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SESION PLENARIA

SP-01

LA CUANTIFICACI DE C ULAS TUMORALES CIRCULANTES ES EL FACTOR PRON TICO MS
RELEVANTE AL DIAGN TICO EN PACIENTES CON MIELOMA M TIPLE CANDIDATOS A
TRASPLANTE

Garcés Juan-José!, Cedena Maria-Teresa?, Puig Noemi®, Burgos Leire!,
Flores-Montero Juan®, Oriol Albert!, Blanchard Maria-Jests®, Rios
Rafael®, Martin Jesus’, Martinez-Martinez Rafael®, Bargay Joan’, De La
Rubia Javier'?, Hernandez Miguel-Teodoro!, Orfao Alberto®, Mateos
Maria-Victoria®, Martinez-Lopez Joaquin?, Lahuerta Juan-Jose?, Rosifiol
Laura'?, Blade Joan'?, San-Miguel Jesus F!, Paiva Bruno!

'Clinica Universidad de Navarra - CINVA; >Hospital Universitario 12 de Oc-
wbre; 3Hospital Universitario de Salamanca; *Institut Catala d'Oncologia L'Hos-
pitalet; "Hospital Ramén y Cajal; *Hospital Universitario Virgen de las Nieves,
Instituto de Investigacion Biosanitaria; "Hospital Universitario Virgen del Rocio,
Instituto de Biomedicina de Sevilla; Hospital Universitario San Carlos; *Hospital
Universitatio Son Llatzer, Institut d’ investigacio Illes Balears (IdISBa); "°Hospital
Universitatio y Politécnico La Fe; '"Hospital Universitario de Canarias; *Hospital
Clinic, IDIBAPS

Introduccion: Hay gran expectacién en el empleo de biopsias liqui-
das para estratificar pacientes con cancer. Estas técnicas serian de gran
utilidad en mieloma multiple (MM) puesto que, a pesar de su infiltra-
cién medular tipicamente parcheada y/o posible enfermedad extrame-
dular, la cuantificacién tumoral se sigue realizando en médula ésea
(MO). Sin embargo, no hay estudios basados en métodos de nueva ge-
neracién o con un nimero elevado de pacientes homogéneamente tra-
tados, analizando el valor prondstico de la biopsia liquida.

Objetivo: Determinar el valor clinico de la cuantificacién de células tu-
morales circulantes (CTCs) en sangre periférica (SP) y definir puntos de
corte para estratificar pacientes con MM de nuevo diagnéstico.

Métodos: El estudio incluye 374 pacientes candidatos a trasplante
reclutados en el ensayo clinico GEM2012MENOSG5. El tratamiento ha
consistido en induccién con VRD seguido de un trasplante autélogo y
consolidacién con VRD; posteriormente los pacientes continuaron con
mantenimiento (GEM2014MAIN). Se us6 citometria de flujo de nueva
generacién (EuroFlow) para cuantificar las CTCs en SP (al diagndstico)
ylaEMR en MO (a lo largo de todo el tratamiento). Los puntos de corte
se definieron en base a la supervivencia libre de progresién (SLP). La
mediana de seguimiento es de cinco afios.

Resultados: Se detectaron CTCs en el 92% (344/374) de los pacien-
tes. La correlacién entre el porcentaje de CTCs en SP y la carga tumoral
en MO fue no lineal ( = 0.41, P < .001). Estos datos sugeririan que el
porcentaje de CTCs en SP podria ser indicativo de la carga tumoral total
mds alld de la cuantificada en un tnico aspirado medular. Asi mismo,
en un andlisis multivariable, la enumeracién de CTCs super6 la cuanti-
ficacién de la carga tumoral en MO por morfologia o citometria, que
carecian de valor prondstico. Los pacientes se estratificaron en tres gru-
pos segun el porcentaje de CTCs (0%, >0% a <0.24%, y =0.24%) mo-
strando medianas de SLP (no alcanzada vs 78 y 44 meses) y tasas de
supervivencia global (SG) a 5 anos (100%, 81% y 67%) significativa-
mente distintas (P = .001). Ademas, el porcentaje de CTCs fue el bio-
marcador diagndstico con mayor valor prondstico independiente en una
regresién multivariable que incluia el ISS, el LDH y la citogenética (HR
=3.5).

A continuacién, investigamos cudl era el grado de profundidad de re-

spuesta al tratamiento capaz de remitir el mal prondstico asociado a las
CTCs. Los pacientes con presencia de CTCs (especialmente =0.24%)
mostraron una SLP significativamente inferior (P = .004) frente a los
casos sin CTCs, incluso tras haber alcanzado RC. Por el contrario, al-
canzar EMR negativa practicamente eliminaba el valor pronéstico ad-
verso de las CTCs (P = .12). Independientemente de la profundidad de
respuesta, aquellos pacientes sin CTCs al diagndstico presentaron un
prondstico excepcional, sefalando la utilidad de este biomarcador para
identificar pacientes con fenotipo MGUS-like.

Conclusiones: La enumeracién de CTCs super6 la cuantificacién de la
carga tumoral en MO, siendo el factor prondstico mas relevante al dia-
gnostico. Alcanzar EMR negativa, en contraposicién a la RC, podria
considerarse como el objetivo del tratamiento en pacientes con altos ni-
veles de CTCs. Aquellos casos sin CTCs al diagnéstico y EMR negativa
tras consolidacién, mostraron tasas de supervivencia muy prolongadas
(94% SLP y 100% SG a 5 afos) tras mantenimiento de duracién limi-
tada.
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ALTO RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LOS TRASTORNOS PLAQUETARIOS CONGENITOS
MEDIANTE SECUENCIACION DE ULTIMA GENERACION. ESTUDIO PROSPECTIVO
MULTICENTRICO ESPANOL

Bastida JM!, Lozano ML? Marin-Quilez A%, Rodriguez-Alén A*, Butta
N5, Ferndndez-Mosteirin N¢, Sevivas T7, Palma-Barqueros V2, Marco-
Rico A®, Revilla NY, Huertas-Aragonés J'°, Marcellini S", Velasco P'?,
Nieto MM, Sierra-Aisa C', Alonso MN®, Lépez-Fernandez MF'S,
Benito R3, Gonzalez-Porras JR!, Rivera J?

'Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA) - IBSAL - USAL;
2Hospital Morales Meseguer (CRH) - IMIB; 3Iustituto de Investigacion Biomed-
ica de Salamanca (IBSAL) - CIC; “Complejo Asistencial de Toledo; *Hospital
Universitario de La Paz - IDIPAZ; *Hospital Universitario NMiguel Serevet,
Zaragoza; "Complejo Hospitalario Coimbra; *Hospital General de Alicante;
Hospital Universitario Ramén y Cajal; ""Hospital Materno-Infantil Gregotio
Maraiion; "' Hospital General de Segovia; *Hospital Universitario Vall 4 “He-
bron; ¥ Complejo Hospitalario de Jaen; “Hospital Universitario de Cruces; '>Hos-
pital Universitario de Badajoz; '* Complejo Hospitalario Universitario Asistencial
A Coruiia

Introduccion: Los trastornos plaquetarios congénitos (TPC) son un
grupo heterogéneo de enfermedades raras. Se clasifican en tromboci-
topenias hereditarias (TH) y trombocitopatias hereditarias (TFPH). En

Hematologia y Hemoterapia | 2021 | 1



Sesion Plenaria

Espana, existe un Proyecto coordinado cuyo objetivo es la identificacién
precisa de los TPC empleando técnicas como la secuenciacién masiva
de alto rendimiento (HTS). En este estudio hemos evaluado el rendi-
miento diagnéstico de los TPC aplicando las estrategias de HTS de
panel de genes y exoma completo (WES).

Métodos: Se incluyeron 256 propositus con TPC (TH=194; TFPH=62)
con una mediana de edad de 30 afos (0-74), 58% mujeres, escala de
sangrado (ISTH-BAT) de 3 (0-35) y cifra de plaquetas de 90x10%/L (2-
671 x10%/L). Los TPC se clasificaron segin su fenotipo en especifico
(n=069) (alta sospecha de gen candidato) o incierto (n=187) (ausencia de
sospecha del gen candidato) (Figura 1). En todos los pacientes se analizé
el perfil molecular mediante secuenciacién con un panel HTS de 85
genes candidatos (plataformas Illumina e Ion Torrent). Si el resultado
del panel HTS fue negativo y el fenotipo era especifico y/o sindrémico
se analizaron las copy number variations (CNVs). En el resto de casos se
secuencié y analiz6é el WES (10 familias). Las variantes se clasificaron
segun criterios ACMG/AMP en patogénicas (PV), probablemente pato-
génicas (LPV) o significado incierto (VUS). El estudio fue aprobado por
el comité ético (CAUSA — IBSAL, Salamanca; HU Reina Sofia, Murcia)

Resultados: El diagnéstico molecular se alcanzé en 167 pacientes
(65%) con un rendimiento global en los TPC con fenotipo especifico
de 91% (63/69) y en los TPC con fenotipo incierto de 56% (104/187)
(Figura 1). Identificamos la variante genética en todas las TH con feno-
tipo especifico (36) y en el 82% (27/33) de los TFPH de fenotipo espe-
cifico (Figura 1). Los diagndsticos més frecuentes fueron: Trombastenia
de Glanzmann (TG), enfermedad relacionada (RD) con MYH9 (MYH9-
RD), sindrome de Bernard Soulier (SBS) o TPC con predisposicién a leu-
cemia aguda (FPD/AML) (Figura 1). En el grupo de TH con fenotipo
incierto, el rendimiento diagnéstico fue de 60% (95/158) mientras que
en los TPFH inciertos el diagnéstico se alcanzé en un tercio de los pa-
cientes (9/29) (Figura 1). En estos grupos se confirmaron los diagndsticos
mds frecuentes de trombocitopenia relacionada (RT) con TUBB1, SBS
monoalélico, o ITGA2B/ITGB3-RT, entre otros (Figura 1). El estudio de
las CNVs sirvié para definir 6 casos: sindrome de DiGeorge (2), trom-
bocitopenia con ausencia de radio (1), FPD/AML (2), y FLNA-RD (1).
Ademads, mediante WES hemos confirmado el diagnéstico de 2 enfer-
medades relacionadas con GALE y una trombocitopenia relacionada
con TPM4. Se identificaron 177 variantes (71 no descritas previamente)
en 45 genes distintos. Fueron clasificadas como PV (33 %), LPV (44%) y
VUS (23%).

Conclusiones. Nuestro estudio demuestra que la deteccién de va-
riantes germinales y CNVs mediante HTS de paneles y WES ofrece un
alto rendimiento diagnéstico de los TPC, siendo especialmente util en
las TH, tanto con fenotipos especificos como inciertos, aunque no es
tan precisa en TFPH inciertos. Ademads, permite establecer diagndsticos
de TPC ultra-raros facilitando la identificacién de los primeros casos en
Espana de enfermedades relacionadas con GALE, TPM4, DIAPH1, SRC,
GATA1, o sitosterolemia, entre otras. ISCIII (PI17/01966, P120/0926);
FMM (AP172142019), SETH-FETH Premio Lépez Borrasca 2019.

Criterios de inclusién
Ciin

TPC incluidos en estudio:
n=256 propositus

TPC con fenotipo especifico (n=69) TPC con fenotipo incierto (n=187) N
Diagnéstico molecular = 91% (63/69) Diagnéstico molecular = 56% (104/187) -

—

TH=36 TFPH =33 TH=158 TFPH = 29
100% (36/36) 82% (27/33) 60% (95/158) 31% (9/29)

0 (12) . 16 (16
. SHP()

+ OWos (7), incluye (n<3) oo
Receplores GP (5) - RUNKIRT (7)

+ TUBBLRT (15) * RASGRPZ (4)

+ Otos (6),incluye (1<2):
- FPDIAML(6) - COXI-RD (1)
+ Oros (10}, incluye (n<3) - FERMT3 (1)
DIAPHIRD (2)

SRCRD (1)

Figura 1. Rendimiento diagnéstico de los TPC segln fenotipo (es-
pecifico vs incierto) y presencia de trombocitopenia hereditaria (TH)
o trombocitopatia hereditaria (TFPH).
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SP-03

LAS MUTACIONES EN ZMYM3 DESREGULAN LA APOPTOSIS EN CELULAS DE LLCY
CONFIEREN MAYOR SENSIBILIDAD A INHIBIDORES DE BCL2 Y BCL-XL

Rodriguez Sanchez Alberto!, Quijada Alamo Miguel!, Pérez Carretero
Claudia', Corchete Sanchez Luis Antonio!, Herndndez Sénchez Marial,
Rodriguez Vicente Ana E!, Santos Minguez Sandra!, Miguel Garcia
Cristina!, Lumbreras Gonzélez Eva!, Pujante Ferndndez Sandra!, Diaz
Martin Ana B!, Simén Mufioz Ana M!, Garcia De Coca Alfonso?,
Aguilar Franco Carlos®, Galende Del Canto Josefina*, Gonzélez Gascén
Y Marin Isabels, Hernandez Rivas José Angel, Ordofiez Garcia José Luis,
Benito Sanchez Rocio, Herndndez Rivas Jests Maria

"Universidad de Salamanca, IBSAL, IBMCC, CSIC, Centro de Investigacion
del Cancer, Departamento de Hematologia, Hospital Universitario de Sala-
manca, Salamanca, Espaiia.; *Setvicio de Hematologia, Hospital Clinico, Val-
ladolid, Espaiia; 3Servicio de Hematologia, Hospital Santa Bdrbara, Soria,
Espaiia; “Servicio de Hematologia, Hospital del Bietzo, Ponferrada, Ledn, Es-
paiia;*Servicio de Hematologia, Hospital Infanta Leonor, Madrid, Espaiia

Introduccion: Los estudios de secuenciacién del exoma han permi-
tido identificar mds de 50 genes como posibles driver de la leucemia lin-
fatica crénica (LLC), muchos de los cuales aparecen mutados con bajas
incidencias. Uno de estos genes es ZMYA3, que aparece mutado en el
2-3% de los pacientes de LLC. Por este motivo, las implicaciones clini-
cas y bioldgicas de las mutaciones en este gen en la LLC son muy poco
conocidas.

