la realizacion de exploraciones adiciona-
les ni visitas fuera de lo habitual, ni modificaciones en el plan de tratamiento previsto
para usted y consiste en la introduccién anénima de los datos referentes a su
enfermedad en un archivo informatico, sin que exista ninguna referencia a sus datos
personales que pueda servir para identificarle. El GESMD, y los grupos con los que
éste colabora, emplearan esos datos Unicamente con fines cientificos y de investiga-
cion médica, para contribuir al avance del conocimiento en los sindromes mielodis-
plasicos, y en definitiva, para mejorar las posibilidades de tratamiento de las
personas con su misma enfermedad.

Si usted es seleccionado para su inclusion en este registro, se le pedira su autorizacion,
lo que se recogera mediante la firma de este documento, del cual conservara una copia.

La participacién en este proyecto es totalmente voluntaria. En el caso de que usted
decida no participar, ni el tratamiento ni otros cuidados que se proporcionen se veran
afectados. De la misma forma usted es libre de retirar su consentimiento en cualquier
momento, sin tener que dar explicaciones y sin que ello suponga ningin cambio en
sus cuidados ni en la relacion con su médico habitual.
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Cl

Los datos que seran almacenados son caracteristicas demograficas basicas (como la
edad o el sexo) y datos de su enfermedad (tipo de CHIP, fecha de diagnéstico, resulta-
dos de diversos analisis, tratamientos recibidos, etc). Ademas, muchos de los datos
se actualizaran de forma periédica.

Promotor del estudio
El promotor del estudio es el GESMD, representado a nivel local por los investigado-
res de su hospital.

Candidatos al estudio
Personas que presenten cualquier mutacién CHIP y que otorguen su consentimiento
de forma escrita o mediante sus representantes legales.

Anonimato y confidencialidad

Sus datos personales sélo seran conocidos por el equipo médico que le atiende en
su centro hospitalario. No se registrara ningln dato personal que pudiera permitir a
personas ajenas conocer su identidad. Los datos anénimos pueden ser compartidos
con otros grupos de trabajo con la misma finalidad investigadora.

Beneficios esperables

No existe ningun beneficio personal derivado de la aceptacion o rechazo a ser
incluido en el RESMD. Sin embargo, el estudio de los datos recogidos en el RESMD
puede mejorar la atencién médica que reciban en el futuro otras personas con
enfermedades similares a la suya.

Posibles perjuicios

La inclusién o no en el RESMD no modificara la atencién médica que reciba, por lo
que no existe ningun posible perjuicio derivado de la aceptacién o rechazo a ser
incluido en el RESMD.

Compensacion econémica
No existe ninguna compensacion directa por la participacién en este estudio.

Seguro médico
ElI RESMD no ha contratado para usted ningln seguro, ya que no existen ventajas ni
inconvenientes para usted por la participacion en este estudio.

Cl

Posibilidad de rechazo a la participacion y retirada del estudio

El rechazo a ser incluido en el RESMD puede ser ejercido en cualquier momento,
tanto antes de su registro como posteriormente, sin que ello condicione la atencion
que reciba.

No estd previsto que ningun participante en el RESMD reciba personalmente
informacién sobre los resultados de los estudios que se hagan con datos almacena-
dos en el registro. Sin embargo, las conclusiones de los estudios estaran disponibles
para toda la comunidad cientifica, tanto a nivel nacional como internacional, median-
te su comunicacion en congresos médicos y su publicacién en revistas biomédicas,
con el fin de contribuir a mejorar el conocimiento y el cuidado de las personas que
como usted presentan una CHIP.
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Registro Espainol de CHIP (RECHIP)

Consentimiento informado

Yo, he sido informado/a

por )

miembro del equipo de investigacién del RECHIP sobre la posibilidad de participar en
el Registro mencionado, mediante la recogida anénima de los datos sobre mi CHIP,
que se uniran a los de otras personas con CHIP en un registro nacional cuya finalidad
es mejorar el conocimiento y la atencién de las personas con CHIP.

Accedo a participar en este estudio bajo los siguientes supuestos:

1. Que mi participacion es voluntaria.

2. Que se preservara en todo momento mi anonimato.

3. Que puedo renunciar en cualquier momento a participar en el estudio sin que ello
suponga ningun tipo de cambio en la atencién médica que recibo.

4. Que los datos sélo seran usados para la finalidad inicial con la que fueron solicita-
dos.

También he sido informado de que en caso de duda puedo llamar al
teléfono e ., extensiéon
Dr.

,,,,, , preguntando por el

Fecha, nombre y firma del paciente o representante legal

Fecha, nombre y firma del investigador

Registro Espanol de CHIP (RECHIP)

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Revoco el consentimiento prestado en fecha de de20....

y no deseo proseguir la donacién voluntaria que doy con esta fecha por finalizada

En f- p— de de?20. .

Fdo.:

Don/Dfia
DNI

Fdo.:

Don/Diia
DNI

NOTA:
El consentimiento informado sera recogido y custodiado en los centros de origen de
los pacientes.
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