Objetivos: Determinar el impacto clinico y analizar el efecto de las
mutaciones en ZMYMN3 en la patogénesis y en la respuesta al trata-
miento en la LLC.

Métodos: se analiz6 mediante secuenciacién un panel de 54 genes
personalizado en 317 pacientes de LLC, de los que se recogieron las
principales variables clinicas y biolégicas. Para los estudios i vitro se ge-
neraron lineas celulares de LLC (HG3) mediante CRISPR-Cas9 con mu-
taciones truncadoras en ZMYM3 (ZMYM3MUT) que reproducen las
observadas en pacientes. Se realizé un andlisis transcriptémico global
mediante RNAseq de estas células en comparacién con células sin mu-
tacién (ZMYM3WT) y se estudié el efecto de las mutaciones en ZMYAM3
en apoptosis, ciclo celular, proliferacién y respuesta a farmacos.

Resultados: se identificaron 14 pacientes con ZMYM3MVT (4,4%),
de los cuales el 80% presentaron mutaciones de pérdida de funcién pro-
teica y tenfan una mayor media de mutaciones en genes driver (3,71 vs
1,91; P<0,001), indicativo de una mayor inestabilidad genética. E1 85,7 %
de ellos presenté mutaciones concurrentes en NOTCH1 (P<0,0001) y
en otros genes de esta via como MED12, FBXW7y SPEN (P<0,05). Los
enfermos con ZMYN3MUT tenian tendencia a tener un intervalo hasta
primer tratamiento mas corto (34 vs 53 meses; P=0,1) y menor supervi-
vencia global (90 vs 150 meses; P=0,09). Ademads, el 43,8% (7/16) de las
mutaciones en ZAY/N3 eran de cardcter clonal, y su presencia se asocié
con un menor tiempo hasta primer tratamiento (12 vs 53 meses; P=0,02)

Los analisis transcriptémicos revelaron la infraexpresién de genes im-
plicados en procesos biolégicos como el ciclo celular y la apoptosis
(FDR<0,0001) en los clones ZMYM3MVT, De manera consistente con
estos resultados, se aprecié una disminucién del porcentaje de células
ZMYM3MUT en fase G2/M tanto en condiciones basales como tras irra-
diacién (P<0,05), indicativo del aumento de la inestabilidad genética
observada en pacientes debido a fallos en la reparacién de dafio en el
ADN. En paralelo, se observé una disminucién de la tasa de apoptosis
global (P<0,01) en las células ZAMYN3MYT, debida principalmente a la
sobreexpresién de las proteinas anti-apoptéticas BCL2, MCL1 y BCL-
XLy ala infraexpresién de procaspasas iniciadoras (caspasa-8) y ejecu-
toras (caspasa-7, caspasa-3). Esta desregulacién de la apoptosis se
tradujo en una mayor tasa de crecimiento de los clones ZAMYAI3MUT
(P<0,05). De manera interesante, el incremento de los niveles de BCL2
y BCL-XL en las células ZMYM3MYT se correlaciond con un aumento
en la sensibilidad a sus respectivos inhibidores venetoclax y A-1331852
(P<0,05).

Conclusiones: 1. En los enfermos con LLC, las mutaciones del gen
ZMYMS3 se asocian con inestabilidad genética, mutaciones en la via
NOTCH1 y un pronéstico desfavorable. 2. ZMYM3 regula el ciclo ce-
lular y su pérdida de funcién favorece la evasién de la apoptosis. 3. Los
pacientes ZMYM3MUT podrian beneficiarse del tratamiento con inhibi-
dores de proteinas anti-apoptoticas.

Financiacién: P118/01500; PIC2-2020-25; FS/33-2020

Conflicto de intereses: No.
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SP-04

DETECCION HEMATIMETRICA DE LA TRIPLICACION DE GENES ALFA-GLOBINA.
LA IMPORTANCIA DE SU DIAGNOSTICO

Ropero Gradilla Paloma!, Peral Rodrigo Myriam!, Sanchez Martinez
Luis!, Gonzélez Ferndndez Fernando Ataulfo!, Villegas Martinez Ana,
Martinez Nieto Jorge!, Benavente Cuesta Celina!

'Hospital Clinico San Carlos. Servicio de Hematologia y Hemoterapia.

Introduccion: La triplicacién de genes alfa-globina (xaa) causada
por la recombinacién homéloga entre los genes alfa-globina duplicados,
rara vez cursa con sintomas clinicos detectables ya que los parametros
hematimétricos parecen normales. Hay dos tipos de triplicacién de
genes o-globina la ocox a8 y la oxoxex 2142, La xoxex 242 se observa co-
munmente en los asidticos, mientras que la XX 27 es més frecuente
en las poblaciones africanas, del Medio Oriente y del Mediterraneo. El
numero de genes & juega un papel muy importante en el fenotipo de la
talasemia. La coheredabilidad de una triplicacién de genes alfa (oo
37) es considerado un factor importante en la severidad de la B-talase-
mia, exacerbando la expresidn fenotipica de la misma, al causar mdés
desequilibrio entre las cadenas de globina, llegando a comportarse como
una B-talasemia intermedia que en algunos casos precisan trasfusiones
periédicas. De modo que la deteccién de portadores de oxaxo 37 seria
de gran ayuda para evitar casos graves de talasemia.

Objetivo: Caracterizacién hematimétrica de la triplicacién de genes
alfa heterocigota (oxoxoxt37).

Material y métodos: Estudio retrospectivo de casos/control. Cin-
cuenta controles sanos y 48 casos portadores de triplicacién de genes
alfa (xoxo®37) en estado heterocigoto.

Los pardmetros hematoldgicos y el recuento de reticulocitos se de-
terminaron en un analizador Coulter LH750. Los niveles de Hb A2 y
Hb F se midieron mediante HPLC de intercambio iénico (VA-
RIANTTM), se descartaron aquellos que presentaron Hb A2 elevada
compatible con B-talasemia o Hb F aumentada Sélo fueron selecciona-
dos aquellos sujetos que no presentaron hemoglobinas anémalas me-
diante electroforesis capilar zonal y HPLC de intercambio iénico.

La caracterizacién molecular se llevé a cabo mediante PCR multiplex
con el kit comercial Alpha-Globin StripAssay y se confirmé mediante
MLPA.

Resultados: Table 1.

SP-05

ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE TROMBOGENESIS EN PACIENTES CON LEUCEMIA
MIELOIDE CRONICA BAJO TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE TIROSIN KINASAS
Agula St, Cuenca-Zamora E!, Lis MJ?, Noya-Pereira MS?, Gutiérrez-Gar-
cia V4, Garcia-Herndndez MC?, Pérez-Lépez RS, Ferndndez MJ’, Palom-
era LR®, Orti G’, Rosell A'?, Vallansot R", Angona-Figueras A'?, Xicoy
B3, Conesa V!4, Puerta JM', Pérez-Encinas M6, Cortés M7, Herndndez-
Boluda JC®¥, Carrefio G%, Mora E?, Giraldo P?!, Vicente V!, Steegman
JL??, Ferrer-Marin F!

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitatio Morales
Meseguer, Centro Regional de Hemodonacion, IMIB (Murcia).; *H.G.U. Va-
lencia (Valencia); *H. Teresa Herrera (A Coruiia); *H. Ramén y Cajal (Madrid);
SH.G. Alicante (Alicante); °H.U. Virgen de la Artixaca (Murcia); "H. Dr. Peset
(Valencia); SH. Clinico Universitario Lozano Blesa (Zaragoza); *H. Vall d'He-
bron (Barcelona); "°H. Virgen de la Victoria (Malaga); ""H. Joan XXIII (Tarrag-
ona); *H. Dr. | Trueta - Institut Catala d'Oncologia (Girona); *H. German
Trias y Pujol. Institut Catala d' Oncologia (Barcelona); “H. General Universi-
tario de Elche (Alicante); ""H. U. Virgen de las Nieves (Granada).; "*H. Santiago
de Compostela (A Coruiia); '"H. General de Granollets (Barcelona); '*H. Clinico
de Valencia (Valencia; "H. 12 de Octubre (Madrid); °H. Universitari i Politecnic
La Fe (Valencia); *'Instituto de Investigacion Sanitaria Aragén (Zaragoza).
CIBERER; *H. La Princesa (Madrid)

Introduccién: En comparacién con Imatinib, los ITK-2°/3*G consi-
guen respuestas mds rapidas y profundas, aumentando la probabilidad
de remisién libre de tratamiento (RLT) y rescatando a pacientes en fallo.
Sin embargo, debido a sus efectos “off target” el riesgo de enfermedad
vascular oclusiva estd incrementado. Mientras que nilotinib se asocia
con una aceleracion de la aterogénesis, los mecanismos de trombogé-
nesis asociados al ponatinib no estan claros. En el modelo murino se ha
demostrado una microangiopatia mediada por activacién endotelial y
aumento del factor von Willebrand (VWF) (Latifi, Blood_2019). Los
estudios en pacientes Ph positivos son sin embargo muy escasos. Pro-
fundizar en estos mecanismos es importante dada la eficacia de estos
farmacos en pacientes refractarios a otros ITK.

Tabla 1. Caracteristicas clinico-biolégicas y moleculares de los
pacientes con LMC en cada grupo evaluado.

Tabla 1.
aao®™ 37 /oa ao/oo p-valor

RBC (x10%/L) 4,87+0,82 | 48+04 0,56
Hb (g/dL) 13,22+2,33 | 14,2+1,2 | 54x103
Hematocrito (%) | 40,43+7,04 | 41,9+3,6 0,17
VCM (fL) 82,61+7,67 |883+4,4| 521x10°
HCM (pg) 27,04£3,23 [ 29,5+1,5 | 4,23x10°
CHCM (g/L) 32,64+1,74 [33,6+12| 69x10*
RDW (%) 16,81+5,69 | 12,5+0,8 | 3,57 x10°
Retis (%) 2,02+2,44 | 1,1£0,2 0,01
HbA; (%) 2,81+0,35 2,2+0,5 | 6,53x10'°
HbF (%) 0,75+ 2,07 1+0,5 0,39

Conclusiones: Este estudio pone de manifiesto que la triplicacién
de genes -globina presenta niveles de Hb; VCM; HCM y CHCM di-
sminuidos respectos a los controles y el ADE aumentado, haciendo so-
spechar de la triplicacién de genes «-globina, aunque existe un
solapamiento de estos parametros en el limite bajo de la normalidad
con los controles. De forma similar, los niveles de Hb A2 estdn mas ele-
vados, siendo éste el pardmetro de mayor significancia estadistica. Por
tanto ante valores hematimétricos en el limite bajo de la normalidad,
con un ADE aumentado y Hb A2 entorno a un 3% se debe sospechar
de la existencia de una triplicacién de genes &-globina. Sobre todo en
los casos donde se solicite un consejo genético porque la pareja presente
una B-talasemia heterocigota y la transmisién de ambas alteraciones
agravaria el cuadro clinico.

Tabla 1. C: isticas clinico-biologicas y
de los pacientes con LMC en cada grupo evaluado.

Ponatinib Nilotinib Imatinib

n del estudio 20 2 20 20
Edad (mediana y rango) 52(33-84) 52(27-76) 21(17-72) 65 (43-81)
Sexo (varon), n (%) 10 (50%) 12 (85,7%) 11(55%) 10 (50%)
Hemoglobin g/1 (media) 14,7 14 142 126
Leucocitos x109/L (media) 6,6 6,5 69 8,2
Neutrofilos x109/L (media) 42 3,8 4,0 51
Plaguetas x 109/L (media) 2016 156,3 2226 2169
GOT (U/L)(media) 23,0 273 271 26,2
GPT (U/L)(media) 232 321 a3 23
F Alcalina (U/1)(media) 1329 1304 1169 1215
Br T (mg/dL){media) 07 0,8 1,2 0,5
Fase de la enfermedad Crénica Crénica Crénica Crénica
Respuesta al tratamiento en el momento de obtencién n=202RMM n=142RMM n=16 2RMM n=172RMM
de la muestra n=7RCEC n=4RCEC n=3RCEC
Tiempo de tratamiento (meses) - 85 380 24,0
Grupo sanguineo (0), n (%) 8 (40%) 12(57.1%) 5(25%) 10 (50%)

PFA-100 col/ADP (segundos){mediana + RIQ)
PFA-100 col/Epi (segundos)(mediana + RIQ )

108(82,7-163,7)  126,5 (115,0-1625) 102 (93,7-129,7) 99(19,0-114,0)
164 (124,0-182,0) 270,5%** (223,7-300,0)  211,5(162,0-300,0) 186 (142,0-266,0)

***significativo comparado con el grupo de discontinuados p<0,001, y con el grupo de imatinib p<0,05

Material y métodos: Se extrajo sangre periférica anticoagulada en
citrato y/o EDTA de pacientes con LMC-Fase Crénica seguidos en ho-
spitales de la red del GELMC tratados con imatinib (300-400mg/dia),
nilotinib (400mg/24h-300/12h), ponatinib (30-45mg/dia), en RLT y con-
troles sanos (n=20/grupo) (Tabla 1). Evaluamos: i) niveles de VWF anti-
génico (VWF:Ag), su unién a coldgeno (VWEF.CB) y ratio
VWE:CB/VWE:Ag; ii); actividad de ADAMTS13 mediante FRETS; iii)
niveles de histona 3 citrulinada (citH3) como marcador de NETs (Tram-
pas Extracelulares de Neutréfilos); iv) reactividad plaquetaria (activacién
de IIbp3 y expresién de P-selectin) en respuesta a agonistas mediante
citometria de flujo; v) actividad de la via GPVI/p-Syk mediante immu-
noblotting ; y vi) adhesién plaquetaria mediante PFA-100.

Resultados: Encontramos que los niveles de VWF:Ag y VWE:CB
fueron moderadamente mas elevados en pacientes tratados con pona-
tinib (200.2IU/dL y 205.41U/dL) e imatinib (182.3IU/dL y 195.61U/dL)
que con nilotinib (128.9IU/dL y 155.0IU/dL) o discontinuados
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(139.71U/dL y 182.21U/dL). En comparacién a éstos dltimos, la ratio
VWE:CB/VWE:Ag (correlacionada con los niveles de multimeros de alto
peso molecular) se encontraba incrementada significativamente en el
grupo de ponatinib (1.09 vs 0.6, p<0.05) (FiguralA). Curiosamente, el
analisis de la actividad de ADAMTS13, principal regulador del VWE, no
mostré diferencias sustanciales entre los grupos. Respecto a la reactivi-
dad plaquetaria, en comparacién al grupo control, mientras las plaque-
tas de los pacientes tratados con imatinib no mostraron cambios en su
respuesta a los agonistas, las de los tratados con nilotinib mostraban un
patrén de hiperreactividad. Por el contrario, las plaquetas de pacientes
tratados con ponatinib, mostraron una hiporeactividad global que fue
maés marcada con los agonistas del receptor PAR1 (45%) y de GpVI
(55%) y presentaron una menor fosforilacién de Syk. En concordancia,
observamos un alargamiento de los tiempos de oclusién a coldgeno/epi-
nefrina en el PFA-100 (>300s) en el grupo de ponatinib (p<0.001). Final-
mente, los niveles de citH3 en plasma, en comparacién al grupo de
discontinuados (0.64 OD), fueron significativamente mayores solo en
el grupo de ponatinib, (1.03 vs 0.64 OD, p<0.05), pero no en el grupo
de nilotinib (0.81 OD, p= 0.56) o de imatinib (0.58 OD, p=0.82) (Figura
1B).

Conclusién: Nuestros resultados sugieren que tanto los mayores ni-
veles de NETs como el aumento de la ratio VWE:CB/VWEF:Ag, indepen-
diente de la actividad de ADAMTS13, podrian tener un papel relevante
en la patogenia de la trombosis asociada al ponatinib, postulandose
como biomarcadores de trombosis. Sorprendentemente, las plaquetas
bajo el tratamiento con ponatinib, al contrario que con nilotinib, fueron
hiporeactivas, no justificindose a priori el uso de antiagregantes en estos
enfermos. Nuestros hallazgos aportan valiosa informacién en la identi-
ficacién de nuevas dianas en la tromboprofilaxis de pacientes bajo tra-
tamiento con ITK.
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Figura 1. A. Ratio VWF:CB/VWF:Ag [cociente entre los niveles de la
unién a colageno del factor von Willebrand (VWF:CB) y sus niveles
antigénicos (VWF:Ag)] en plasma de pacientes con LMC bajo
tratamiento con ponatinib, nilotinib, imatinib, y discontinuados.
Niveles plasmaticos de citH3-DNA en los mismos grupos arriba
mencionados. Los complejos histona 3 citrulinada y DNA (citH3-
DNA, marcador especifico de NET) fueron evaluados mediante
ELISA usando anti-citH3 (Abcam) y anti-DNA conjugado con perox-
idasa (Cell Death Detection kit, Roche). Las comparaciones se re-
alizaron con Mann-Whitney test y valores de *p<0,05 se
consideraron significativos.
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SP-06
VALOR PRONOSTICO DE LA ENFERMEDAD MINIMA DETECTABLE (EMD) POR CITO-

METRIA DE 22 GENERACION PRE-TRASPLANTE ALOGENICO EN PACIENTES CON
LEUCEMIA AGUDA MIELOBLASTICA

Caballero Veldzquez Teresa!, Pérez Lopez Olga?, Yeguas Bermejo Ana®,
Rodriguez Arboli Eduardo, Colado Varela Enrique?, Sempere Talens Am-
paro®, Vidriales Vicente Maria Belen®, Quirés Caso Covadonga®, Reinoso
Segura Marta!, Prats Martin Concepcién!, Caballero Barrigén Maria Do-
lores®, Montesinos Fernandez Pau, Pérez Simén José Antonio

'Hospital Universitario Virgen del Rocio; *Hospital Universitario Virgen
Macarena; *Hospital Clinico Universitario de Salamanca; “Hospital Universitario
Central de Asturias; *Hospital Universitatio y Politécnico la Fe de Valencia

Introduccion: El tratamiento de consolidacién con trasplante alogé-
nico es la mejor opcién terapéutica para muchos pacientes con leucemia
aguda mielobléstica en funcién de su riesgo segiin ELN2017 y sus co-
morbilidades. Sin embargo, la recaida de la LMA continda siendo la
principal causa de mortalidad postrasplante. La presencia de EMD pre-
via al trasplante alogénico podria ser determinante a la hora de estable-
cer estrategias que modifiquen el prondstico de estos pacientes.

Métodos: Andlisis retrospectivo multicéntrico de la EMD pre-tra-
splante alogénico en 4 centros mediante citometria de flujo de 2* gene-
racién. La EMD se llevé a cabo con paneles de 8 colores basados en
protocolos Euroflow. Las muestra fueron adquiridas en citémetros di-
gitales de 8 colores (FACSCanto II) calibrados y compensados segin
protocolos de Euroflow.

Tabla 1.
GLOBAL EMD NEGATIVA | EMD POSITIVA P valor
(n=318) (n=207) (n=78)
Edad (Rango) 51(2-71) 51(2-71) 54.5 (18-69) 0.02
Sexo receptor n(%)
Varén 159 (50%) 102(49.5%) 40(52.6%) 0.69
ELN2017 n(%)
favorable 61 (19.2%) 41 (19.9%) 17 (22.4%)
intermedio 152 (47.8%) 107 (51.9%) 33 (43.4%) 0.596
adverso 91 (28.6%) 53 (25.7%) 24 (31.6%)
ELN2011 n(%)
favorable 49 (15.4%) 31 (15%) 15 (19.7%)
intermedio | 60 (18.9%) 48 (23.3%) 8(10.5%) 0.318
intermedio Il 118 (37.1%) | 79 (38.4%) 30 (39.5%)
adverso 77 (24.2%) 43 (20.9%) 21 (27.6%)
Estado enfermedad al trasplante n(%)
1% CR 272 (75.5%) 176 (85.4%) 59 (77.6%) 0271
2nd CR 29 (9.1%) 17 (8.3%) 11(14.5%)
Otros RC 28 (8.8%) 13 (6.3%) 6(7.9%)
Active disease 15 (4.7%) 0 0
Aplasia 6 (1.9%) 0 0
Donante n(%)
Familiar idéntico 153 (48.1%) 103 (50%) 31 (40.7%)
Donante no relacionado 124 (39%) 81(39.3%) 29 (38.1%) 0.082
Haploidéntico 40 (12.6%) 22(10.7%) 15 (19.7%)
Acondicionamiento n(%)
Mieloablativo 187 (58.8%) 118(57.3%) 48(63.2) 0.753
No mieloablativo 131 (41.2%) 87 (42.2%) 28 (36.8%)
Terapia de acondicionamiento n(%)
BUCY 58 (18.2%) 44 (21.3%) 10 (13.2%)
BUCy + Thiothepa 3(0.9%) 1(0.4%) 0(0%)
FLUBU 174 (54.7%) 112 (54.4%) 43 (56.5%)
FLUBU +Cy 9(2.8%) 5(2.4%) 3(3.9%)
FLUBU+THIOTHEPA 47 (14.8%) 33 (16%) 9(11.8%) 0.747
FLUBU+THIOTHEPA+ATG 4(1.3%) 2(0.9%) 0(0%)
FLUBU+ATG 2(0.6%) 1(0.4%) 1(1.3%)
Cy ICT +/- ATG 6 (1.9%) 2(0.9%) 2(2.6%)
FLUMEL +/- Thiothepa 7(2.2%) 2(0.9%) 4(5.2%)
BUX2 4(1.3%) 3(1.4%) 1(1.3%)
Otros 4(1.3%) 1(0.4%) 3(3.9%)
Sexo del donante n(%)
Male 202 (63.5%) 133 (64.6%) 49 (64.5%) 0.986
Sexo donante/receptor n(%)
Female/male 57 (17.9%) 38 (18.4%) 12 (15.8%) 0.825
Profilaxis de EICR n(%)
Tacrolimus+MTX 89 (28%) 65 (31.6%) 16 (21%)
Tacrolimus+Sirolimus 84(26.4%) 63 (30.6%) 15 (19.7%)
Tacrolimus+Sirolimus+MMF 2(0.6%) 1(0.4%) 1(1.3%)
CSA+MTX 45 (14.2%) 21 (10.2%) 11 (14.4%)
Tacrolimus/CsA+MTX+ATG 28 (8.8%) 14 (6.7%) 13 (17.1%)
Tacrolimus/CsA+MMF 25 (7.9%) 18 (8.7%) 7(9.2%)
Tacrolimus/CsA+MMF+Cy 25 (7.9%) 13 (6.3%) 10 (13.1%)
Sirolimus+MMF+Cy 14 (4.4%) 8(3.9%) 2(2.6%)
CsA+Pred 3(0.9%) 2(0.9%) 0(0%)
Injerto dias mediana (rango)
Neutrfilos (316/318) 16 (8-385) 16 (9-181) 16 (8-385) 0.889
plaquetas (310/318) 13 (3-1096) 12 (3-1096) 15 (5-171) 0.317
EICR aguda n(%) 198 (62.3%) 137 (66.5%) 41(53.9%) 0.149
Grado 1 59 (18.6%) 45 (21.8%) 10(13.2%)
Grado 2 108 (34%) 74 (35.9%) 28 (36.8%)
Grado 3 16 (5%) 12 (5.8%) 0(0%)
Grado 4 14 (4.4%) 8(3.9%) 3 (3.9%)
EICR crénica n(%) 131(41.2%) | 92 (44.7%) 26 (34.2%) 0.269
Leve 65 (20.4%) 47 (22.8%) 12 (15.8%)
/ 63 (19.8%) 41 (19.9%) 14 (18.4%)
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Resultados: 295 de 318 pacientes fueron evaluados. En la Tabla 1 se
reflejan las caracteristicas de los pacientes. 285 (96.7 %) estaban en re-
misién completa (RC), 207 tenian EMD negativa, en 21 era menor del
0.1% y en 57 >=0.1%. A 2 afios la supervivencia global (SG) y supervi-
vencia libre de enfermedad (SLE) fueron del 69% (IC95 63,18-74,18) y
58,4% (I1C95% 52,4-63,9) respectivamente. En los pacientes en RC, la
SG y SLE fueron significativamente inferiores en aquellos con EMD
>=0.1% (76,7% y 67,6% en EMD-, 68,5% y 49,7% EMD<0.1% y 50%
y 86,6% en EMD >=0.1%, p<0,001) (Figura 1). Asi mismo, la EMD
>=0.1% también identificé diferentes subgrupos prondsticos entre pa-
cientes con ELN2017 de alto riesgo (SG y SLE de 63,6% y 52,3% en
EMD- vs 35,7 % y 18,2% en EMD+, p=0,0085 y p=0,0094, respectiva-
mente); para el riesgo intermedio : EMD-77% y 67,6% vs EMD+ 67 %
v 50,5%, p=0,23 y p=0,056) y para favorable: EMD- 84% y 77,7 % vs
48% y 39,2%, p=0,0051 y p=0,0341).

Entre los pacientes con EMD negativa pretrasplante, la SG y SLE a 2
afos fueron del 82% y 71,4% versus 65% y 57,6% entre los que reci-
bieron acondicionamiento mieloablativo vs intensidad reducida, respec-
tivamente, mientras que entre los que tenfan EMD+ pretrasplante la SG
y SLE fue del 56% y 44.4% en mieloablativo vs 43% y 25.5% en inten-
sidad reducida (p<0,001) (Figura 2). En analisis multivariante tiempo de-
pendiente, el acondicionamiento (HR 2,23 p=0,024- 95% IC
1,078-2,92), el grupo de riesgo adverso segtin ELN17 (HR 2,13 p=0,033
IC95 1,54-3,93) y la EMD pretrasplante (HR 3,8 p<0,001 IC95 1,55-
3,93) influyeron significativamente en la supervivencia.

Conclusiones: La presencia pretrasplante de enfermedad minima
detectable mediante citometria de flujo de segunda generacién identi-
fica a un grupo de paciente con peor prondstico y podria ser clave a la
hora de seleccionar la estrategia terapéutica mds adecuada, incluyendo
el tipo de regimen de acondicionamiento.

Estudio financiado por Instituto Carlos III proyecto de investigacién

de salud PI117/021.
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XXXVII CONGRESO NACIONAL DE LA SETH
Pamplona, 14-16 de octubre, 2021

COMUNICACIONES SIMPOSIOS

Cs-01

DESCRIPCION CLINICA Y BIOLOGICA DE SOSPECHAS DE TROMBOCITOPENIA TROM-
BOTICA INMUNE INDUCIDA POR VACUNA COVID-19. UN RETO DIAGNOSTICO

Sola Aparicio Elena!, Martinez-Alfonzo Inés?, Serrano Lépez Juana?,
Vidal Laso Rosa? Vegas Sanchez Maria Carmen?, Salvatierra Calderén
Gabriela!, Meijén Ortigueira Mar®, Jiménez Castro David?®, Yuste Platero
Maria*, Bueno Ruiz Maria de los Angelesz, Lazaro Garcia Alberto?,
Martin Herrero Sara?, Velasco Rodriguez Diego?, Diaz Aizpun Carola?,
Rueda Camino José Antonio!, Sendin Martin Vanesa!, Joya Seijo Do-
lores!, Miranda Castillo Carolina!, Llamas Sillero Pilar®
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Introduccion: Desde la aprobacién de las distintas vacunas contra
la Covid-19, se ha descrito un sindrome inmunomediadocaracterizado
por trombopenia, D dimero elevado y trombosis de localizacién inusual
(senos venosos cerebrales, esplacnicas) que ocurre entre 5 y 30 dias Se-
describié inicialmente tras la administracion de la vacuna de AstraZe-
neca. En estos casos se han identificado anticuerpos frente al factor 4
plaquetario (PF4),al igual que ocurre en la trombopenia inducida por he-
parinay con dificultad de deteccién de estos anticuerpos por los méto-
dos habituales.

Métodos: Realizamos un estudio que incluyé 11 pacientes con so-
specha de VITT remitidos de 4 hospitales de la Comunidad de Ma-
drid. La mediana de edad fue de 64 afios (rango 31-81), siendo la
mayoria hombres (81,8%). El 81,8% recibieron la vacuna de AstraZe-
neca con una mediana de dias desde la vacunacién a la trombosis de 14
(rango 2-30) y dos pacientes recibieron vacuna Pfizer. Se realizé me-
diante técnica de ELISA la determinacién de niveles de PF4 por Assera-
chrom PF4 (Stago) y deteccién de anticuerpos
anti-PF4 por Asserachrom-IgG (Stago) y AEKULISA HIT-II (Grifols). Se
cuantificé la expresién de P-selectina en las plaquetas por citometria de
flujo (CMF) y se realizé estudio funcional plaquetario con la técnica de
agregacion plaquetaria inducida por Heparina (HIPA) con el uso del TA
V8 Agregémetro SD-Medical de Stago. Para el estudio estadistico se
utilizé el programa SPSS vs 25.0 Windows (SPSS, Chicago, IL, Estados
Unidos).

Resultados: Las caracteristicas clinicas y analiticas se describen en
la Tabla 1. El evento trombdtico maés frecuente fue la TVP (63%), se-
guida del TEP (27,3%). Una paciente debuté con hemorragia intracra-
neal (HIC). La mayoria de los pacientes presentaron trombopenia al
diagnéstico (mediana 145.000/mm?, rango 33.000-249.000). El Dimero
Destaba elevado en todos los casos (mediana 3237 ng/L, rango 647-
55541). La mediana de los niveles de PF4 y de la expresién de P-selectina
(Figura 1) fue de 43,65 Ul/mL (21,55-58,70) y 5,5% (1,9-24,6), respecti-
vamente. Solo en dos pacientes se detectd positividad de ac. anti-PF4
(28,6%) por ambas técnicas de ELISA, uno de ellos con HIPA positivo
(agregacion >20%) y el otro sin alteracién en la funcién plaquetaria.
Llama la atencién, que otros dos pacientes también presentaron HIPA
positivo, sin detectarse ac. anti-PF4 porlas otras técnicas de ELISA uti-
lizadas. Finalmente, el caso con HIC presento negatividad para ac. anti-
PF4, e HIPA, mostrando una P-Selectina y niveles de PF4 muy elevados
(Figura 1, paciente 1). También se realizé deteccién de ac. anti-PF4
por inmunoensayo resultando negativos los pacientes positivos con téc-

nica de ELISA. Todos los pacientes recibieron tratamiento con fonda-
parinux con posterior cambio a acenocumarol o rivaroxaban.

Conclusiones: Las técnicas de ELISA mostraron una mayor sensibi-
lidad para la deteccién de ac. Anti PF4 asociados a TT1V, sin embargo,
no se encontré relacién con la deteccién de P-selectina o conlos niveles
de PF4. De manera interesante, un paciente con cuadro clinico bioldgico
muy sugestivo de TTIV, presenté negatividad para ac. anti PF4 siendo
positivo para HIPA. Es necesario seguir profundizando en la fisiopato-
logia de la TTIV de los episodios trombéticos asociados a las diferentes
vacunas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes con
sospecha de VITT.

PACIENTES CON SOSPECHA DE VITT (N = 11)

Edad(afios) — mediana (rango) 64 (31-81)
Sexo — n (%)
e Hombre 9(81,8)
o Mujer 2(18,2)
Factores de riesgo para trombosis — n (%)
o HTA 6 (60)
e DL 5(50)
e DM 1(10)
e Tabaco 1(10)
o Obesidad 2(20)
e Cirugia reciente 0(0)
e Fracturas 2(20)
e Infeccion 1(10)
e Inmovilizacién 1(10)
e Céncer activo 1(10)
e Historia previa ETEV 1(10)
Tiempo desde la vacuna (dias)- mediana (rango) 14 (2-30)
Tipo de vacuna
e AstraZeneca 9(81,8)
o Pfizer 2(182)

Cifra de plaquetas (mm3) — mediana (rango) 145.000 (33.000-249.000)

Tipo de trombosis -n (%)
v 4(36,4)

.

o TVP+TEP 3(27,3)

e Portal 2(19,2)

e Portal + senos venosos cerebrales 1(9,1)

e Otros 1(9,1)
Hemorragia intracraneal 1(9,1)
Pruebas de laboratorio basicas — mediana (rango)

e TP (segundos) 13,1(10,9-17,5)

e TTPA (segundos) 29,4 (26,8-45,7)

e Fibrindgeno (mg/dL) 462 (160-825)

e Ddimero (ng/L) 3237 (647-55541)

. 74 (6,8-109)

F Xl (%)

Deteccién de PF 4

e Niveles PF4 Ul/mL —mediana (rango) 43,65 (21,55-58,70)

e AESKU GRIFOLS (HIT Il PF4) -n (%) 2(28,6)
e Stago antiPF4 1gG-n (%) 2(28,6)
P selectina (%) — mediana (RIC) 5,5(1,9-24,6)
HIPA -n (%) 3(27,3)
Status
e Exitusn (%) 0(0)
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Figura 1. Expresion de P-selectina.
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Introducciéon: hnRNP K es una heteroribonucleoproteina implicada
en el control de la transcripcién y traduccién, ademds de participar en
el transporte y maduracién de pre-mRNAs entre el nicleo y el cito-
plasma. En estudios previos, hemos observado que la sobreexpresién
de HNRNPK est4 relacionada con un peor prondstico en pacientes de
leucemia mieloide aguda (LMA), hecho relacionado con una mayor re-
sistencia a la respuesta al estrés nucleolar (NSR), un nuevo mecanismo
oncogénico. Asi, nuestro objetivo es descifrar el mecanismo molecular
por el que hnRNP K se correlaciona con peores prondsticos en LMA.

Hipotesis: La sobreexpresién de hnRNP K se relaciona con una
mayor proliferacién y desarrollo tumoral y quimioresistencia debido a
la generacién de resistencia a NSR.

Métodos: Se estudié la expresién proteica de hnRNP K en médula
6sea de pacientes de LMA con alta y baja expresién de hnRNP K
(n=415). Adicionalmente, se analiz el nimero de copias de HNRNPK
mediante FISH (n=205), y la expresién proteica de hnRNP K mediante
RPPA en las mismas muestras. Para validar los resultados obtenidos en
pacientes, se utilizaron modelos transgénicos murinos de sobreexpre-
sién de hnRNP K (hnRNP K'¢/Ella-Cre y hnRNP KT¢/UBC-Cre). El estu-
dio molecular (RT-qPCR, WB y microscopia confocal) de hnRNP K,
c-Myc, nucleolina y NPM1 se realizé en fibroblastos embrionarios de
ratén (MEFs) derivados de nuestros modelos animales. Por dltimo, ana-
lizamos la sintesis proteica mediante OPP y la viabilidad con trypan y
ensayos dosis-respuesta con compuestos genotéxicos con WST-1.

Agreement, Miguel Servet CP19/00140 y PI118/00295.

Figura 1.

Resultados: Muestras de pacientes de LMA presentaron una ampli-
ficacién en el nimero de copias de HNRNPK y una sobreexpresion del
gen, que se relacionan con un peor prondstico en LMA. Ademds, la so-
breexpresiéon de HNRNPK incrementa c-MYC y sensores NSR, como
nucleolina y NPM1 (Figuras A, B, C, D). En MEFs, se observé un au-
mento génico y proteico de hnRNP K, aumentos relacionados con una
mayor capacidad de proliferacién celular (Figuras E, E, G). Esta sobre-
expresién conlleva un aumento en los niveles de c-Myc y de los senso-
res NSR, contribuyendo este efecto a una mayor sintesis global de
proteinas (Figuras H, I, J y K). Estas células manifestaron resistencia al
dafio por irradiacién y al dafio genotdxico de compuestos como la vin-
cristina, citarabina o daunorubicina (Figuras L, M, N, O). Por dltimo,
este fenotipo de sobreexpresién se relaciona con resistencia a NSR
cuando se tratan MEFs con actinomicina D. Esto podria estar relacio-
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nado con el aumento en los niveles de los sensores de NSR (Figuras P,
Q).

Conclusiones: El gen HNRNPK esta amplificado y sobreexpresado
en pacientes de LMA que presentan una menor supervivencia, compa-
rado con aquellos que no. Ademas, hnRNP K regula a c-Myc, una de
las moléculas que participa en la sintesis global de proteinas.

La sobreexpresion de hnRNP K conlleva un aumento en la expresién
de nucleolina y NPM1, pudiendo originar una hiperactivacién del nu-
cléolo, situacion relacionada con “estrés nucleolar”. Esta sobreexpresién
de hnRNP K se relaciona con resistencia a NSR. Por ltimo, la aparicién
de supernucleolos se relaciona con resistencia a NSR, generando qui-
mioresistencia a diferentes tratamientos de la LMA. Asi, el desarrollo
de un inhibidor especifico de hnRNP K permitiria el tratamiento de pa-
cientes de LMA que no responden a tratamientos comunes debido a la
sobreexpresiéon de hnRNP K.

Este trabajo ha sido apoyado por CRIS Contra el Cancer-CNIO
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Introduccion: La hemofilia A adquirida (AHA) es una enfermedad
autoinmune que se caracteriza por la generacién espontanea de inhibi-
dores contra el Factor VIII (FVIII) endégeno. Su aparicién se asocia fre-
cuentemente a la presencia de enfermedades autoinmunes y
malignidades, aunque aproximadamente el 50% de los casos son idio-
paticos. Esta enfermedad compleja presenta una base genética poco co-
nocida. La predisposicién a padecer AHA se ha asociado en estudios
previos con variantes genéticas en IS, CTLA4 y en HLA. Asimismo,
otras variantes genéticas se han relacionado con la presencia de inhibi-
dores contra el FVIII ex6geno administrado en la terapia de reemplazo
en hemofilia A (HA). El objetivo de este estudio es evaluar si alguna de
las asociaciones previamente descritas, relacionadas con el desarrollo
de inhibidores contra el FVIII tanto endégeno como exdgeno, también
se observa en una amplia cohorte de pacientes con AHA.

Métodos: El exoma completo de 47 pacientes espafioles diagnosti-
cados de AHA fue analizado mediante el protocolo l/lumina DNA Prep
with Enrichment y secuenciacién masiva (NGS) en el sistema NextSeq
500 (Ilumina). El andlisis bioinformético fue realizado con las aplica-
ciones BWA Enrichment y VariantStudio (Illumina). Se analizaron cuatro
variantes exdnicas ubicadas en CTLA4, FCGR2A, LCT y UBXN4, pre-
viamente asociadas a AHA o al desarrollo de inhibidor en HA (Tabla
1). Las frecuencias de éstas en los pacientes fueron comparadas con las
de la poblacién espafola (IBS) y europea (EUR) (PMID: 26432245) me-
diante la prueba exacta de Fisher. Las frecuencias de las variantes signi-
ficativas fueron comparadas entre pacientes con y sin fenotipos
autoinmunes desencadenantes. Por tltimo, fueron realizados estudios
de locus de rasgos cuantitativos (QTLs) con la titulacién de inhibidor,
mediante modelos de regresién lineal. El umbral para la significacién
estadistica se fijé en p=0,05.
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Resultados: Las frecuencias alélicas de las variantes rs3754689 en
LCTy1s1050115 en UBXN4 difieren entre los pacientes con AHA y las
cohortes poblacionales. Ademds, la distribucién de las frecuencias ge-
notipicas también muestra diferencias en la poblacién europea (Tabla
2). La frecuencia del alelo alternativo de rs1050115 es menor en los pa-
cientes con AHA con un fenotipo autoinmune como causa de la enfer-
medad (n=23) en relacién al resto de pacientes (n=21) (Tabla 3). Cabe
destacar que ambas variantes se encuentran en desequilibrio de liga-
miento en AHA (r?=0,875) y en IBS (1?=0,918) y que la variante
153754689 esta reportada como QTL de expresién (eQTL) en UBXN4
(base de datos de expresion GTEx). Los andlisis de regresién conside-
rando los niveles de inhibidor en la cohorte de AHA no han resultado
significativos.

Conclusiones: El andlisis genético de pacientes con AHA ha permi-
tido identificar dos variantes genéticas en LCT y UBXN4 relacionadas
con la predisposicién a padecer esta enfermedad. Estas variantes poten-
cialmente de riesgo se han relacionado anteriormente con el desarrollo
de inhibidor en HA, porlo que ambas enfermedades podrian compartir
ciertos mecanismos etioldgicos. En concreto, UBXN4 codifica para una
proteina involucrada en la via de degradacién asociada al reticulo en-
doplasmatico, proceso que se ha relacionado con otras enfermedades
autoinmunes. La inclusién prospectiva de pacientes permitird ampliar
estos estudios y profundizar en los resultados obtenidos, mejorando el
conocimiento de la base genética de la AHA.

Financiacion: ISCIII (P118/01492 y CIBERCV), cofinanciado por ERDE,
“A way to make Europe”, Proyecto Shire (now a part of Takeda) IIR-ESP-
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Tabla 1. Variantes genéticas (_ex()_nig:as descritas previamente en aso-
ciacion con el desarrollo de inhibidores en AHA o HA.

Cambio de
aminodcido

p.Thri7Ala

Cambio de
nucleétido
c.49A>G

Posicién cromosémica* Referencia

Variante genética Gen

rs231775 CTLA4 chr2:204732714 Pavlova et al.

rs1801274 FCGR2A chr1:161479745 ¢.500A>G p.His167Arg Eckhardt et al.

rs3754689 Lcr chr2:136590746 €.655G>A p.Val219lle

p.Glu101=

Gorski et al.
rs1050115 UBXN4 chr2:136511817 c.303A>G

*Posicién cromosémica seglin GRCh37/hg19 (http://genome.ucsc.edu).

Cairo etal.

Tabla 2. Resultados de los analisis de asociacion de las variantes
genéticas estudiadas.

Varinegeneica 114708 0 AHA rmuu::l)amms ———— o o

5231775
A

Odds Ratio (C1) P

59 153 0673 23 0944

G 35 61 (0,391-1,165) 03142 361 (0,598-1,508)
A 1 5 201

AG 2 s - 0,281 23 - 0953
o6 3 8 s9

0823

40 101 0,829 492 0,774
G 54 13 (0,492-1,39) 514 (0,491-1,211)
A 7 23 129

AG 2% 55 - 0,654 234 - 0,245
66 14 29 140

0,459 0,281

G 63 168 0,558 783 0,579

A 31 6 (0,314-0,995) 223 (0,361-0,946)
66 19 65 310

GA 2 38 - 5,28x10% 163

AA 3 4 30

4,48x10% * 2,11x10% *

1,20x10% *

A 60 169 0534 791 X
(0,298-0,961) 215 (0,336-0,897)
[ 19 67 314
- 5,23x10% 163

29 ) 5 2
n: niimero de alelos o genotipos en la poblacion; IBS: poblacion ibérica en Espafia del Proyecto 1000 Genomas; Cl: intervalo de confianza; p: valor de p; EUR: poblacion
europea del Proyecto 1000 Genomas. * Asociaciones significativas (p <0,05)

2,87x10% ¢ 1,19x10 %

2,21x10% *

Tabla 3. Resultados de los analisis de asgciacién de las variantes
%eneticas entre pacientes de AHA segun el fenotipo desenca-
enante.

Frecuencia en AHA con fenotipo Frecuencia en AHA sin fenotipo

Variante genética P Sty Odds Ratio (C1) P

153754689
G 35 2 0423
A 1 18 (0,151-1,142) 718x10%
GG 12 6
GA 1 12 7,18x10%
AA 0 3

r51050115
A 36 24 0375
G 10 18 (0,13-1,028) 410007+
AA 13 7
AG 10 10 5,31x10%
GG 0 4

n: ntimero de alelos o genotipos en la poblacién; Cl: intervalo de confianza; p: valor de p.* Asociaciones significativas (p<0,05).
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Introduccion: La del(14)(q24q32) es una alteracién genética recur-
rente en neoplasias B, particularmente en la leucemia linfocitica crénica
(LLC). Sin embargo, el mecanismo de origen, o las consecuencias fun-
cionales de esta pérdida son poco conocidas. En este estudio, hemos
analizado un total de 70 neoplasias B con del(14)(q24q32) integrando
datos genémicos y transcriptomicos.

Métodos: La pérdida del 14q fue evaluada mediante secuenciacién
completa del genoma (WGS), analisis de microarrays gendmicos, cario-
tipo y hibridacién in situ fluorescente (FISH) en tres cohortes de pacien-
tes (cohorte 1 n=636 LLC del ICGC-CLL, y cohortes 2 y 3 que incluyen
una seleccién de 18 LLC y 98 neoplasias B con del(14q), respectiva-
mente). En la cohorte 3 se realiz6 PCR de larga longitud (LD-PCR) y
RT-PCR para clonar los puntos de rotura y detectar transcritos de fusién,
respectivamente. El estado mutacional de IGHV y de NOTCH1 se eva-
luaron mediante secuenciacién Sanger. El perfil de expresién de los
casos de la cohorte 1 se estudié por RNAseq y la expresién diferencial
se evalu6 mediante el método voom-limma. Los anlisis de tiempo al tra-
tamiento fueron estimados mediante regresién de Cox y representados
graficamente mediante el método de Kaplan-Meier.

Resultados: Mediante el andlisis de microarrays genémicos y WGS
en la cohorte 1, identificamos la del(14)(q24g32) en 7/636 LLC (1.1%).
Combinando microarrays y FISH, detectamos la del(14)(q24q32) en 63
casos adicionales (18 de la cohorte 2 y 45 de la cohorte 3). En total en-
contramos la del(14)(q24q32) que genera la fusién IGH-ZFP36L1 en 70
casos con neoplasias B, principalmente LLC (n=58, 83%). En 36 pacien-
tes determinamos con precisién los puntos de rotura: el punto de rotura
centromérico se localiza en el gen ZFP36L1, mientras que el telomérico
se localiza en diferentes segmentos de las IGH. Integrando los resulta-
dos del cariotipo, FISH y microarrays, la fusién IGH-ZFP36L1 fue de-
tectada como alteracion tnica en el 23% de los pacientes (13/57). Las
ganancias del cromosoma 12, pérdidas del(13q) y mutaciones de
NOTCH1 fueron detectadas en 41% (24/58), 12% (13/58), y 31%
(14/45), respectivamente. Ademas, los casos con fusién IGH-ZFP36L1
se caracterizaron por tener IGHV no mutadas (80%, 36/45). Mediante
RNAseq y RT-PCR identificamos un transcrito quimérico entre IGH y
ZFP36L1, que predice una proteina ZFP36L1 truncada. Adicionalmente,
observamos expresién aumentada de ZFP36L1 en todos los casos con
fusién IGH-ZFP36L1 (n=4) comparado LLC sin fusién IGH-ZFP36L1
(n=291) (mediana de expresién 8.3 vs 7.6, P=0.03). Otra consecuencia
de la del(14)(q24g32) fue una expresién reducida del 96% (172/180) de
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los genes que de localizan dentro del fragmento perdido. Desde el punto
de vista clinico, los pacientes con IGH-ZFP36L1 mostraron una necesi-
dad de tratamiento mds temprana que pacientes que no presentaban la
fusién.

Conclusiones: Nuestro estudio muestra que la del(14)(q24q32) con
puntos de rotura entre ZFP36L1 y IGH es una alteracién recurrente que
afecta mayoritariamente a pacientes con LLC y que genera un transcrito
de fusién entre IGH y ZFP36L1. La consecuencia biolégica de esta pér-
dida podria ser una desregulacién debido a una proteina ZFP36L1 no
funcional, o haploinsuficiencia de los genes perdidos, o la combinacién
de ambas. Ademas, nuestro estudio de supervivencia sugiere que los
pacientes con LLC y fusién IGH-ZFP36L1 representan un subgrupo de
pacientes, no reconocido hasta ahora, que muestran una necesidad de
tratamiento rapida.

Financiacion: Agencia de Gesti6é d’Ajuts Universitaris i de Recerca
(AGAUR): 2018-BP-00055 (CL), Instituto de Salud Carlos III: PI17/01061
(SB), Maraté de TV3 (TV3-Cancer/ 201904-30 to SB), ICGC MMML-
Seq (01KU1002) y ICGC DE-Mining (01KU1505) (RS), SFB1074 from
Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) as Start-up grant and within
project B10. (RS y CL).

Conlflictos de interés: Todos los autores declaran no conflicto de
intereses.
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Figura 1. Caracterizacion de la fusion IGH-ZFP36L1 y perfil de ex-
presion del cromosoma 14. a. Representacion de los puntos de
corte en el gen ZFP36L1 de los casos con del(14)(q24q32) de las
tres cohortes estudiadas. b. Mapa de expresion de los genes local-
izados en el cromosoma 14 en los pacientes con LLC clasificados
en base al estado genémica de la region cromosomica 14q.

Multivariate Cox regression model
Covariate HR[95%CI]  P-value
IGHV=unmutys muty 4.67 [3.53-6.18] <0.001

del14qys w) 2.28[1.07-4.86] 0.032
IGH-ZFP36L1ysw) 2.79 [1.30-5.99] 0.009

2 0.8
2 os ——— IGHV: mut
2 —— IGHV: unmut
a — del14q

0.4 ——— IGH-ZFP36L1

P <0.001

0.0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
TTT (years)
No. at risk:
309 256 241 211 164 98 28 11
165 70 57 41 29 16 4 2
3 3 1 1 0 0
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Figura 2. Andlisis del tiempo al tratamiento en los pacientes con
LLC y fusion IGH-ZFP36L1 de la cohorte 1. Grafica de Klapan-Meier
de los casos mutados y no mutados IGHV, los casos con fusion IGH-
ZFP36L1 Yy los casos con del(14q) pero sin fusion IGH-ZFP36L1. El
resultado del modelo de regresion de Cox se muestra en la figura.
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LA FIRMA TRANSCRIPCIONAL DEL MIELOMA MULTIPLE DOBLE HIT DE TP53 IDENTI-
FICA PACIENTES DE MUY ALTO RIESGO AUNQUE NO PRESENTEN ALTERACIONES EN EL
GEN TP53

De Ramén Sanchez Cristina!, Moraleja Alonso Lucia?, Isidoro Hernan-
dez Isabel!, Gutiérrez Moreta Vanesa!, Mateos Manteca M Victoria?,
Corchete Séanchez Luis A!, Gutiérrez Gutiérrez Norma C3

'Hospital Universitario de Salamanca, IBSAL, Centro de Investigacion del
Cancer-IBMCC (USAL-CSIC); ?Facultad de Ciencias, Universidad de Sala-
manca; *Hospital Universitario de Salamanca, IBSAL, Centro de Investigacion
del Cincer-IBMCC (USAL-CSIC), CIBERONC

Introduccion: La delecién de la regién cromosémica 17p (del(17p)),
que contiene el locus del gen TP53, es una de las alteraciones citogené-
ticas que se asocia con una evolucién mas desfavorable de los pacientes
con mieloma mdltiple (MM). Sin embargo, estd presente tan solo en el
10% de los casos en el momento del diagnéstico. De la misma manera,
la mutacién del gen TP53, que también conlleva un prondstico adverso,
es todavia mas infrecuente. El término de MM doble hit (DH) hace re-
ferencia a la inactivacién bialélica de TP53 debido a la presencia simul-
tdnea de del(17p) y mutacién de TP53. Si bien esta circunstancia se
observa en menos del 5% de los pacientes con MM, su impacto nega-
tivo en la supervivencia de los pacientes es el mas acusado. Sin em-
bargo, en la practica clinica se observan pacientes que, a pesar de no
tener ninguna alteracién en el gen TP53, tienen un prondstico infausto.
Por ello, nos planteamos definir la firma transcripcional de los pacientes
con la inactivacién bialélica de TP53, con el fin de investigar si esa firma
es capaz de identificar pacientes de muy mal prondstico que carezcan
de alteraciones en TP53.

Material y Métodos: Se analizaron 653 muestras de células plasma-
ticas de pacientes con MM procedentes de la serie CoMMpass. De ellos,
se seleccionaron aquellos con del(17p) y mutacién de TP53 determina-
dos por seqFISH y whole genome sequencing, respectivamente. A partir
de los datos de RNAseq, se identificé el perfil de expresién de la inac-
tivacién bialélica de TP53 mediante DESeq2 tras descartar los genes
asociados a otras alteraciones concomitantes. Utilizando esta firma
transcriptémica de 330 genes se estableci6 un score mediante el empleo
del coeficiente de correlacién de Spearman y el indice de importancia
relativa gini de estas variables considerando un algoritmo clasificador
por random forest.
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Figura 1. Analisis de sobre-representacion de vias biolégicas Reac-
tome utilizando la firma de inactivacion bialélica de TP53.

Resultados: La inactivacién bialélica de TP53, debida a la presencia
de del(17p) + mutacién de TP53, se detectd en 17/653 pacientes (2,6%),
y se asocié con una firma transcripcional propia consistente en 330
genes diferencialmente expresados, de los cuales la mayoria estaban
implicados en el control del ciclo celular, procesos de reparacion del
ADN, regulacién transcripcional de TP53 y proliferacién celular me-
diada por kinesinas (Figura 1). En concreto, se encontraron ocho kine-
sinas sobreexpresadas, de las cuales KIF23 es una diana conocida de
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p53 implicada en la citocinesis, cuya represién por parte de p53 impide
el crecimiento celular descontrolado. Otra de las kinesinas, KIF11, es
una diana terapéutica de los inhibidores de spindle kinasas cuya efecti-
vidad ha sido probada en MM en ensayos clinicos en fases iniciales. A
continuacién, se calculé un score de expresion a partir de la firma tran-
scripcional de la inactivacién bialélica de TP53, que permitié identificar
un subgrupo de 14 pacientes con una supervivencia muy corta, similar
ala de los pacientes con MM DH (Figura 2). La mediana de superviven-
cia libre de progresién (SLP) y la supervivencia global (SG) no superaron
los 19 y 29 meses, respectivamente (¢ < 0.01) (Figura 3).

Conclusiones: La inactivacién bialélica de TP53 tiene una firma
transcripcional propia asociada, que incluye la sobreexpresién de ocho
kinesinas, entre otros genes. Dicha firma permite identificar pacientes
con MM (DH like) que tienen un prondstico tan desfavorable como los
MM DH.

Financiacion: ISCII  (P[16/01074,
(PROYE20047GUTI, CLJUN18010DERA).

Conflictos de interés: No conflictos de intereses relacionados di-
rectamente con el abstract.
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Figura 3. Analisis de supervivencia global considerando los grupos
de TP53 DH.
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PREVALENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-HBC EN DONANTES DE RIESGO.
PODEMOS AMPLIAR SU DETERMINACION A TODAS LAS DONACIONES?

Antén Maldonado Cristina!, Pagan Ortiz Jorge?, Candela Garcia Maria
José?, Lozano Almela Maria Luisa?, Ferrer Marin Francisca?, Vicente Gar-
cia Vicente?

'Hospital Morales Meseguer; *Centro Regional de Hemodonacion de Murcia

Introduccion: En Espafia la prevalencia de anticuerpos frente al an-
tigeno del core del virus de la hepatitis B (anti-HBc) ha disminuido al
5.5%. No obstante, se aprecia un incremento con la edad, sobre todo a
partir de los 50 afios (Figura 2). Desde la introduccién del analisis de
ADN mediante técnicas de deteccién de &cidos nucleicos (NAT), el rie-
sgo residual de infeccién del VHB por transfusién en Espana se ha re-
ducido casi a la mitad. Sin embargo, persiste como el mas elevado entre
los virus transmisibles por transfusién. El objetivo de este trabajo es
analizar la prevalencia de anti-HBc en los donantes con NAT reactivo y
Ag-HBs negativo y en un grupo de donantes seleccionados por entrevi-
sta médica.

Métodos: Andlisis retrospectivo de 207.432 donaciones de sangre
(2017-2021), seleccionando aquellas donaciones con Ag-HBs negativo
y NAT reactivo, tanto repetidamente reactivo (NAT-RR) como inicial-
mente reactivo (NAT-IR). Se realizé un anélisis descriptivo de esta po-
blacién y se determin la presencia de anti-HBc. Por otro lado, en un
grupo de donantes que refirieron historia de hepatitis o factores de rie-
sgo de padecerla, se evalud la prevalencia de anti-HBc, y se compararon
los resultados con los publicados a nivel nacional (Figura 1).
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Figura 1. Diseiio del estudio y diagrama de flujo. AgHBs: antigeno
de superficie de la hepatitis B; Anti-HBc: anticuerpo frente antigeno
core e la hepatitis B; NAT: técnica de acidos nucleicos; RR: repeti-
damente reactivo; IR: inicialmente reactivo; OBI: infeccion oculta
por virus de la hepatitis B; WP: infeccion en periodo ventana del
virus de la hepatitis B.
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Figura 2. Comparacion de la prevalencia de anti-HBc por grupos de
edad entre nuestra poblacion de donantes seleccionados por en-
trevista y la poblacion general y distribucion por edad de los do-
nantes de nuestro centro.
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Resultados: Se detectaron 52 donaciones con Ag-HBs negativo y
NAT reactivo, 10 (19%) fueron NAT-RR y 42 (81%) NAT-IR. De los
NAT-RR, el 90% fueron anti-HBc positivos y clasificados como infec-
cién oculta (OBI), solo 1 caso se encontraba en periodo ventana. De los
NAT-IR, el 24% presentaron positividad para anti-HBc. El 90% de los
donantes NAT reactivos eran donantes habituales con una media de 21
donaciones. De los 237 donantes seleccionados por entrevista, 180
(76%) eran donantes nuevos, 156 (66%) refirieron antecedentes de he-
patitis y 81 (33%) factores de riesgo de padecerla. La prevalencia media
de anti-HBc fue del 10.5%, pero aumentaba hasta casi un 30% en los
donantes con antecedentes de hepatitis. En la Figura 2 se muestra la pre-
valencia de anti-HBc por grupos de edad en nuestra poblacién de do-
nantes seleccionados por entrevista, compardndolo con los datos en la
poblacién general; también se muestra la distribucién por edad de los
donantes de nuestro centro.

Las caracteristicas de los donantes de ambos grupos se resumen en

la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los donantes analizados.

Caracteristicas AgHBs negativo NAT Entrevista médica

reactivo, Anti-HBc

positivo
Edad (afios), mediana (IQR) 53(31,62) 42 (16,62)
Femenino, N (%) 11 (58%) 132 (55.7%)
Donante Habitual, N (%) 17 (89.5%) 58 (24.5%)
Donaciones previas, media (DS) 21 (+/-16) 9.6 (+/-10)
Nativo, N (%) 19 (100%) 188 (79.3%)

Conclusiones: Uno de cada 4 donantes estudiados por NAT-IR, pre-
sentan anticuerpos anti-HBc, que supone una incidencia 4 veces mayor
que en la poblacién general, lo que sugiere que podrian ser donantes
con OBI con carga viral en el limite de deteccién. La entrevista médica
sigue siendo clave en la deteccién de posibles donantes infectados por
el VHB, ya que la presencia de anti-HBc en donantes de riesgo fue el
doble que los publicados en la poblacién general y hasta 6 veces mayor
en los que refirieron antecedentes de hepatitis. Con estos datos, pode-
mos inferir que la implantacién del cribado con anti-HBc nos permitiria
detectar antes a los donantes con OBI o NAT-IR. Sin embargo, dado
que mds del 30% de nuestra poblacién de donantes es mayor de 50
afos, seria necesario evaluar el riesgo/beneficio de la pérdida de donan-
tes con anti-HBc. Se podria plantear cuantificar el titulo de anticuerpos
anti-HBs.
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ESTUDIO DE VARIANTES GENETICAS RARAS EN PACIENTES CON ENFERMEDAD
TROMBOEMBOLICA VENOSA Y SU ASOCIACION CON LA FUNCION PLAQUETARIA
GLOBAL: PROYECTO RETROVE
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M?, Vilalta N2, Ramirez L!, Comes N', Martinez-Sanchez J?, Soria JM?*,
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'Laboratori de Coagulopaties Congenites, Banc de Sang i Teixits (BST).
Barcelona, Espafia. Medicina Transfusional, Vall d'Hebron Institut de Recerca,
Universitat Autonoma de Barcelona (VHIR-UAB). Barcelona, Espaiia.; *Unidad
de Trombosis y Hemostasia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona,
Espaiia.; *Hematopatologia, Anatomia Patolégica, CDB, Hospital Clinic, Institut
d'Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Universitat de
Barcelona. Barcelona, Espafia. Barcelona Endothelium Team. Barcelona, Es-
paia. Instituto de Investigacion contra la leucemia Josep Carreras, Campus Hos-
pital Clinic/Universitat de Barcelona. Barcelona, Esparia.; *Unitat de Genomica
de Malalties Complexes, Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, IIB Sant Pau. Barcelona, Espaiia.;*Laboratori de Coagulopaties Con-
genites, Banc de Sang i Teixits (BST). Barcelona, Espafia. Medicina Transfu-
sional, Vall d'Hebron Institut de Recerca, Universitat Autonoma de Barcelona
(VHIR-UAB). Barcelona, Espaiia. Centro de Investigacion Biomédica en Red
de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV), Instituto Carlos III (ISCIII).
Madrid, Espaiia

Introduccién: La enfermedad tromboembdlica venosa (ETV) es una
patologia comun y compleja. La heredabilidad de esta enfermedad se
ha descrito en un 60%, aunque el componente genético sigue siendo
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en gran parte desconocido. El uso de fenotipos intermediarios ha per-
mitido identificar anteriormente factores de riesgo genéticos relaciona-
dos con la ETV. Recientemente, en el proyecto RETROVE (Riesgo de
Enfermedad TROmboembélica VEnosa), la funcién plaquetaria global
(test PFA-100) se ha relacionado con el riesgo de padecer ETV y, poten-
cialmente, con un aumento de la adhesividad plaquetaria. El objetivo
del presente estudio ha sido abordar la base genética subyacente a los
valores del test PFA-100 y su relacién con la ETV.

Métodos: Del proyecto RETROVE (n=800), fueron seleccionados 54
pacientes con ETV y valores cortos de PFA-100, con los cartuchos Co-
lageno-ADP y Coladgeno-Epinefrina, y 57 controles emparejados por
edad y sexo. El estudio del exoma completo fue llevado a cabo me-
diante el protocolo lllumina DNA Prep with Enrichment y secuenciacién
masiva (NGS), en el sistema NextSeq 500 (Illumina). El andlisis bioin-
formatico fue realizado con los programas BWA Enrichment y Varian-
tStudio (lllumina). Las variantes genéticas fueron filtradas por
pardmetros de calidad y su ubicacién en genes candidatos relacionados
con las plaquetas (n=939). La asociacién de variantes raras (Frecuencia
del Alelo Minoritario, MAF < 1%), agrupadas por gen, con los valores
de PFA-100y con la ETV fue estudiada mediante el andlisis SNP-set (Se-
quence) Kernel Association Test (SKAT). El umbral para la significacién
estadistica fue fijado en p=0,05 y el método Bonferroni fue aplicado
para corregir por multiples comparaciones.

Resultados: Se han identificado 578 genes candidatos con un mi-
nimo de 1 variante rara y un maximo de 32. Los andlisis de asociacién
con los valores de PFA-100 revelaron 5 genes (GRAP2, SMAD4, ARID5B,
ACTN4 y CLEC1B) asociados significativamente tras la correccién de
Bonferroni (pPpongeroni=4,33%10) (Tabla 1). Todos ellos estan involucrados
en procesos bioldgicos de interés, como son la transduccién de sefial,
la degranulacién plaquetaria y la activacién plaquetaria. Sin embargo,
la asociacién de estos 5 genes con la ETV no resulté significativa. Por
otra parte, 66 genes adicionales mostraron una asociacién nominal con
los valores de PFA-100 (p<0,05). De estos, 7 genes estaban asociados
también de manera nominal con la ETV (Tabla 2).

Tabla 1. Asociaciones estadisticamente significativas tras la cor-
reccion por Bonferroni entre genes con agrupaciones de variantes
raras y los valores del test PFA-100.

Gen Variantes raras (n) Posicion cromosdmica® Inductor P [

GRAP2 2 chr22:40,297,086-40,367,384 EPI 2,57x10% G0:0007165 Signal transduction
SMAD4 5 chr18:48,556,583-48,611,411 EPI 1,16x10 60:0007165 Signal transduction
ARIDSB 6 chr10:63,661,013-63,856,707 EpI 1,31x10% G0:0007165 Signal transduction
ACTNG 12 chr19:39,138,267-39,221,171 EPI 2,24x10% G0:0002576 Platelet degranulation
CcLecis 2 chr12:10,145,662-10,151,899 EPI 2,32x10% 0:0030168 Platelet activation

n: niimero de variantes raras agrupadas; EPI: epinefrina; p: valor de p; GO: clasificacion en Gene Ontology valorable en el contexto de este estudio; chr: cromosoma.
* Posicion segiin GRCh37/hg19 uesc.ed:

Tabla 2. Genes con agrupaciones de variantes raras que muestran
una asociacién estadisticamente significativa con los valores del
test PFA-100 y la ETV.

Gen Variantes raras (n) Posicin cromosémica* Inductor  PFA-100 EV GO
NHLRC2 6 chr10:115,614,391-115,672,265 ADP 0,31 0,19 G0:0002576 Platelet degranulation

MYLK 13 chr3:123,331,143-123,603,149 ] 0,023 0019 GO:0004687 Myosin light chain kinase activity
PTPRI 9 chr11:48,002,110-48,192,394 ] 0,008 0022 GO:0007165 Signal transduction

PDGFC 4 chrd:157,682,763-157,892,546 ADP 0,007 003 GO:0007165 Signal transduction

MLPH 6 chr2:238,395,878-238,463,961 EpI 0,018 0038 G0:0051648 Vesicle localization

EXOC3L2 s chr19:45,715,879-45,737,469 ADP 0,040 0,048 GO:0006887 Exocytosis

mIDIC 14 chr10:64,926,988-65,225,722 ADP 0,049 0048 G0:0140110 Transcription regulator activity

n: nimero e variantes
chr: cromosoma. * Posicion

das; ADP: ad difosfato; ; p: valor de p; GO:

ica segin GRCh37/hg19 ucsc.edu/).

6n en Gene Ontology enel

Conclusiones: El estudio del exoma completo de los pacientes y
controles del proyecto RETROVE ha permitido identificar genes can-
didatos potencialmente relacionados con la variacién de los niveles de
PFA-100. El estudio de estos genes en toda la cohorte (n=800) permitird
profundizar en los resultados obtenidos y aportard mayor poder esta-
distico para valorar su implicacién con la ETV. Ademads, la obtencién
de informacién genética del exoma completo permite ampliar y modi-
ficar el panel de genes candidatos de estudio, aportando una ventaja
técnica para el estudio de enfermedades complejas y la evaluacién de
nuevas hipétesis. Asimismo, la realizacién de anlisis de asociacién adi-
cionales de variantes comunes y la aplicacién de estrategias analiticas
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avanzadas, basadas en algoritmos de aprendizaje automatizado, ayu-
dardn a esclarecer la base genética subyacente implicada en la variacién
de los valores del test PFA-100 y su relacién con la ETV.
Financiacion: ISCIII (P118/00434 y CIBERCV), cofinanciado por ERDE,
“A way to malke Europe”.
Conflictos de interés: Los autores declaran no tener conflictos de
interés.

Cs-08
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Gonzalez Medina José!, Martinez Lépez Joaquin!

'"HU 12 de octubre

Introduccion: Las herramientas de Machine Learning (ML) consti-
tuyen un método de andlisis de datos que nos permite construir mod-
elos analiticos y asi tomar decisiones con minima intervencién humana.
La respuesta hiperinflamatoria inducida por el SARS-CoV-2 es la prin-
cipal causa de su morbimortalidad y los monocitos desempefian el papel
principal en la tormenta de citocinas al cambiar su conformacién, fun-
cién y fenotipo. Hay estudios que senalan que los neutréfilos también
pueden tener un papel clave en la fisiopatologia de la enfermedad. Los
cambios celulares o moleculares son casi siempre detectables directa o
indirectamente mediante modificaciones en los pardmetros sanguineos,
ya son traducciones numéricas de dichos cambios. Nuestro estudio, me-
diante aplicacion de ML sobre estos pardmetros, propone generar algo-
ritmos de clasificacién de pacientes que puedan predecir precozmente
el diagnostico de la COVID19. Una buena interpretacién de los para-
metros del hemograma, dada su rdpida obtencién, es esencial para
orientar los diagnésticos y decisiones clinicas de manera temprana.

Tabla 1. Resultados de la matriz de confusion de las fases de en-
trenamiento y validacion.

Fase de entrenamiento
Diagnéstico
Prediccion covip19 NO covID
CovID19 2578 297
NO coviD19 390 2671
Fase de validacién
Diagnéstico
Prediccién covip19 NO COVID
coviD19 1134 254
NO coviD19 137 2168
Tabla 2. Parametros de las dos fases.
Pardmetros Fase 1 Fase 2
Sensibilidad 86.86% 89.22%
Especificidad 89.99% 89.51%
Valor Predictivo Positivo (VPP) 89.67% 81.70%
Valor Predictivo Negativo (VPN) 87.26% 94.06%
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Figura 1. Curva ROC.

Métodos: Estudio retrospectivo unicéntrico entre Enero/2020 y
Marzo/2021. Los pacientes incluidos (n=12321) tenfan sintomas respi-
ratorios y se les realizé6 RT-PCR de SARS-CoV2 (siendo 4239 RT-PCR
positivas y 8082 negativas). La RT-PCR se realizé con el analizador
Gene-xpert®. Se estudiaron los datos del primer hemograma realizado
en Urgencias, contenidos en tubos de EDTA 2k, los cuales fueron ana-
lizados en las dos horas siguientes a su obtencién en un analizador
Beckman-Coulter®DXH-900. Este equipo proporciona un total de 48
pardmetros basados en la impedancia, conductividad y dispersién de
luz de las subpoblaciones de leucocitos. Para crear el modelo de ML se
utilizaron: glébulos blancos, neutréfilos, linfocitos y monocitos abso-
lutos, ancho de distribucién monocitaria, datos morfolégicos celulares
y la edad. Se empleé el software R-Studio y el paquete Caret (Classifi-
cation and Regression Training) para el desarrollo del algoritmo. Los pa-
cientes se dividieron en dos subgrupos iguales aleatorizados: el grupo
de entrenamiento y el grupo de validacién de resultados. Estos grupos
se equilibraron mediante estrategia de down-sampling, quedando final-
mente 5936 pacientes en el grupo de entrenamiento y 4964 pacientes
en el de validacién. El mejor algoritmo conseguido se obtuvo mediante
la herramienta Support Vector Machine.

Resultados: Datos de la fase de entrenamiento (fase 1): 5936 pacien-
tes analizados (2968 COVID19 positivos y 2968 negativos), la precisién
para el diagndstico de la infeccién por SARS-CoV2 fue del 88.4% (IC
95%: 87.5-89.2). La sensibilidad y la especificidad de la prueba fueron
86.8% y 89.9% respectivamente (Tabla 1). El analisis de resultados ob-
tenidos del entrenamiento (fase 2) se realizé6 mediante una matriz de
confusién donde el modelo creado predice en el subgrupo de validacién.
Se aplicé a 1271 pacientes COVID19 positivos y 3693 pacientes nega-
tivos, obteniéndose una curva ROC con un area bajo la curva de 95.2%
(Figura 1). La precisién diagndstica fue del 89.4% (IC 95%: 88.3-90.3),
y la sensibilidad y especificidad de 89.2% y 89.5% respectivamente.
(Tabla 2).

Conclusiones: El hemograma constituye una prueba muy sencilla,
rapida y barata que aporta mucha informacién. Empleando herramien-
tas de ML se pueden crear algoritmos de prediccién diagnéstica y cla-
sificacién de pacientes a partir de pardmetros del hemograma, en el
mismo tiempo. Nuestro modelo permite diagnosticar de forma répida
y eficaz la infeccién por SARS-CoV2 (precisién 89 %), asi como descar-
tarla con un 94% de probabilidad. Esto podria ser un gran avance en la
orientacién diagnéstica y toma de decisiones clinicas orientadas de
forma precoz.
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NUEVAS APROXIMACIONES DE TERAPIA GENICA CON VECTORES-LENTIVIRALES EN DOS
TRASTORNOS PLAQUETARIOS CONGENITOS: DEFICIENCIA DE CALDAG-GEFI Y TROMBAS-
TENIA DE GLANZMANN

Palma Barqueros Verdnica!, Almarza Novoa Elena? Cristina Mesa
Nufiez Cristina?, Damidn Burgoa Carlos?, Torres Ruiz Raul?, Vicente Gar-
cia Vicente!, Bueren Roncero Juan Antonio?, Lozano Almela Maria
Luisa!, Rivera Pozo José!

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitatio Morales
Meseguet, Centro Regional de Hemodonacién, Universidad de Murcia, IVIIB-
Arrixaca, Murcia; *Divisién de Terapias Innovadoras en el S. Hematopoyético,
CIEMAT/CIBERER. Unidad Mixta de Terapias Avanzadas CIEMAT/IIS Fun-
dacién Jiménez Diaz. Madrid

Introduccion: La deficiencia de CalDAG-GEFI (CDGI) (variantes en
RASGRP2) y la Trombastenia de Glanzmann [TG] (variantes en
ITG2AB/ITGB3) son trastornos plaquetarios congénitos [TPC] que com-
parten un defecto funcional de IIbp3. Los pacientes afectos presentan
frecuentemente complicaciones hemorragicas severas, con pocas, y
muchas veces ineficaces, opciones terapéuticas. El uso de terapia génica
en esos TPC estd escasamente explorado.

Objetivo: Evaluacién preclinica de vectores lentivirales auto-inacti-
vantes [LV] para el rescate genético de la deficiencia de CDGI y de la
TG

Metodologia: Disefiamos vectores lentivirales (LV) conteniendo un
promotor para expresar RASGRP2, ITGB3 o eGFP en linaje megacario-
citico. i) El vector RASGRP2 se evalud en un modelo murino. Ratones
hembras CDGI" irradiadas se trasplantaron con células progenitoras
LSK* de médula 6sea de ratones macho: a) LSK* de ratén wild-type
(WT) transducidas con eGFP-LV; b) LSK* de ratén CDGI” transducidas
con eGFP-LV; ¢) LSK* de ratén CDGI” transducidas con RASGRP2-LV
(FiguralA). Después del trasplante, evaluamos en sangre el nimero de
copias de vector integrado/célula [VCN], el injerto por qPCR, y la ex-
presién de RASGRP2 y funcién plaquetaria por citometria de flujo. En
una fraccién de las LSK* transducidas con RASGRP2-LV valoramos la
toxicidad en unidades formadoras de colonias (CFCs) y VCN y, por
PCR, la expresién de RASGRPZ tras su diferenciacién a megacariocitos
(MXk). ii) La eficacia del vector ITGB3 se evalué in vitro en un modelo de
células CD34+-TG-like (células CD34+ ITGB3"), generadas mediante
CRISPR-Cas9 a partir de CD34* de sangre de cordén umbilical. Las cé-
lulas se transdujeron con ITGB3-LV, se diferenciaron a Mk y se midié
la expresién de IIbB3 por citometria de flujo y western-blot (Figura
1B).

TOTAL: 547 Palabras; 3210 caracteres;

Area Tematica: Plaquetas/biologia vascular;
Tipo de Presentacion: Oral

Figura 1. Protocolo del ensayo de (A) Terapia génica ex vivo con
RASGRP-LV y (B) generacion mediante CRISPR-Cas9 de un modelo
de células CD34* tipo Trombastenia de Glanzmann, y su correccion
mediante terapia génica con el lentivirus ITGB3-LV.

Resultados: i) Los ensayos in vitro de unidades formadoras de colo-
nias mostraron que la transduccién con eGFP-LV y RASGRP-LV era efi-
ciente (VCN: 4-5) y no generaba toxicidad. Sin embargo, detectamos
trazas de RASGRP2 ARNm en los Mks diferenciados de LSK* CDGI™
transducidas con RASGRP2-LV. In vivo, observamos un elevado injerto
de los progenitores de ratones donantes (WT y CDGI”) y una distri-
bucién de linajes hematopoyéticos normal. Sin embargo, el VCN de
RASGRP2-LV in vivo estaba muy disminuido respecto del valor obser-
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vado in vitro (VCN~0.5) indicando la pérdida de las células transducidas
con RASGRP2-LV. Ademas, los ratones trasplantados con LSK-CDGI*
+RASGRP2-LV, mostraron muy baja recuperacién de expresion de
CDGl y funcién plaquetaria, respecto a ratones trasplantados con LSK*-
WT. II) Mas del 90% de las CD34+ sanas electroporadas con ribonu-
cleoproteinas o RNA guides (3 combinaciones) dirigidas al exon 3 de
ITGB3, presentaron la delecién esperada en ITGB3. Menos del 1% de
estas CD34+ diferenciadas a Mk expresaban CD61 (ITGB3) y CD41
(ITGA2B). La transduccién de estas CD34+-TG-like con ITGB3-LV re-
cuperd la expresion del complejo CD41/CD61 en el 50% de los Mk di-
ferenciados.

Conclusidn: Este estudio preclinico demuestra que nuestro /TGB3-
LV, permite la correccién génica y funcional eficiente de megacarioci-
tos-TG flike generados usando CRISPR-Cas9. Ello anticipa su potencial
aplicabilidad clinica como terapia génica en pacientes con TG. Por con-
tra, RASGRP2-LV, pese a una traduccién eficiente in vitro, mostré muy
baja eficacia en ratones CDGI". Nuestros datos son prometedores de
cara al uso clinico potencial de estos LV en pacientes con TPC severos.
No obstante, son necesarios mas estudios preclinicos para mejorar la
eficiencia y seguridad de estos vectores en clinica.

SETH-FETH Premio Lopez Borrasca 2018; Ayudas GT-Patologia Hemor-
ragica-SETH;ISCIII-Feder PI17/01311,P117/01966, PI 20-0926; FMM
AP17214201;ESéneca 19873/GERM/15
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ANALISIS DE MUTACIONES EN EZH2 EN BIOPSIA EN TEJIDO Y BIOPSIA LIQUIDAY SU

PAPEL COMO BIOMARCADOR PREDICTIVO PARA LA QUIMIOTERAPIA EN LINFOMA
FOLICULAR

Sanz-Villanueva L!, Diaz Crespo FJ?, Martin Rojas R®, Carbonell D',
Chicano M!, Sudrez-Gonzdlez ]!, Muniz P!, Mendarguez J°,
Kwon M!, Diez Martin JL¢, Bunio I/, Martinez-Laperche C!, Bastos-Or-
eiro M!

Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Maraiion, Madrid, Espaiia. Ser-
vicio de Hematologia, Hospital General Universitario Gregorio Maraiion,
Madvrid, Espafia;*Setvicio de Anatomia Patoldgica, Hospital General Univetsi-
tario Gregorio Marafion, Madrid, Espaia.; 3Setvicio de Hematologia, Hospital
General Universitario Gregorio Maraiion, Madrid, Espaiia.; *Instituto de Inves-
tigacion Sanitaria Gregorio Maraiion, Madrid, Espaiia. Unidad de Genémica,
Hospital General Universitario Gregorio Maraiion, Madrid, Espaiia.;*1Instituto
de Investigacion Sanitaria Gregorio Marafion, Madrid, Espaiia. Servicio de
Anatomia Patolégica, Hospital General Universitario Gregorio Marafién,
Madrid, Espana.; *Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Maraiion,
Madrid, Espaiia. Setvicio de Hematologia, Hospital General Universitario Gre-
gorio Maraiion, Madrid, Espaiia. Departamento de Medicina, Facultad de
Medicina, Universidad Complutense de Madyrid, Espafia.; Instituto de Investi-
gacion Sanitaria Gregorio Maraiion, Madrid, Espaiia. Servicio de Hematologia,
Hospital General Universitario Gregorio Maraiion, Madrid, Espaiia. Unidad
de Gendmica, Hospital General Universitario Gregotio Maraiion, Madrid, Es-
paiia. Departamento de Biologia Celular, Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid, Espaiia

Introduccion: Las mutaciones de cambio de sentido en EZH2 dismi-
nuyen la expresién de genes que participan en la regulacién del ciclo
celular y la diferenciacién de células plasmaticas, contribuyendo a la
transformacién oncogénica. EZH2 se encuentra mutado en el 20% de
los linfomas foliculares (LF). Los objetivos de este trabajo fueron anali-
zar retrospectivamente la frecuencia de mutaciones en EZH2 al diagné-
stico y la recaida en muestras de tejido y ADN libre en plasma (ADNIp)
en pacientes con LF y evaluar su respuesta al tratamiento, en funcién
del estado mutacional de EZH2.

Métodos: Se seleccionaron 179 pacientes consecutivos diagnostica-
dos de LF entre 2002-2019, de los cuales 37 fueron excluidos por ADN
insuficiente o de mala calidad. De los 149 pacientes analizados, 49 te-
nian muestra de ADNIp al diagnéstico. Para la extraccion de ADN de
tejido y ADNIp se utilizaron los kits Maxwell(R) 16 FFPE Plus LEV DNA
(Promega) y QlAamp® Circulating Nucleic Acid (Qiagen) respectivamente.
Para la deteccién de mutaciones en el exén 16 (Y646) y 18 (A682 y
A692) en ADN de tejido se realizé secuenciacién sanger. Se realizé6 PCR
a tiempo real para la deteccién de las mutaciones en ADNIp. Se reco-
gieron las variables clinicas y el tratamiento recibido. Para el analisis
estadistico se utilizé IBA SPSS Statistics 26.
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Figura 1. Curvas de Supervivencia Kaplan-Meier en pacientes con
grado 1, 2,y 3A. a. SLP en dias en pacientes tratados con R-Ben-
damustina; b. SLP en dias en pacientes tratados con R-CHOP. SLP
Supervivencia libre de progresion.

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

Cohorte EZH2™' EZH2 WT
N global en blof\sm e: b‘lo';.:':la p-VB/OI'
(n=129) de tejido e tejido
(n=35) (n=94)

Datos al diagnéstico, n (%)

Edad media (afios) (rango) 129 62 (15-90) 64 (41-90) 62 (15-89) 0,435
Sexo
Mujeres 129 72 (56) 22 (31) 50 (69) 0.426
Hombres 57 (44) 13 (23) 44 (77)
Grado histolégico
1,2 129 95 (74) 27 (28) 68 (72) 0,581
3A 34 (26) 8 (24) 26 (76)
Estadio
-l 123 38 (31) 7(18) 31(82)
-1v 90 (73) 27 (30) 63 (70) 0196
FLIPI
Bajo-Intermedio 118 85 (72) 22 (26) 63 (74) 0.267
Alto 33 (28) 12 (36) 21 (64)
Tratamiento de primera linea, n (%)
Conducta expectante 18 18 (14) 6 (33) 12 (67) 0573
Tratados 111 111 (86) 29 (26) 82 (74)
R-Bendamustina 30 30 (23) 7(23) 23 (77)
R-CHOP 57 57 (44) 18 (32) 39 (68)
R-CVP, Rituximab, Radioterapia 24 24 (19) 4(17) 20 (83)

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

EZH2mut EZH2WT
Cohorte
en biopsia en biopsia
N g:g?g; detejido  detejido  PValor
(n=6) (n=7)
Datos al diagnéstico, n (%)
Edad media (afios) (rango) 13 65(30-85) 65(42-84) 65(30-85) 0.775
Sexo
Muj 4(31 3(75 1(8
ujeres 13 (31) (75) 8 0.266
Hombres 9 (69) 3(33) 6 (46)
Estadio
Il 13 3(23) 1(33) 2(67) 4
"-v 10(77) 5 (50) 5(50)
FLIPI
Bajo-Intermedio 5 (56) 1(20) 4 (80)
9 0.048
Alto 4(44) 4(100) 0(0)
Tratamientode primera linea, n (%)
R-CHOP 13 13(100) 6(46) 7 (54)

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

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

Conflictos de interés: Los autores no tienen nada que declarar.
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de Compostela, Santiago de Compostela; *Hospital Universitario 12 de Octubre,
Madrid; "Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona; *Hospital Universitario
de Burgos, Burgos

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

Métodos: Se recopilaron datos retrospectivos de 299 pacientes dia-

gnosticados de NMP (136 PV, 110 TE, 33 MFP, 20 MFS), con un segui-
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miento =3 afios, en los que se analizé un panel mieloide mediante se-
cuenciacién masiva (NGS). Solo se consideraron variantes descritas
como patogénica/probablemente patogénica con un VAF=1% y un
MAF<1%. Para el anlisis estadistico se empled R versién 1.4.0.

60 l—.f - mutaciones no-driver

&z . mutaciones DTA
£ 40
o
o
: C
o
£ 20
0
Serie PV TE MFP MFS
completa

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

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

Variable [n (%)] NMP PV (n=136) | TE MFP MEFS (n=20)
(n=299) (n=110) (n=33)
Sexo Hombre | 135 (45,2) | 70 (51,5) | 37 (33,6) | 20 (60,6) [ 8  (40,0)
Mujer | 164 (64,8) | 66 (48,5) | 73 (66,4) | 13 (39,4) | 12  (60,0)
Edad Media | 57,5 61,1 53,4 61,5 49,9
Mediana | 58,8 61,9 52,3 63,6 46,1

Evento vascular No | 146 (50,7) | 58 (43,9) | 51 (47,2) | 25 (83,3) |12 (66,7)
Si | 142(49,3) | 74 (56,1) | 57 (52,8) |5 (16,7) |6  (33,3)

Mutacion driver JAK2 | 215 (71,9) | 129 (94,9) | 54 (49,1) |19 (57,6) | 13 (65,0)
CALR |34 (11,4) |0 24 (21,8) |5 (152)|5  (250)
MPL |15 (5,0) |0 9 (82 |4 (121)|2 (100
co-mutado | 4 (1,3)| 0 3 (2,8) |1 (3,00|0
TN |31 (10,4) | 7 (51) |20 (18,2) |4 (12,1) |0
VAF mutacién driver Media | 38,2 44,1 26,7 40,2 52,2
Mediana | 34,6 38,2 23,6 38,0 46,5
N2 mutacién adicional 0| 146 (48,8) | 59 (43,4) |68 (61,8) |11 (33,3)|8  (40,0)
1|83 (27,8) |46 (33,8) |22 (20,0)|10 (30,3) |5  (25,0)
235 (11,7) |17 (125)|10 (91)|5 (152) |3  (15,0)
3|22 (74|10 (74 |7 (643 (1|2 (100
419 (3,03 2213 @72 (1)1 (5,0)
513 (1L,0)|1 ©07) |0 1 (301 (5,0)
6|1 (03) |0 0 1 (30 |0

Mutacién DTA No | 184 (61,5) | 77 (56,6) | 80 (72,7) | 17 (51,2) |10 (50,0)
si 59 (43,3) |30 (27,3) | 16 (48,5) |10 (50,0)

115 (38,5)
Mutacién TET2 No | 232(77,6) | 98 (72,1) | 93 (84,6) | 25 (75,8) | 16 (80,0)

Si | 67 (22,4) |38 (27,9) |17 (15,5) | 8 (24,2)

IS

(20,0)

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

Evento
0 1 Total p-valor

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

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

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

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

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

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

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

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

Financiacién: Fundacién DISA.

Conflictos de interés: Los autores no tienen ningtn conflicto de
interés.
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ANTE PCR DIGITAL

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

'Hospital General Universitario Gregorio Maraiion

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

Métodos: Se analizaron, mediante CME qPCR y dPCR, 86 muestras
de sangre periférica (SP) de 29 pacientes tratados con terapia CAR-T
(ocho con Kymriah® y 21 con Yescarta®) obtenidas los dias 7, 14,30 y
90 después de la infusién. También se analizaron diez biopsias de nueve
pacientes recaidos. La deteccién de CAR-T por CMF se llevé a cabo en
un citémetro DxFLEX (Beckman Coulter) usando una proteina CD19
marcada con FITC (Acro biosystems). Para la purificacién de ADN de SP
se utilizé el kit Maxwell RSC Whole Blood DNA (Promega) y el kit QIAmp
DNA Mini Kit (Qiagen) para las biopsias. La detecciéon de CAR-T me-
diante qPCR y dPCR se llevé a cabo usando las plataformas LightCy-
cler480 (Roche) y QIAcuity one (QIAgen), respectivamente. Para ambas
PCR se utilizaron oligonucleétidos y sondas para amplificar el frag-
mento antigeno-especifico del CAR-T (FMCé3) y un gen control. La
comparacién CMF-qPCR y CMF-dPCR se realiz6 mediante el test de

correlacién de Pearson a través del programa RStudio.
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Figura 1. Correlacion entre deteccion de CAR-T mediante ambas
técnicas de PCR y citometria de flujo.

Tabla 1. Nimero de muestras con deteccion positiva y negativa de
CAR-T mediante PCR cuantitativa (qPCR), PCR digital (dPCR) y cit-
ometria de flujo (CMF).

qPCR dPCR dPCR
+ - + - +
+ 40 22 + 70 1 + 43 0
w (™ [:4
s s g
o O
2 22 11 4 vl 38 5

Tabla 2. Niveles de CAR-T detectados mediante PCR cuantitativa
(qPCR), PCR digital (dPCR) y citometria de flujo (CMF).

Dias CAR-T/ml (mediana [minimo - méaximo])
post-CAR-T gqPCR dPCR CMF
7 29748 (0- 803690) 12572 (0- 794257) 4190 (0- 627390)
14 34936 (0 - 3932613) 14074 (0 - 2042864) 9560 (0 - 2147000)
30 5943 (0- 1120050) 3156 (0 - 760194) 1970 (0- 476342)
90 0(0- 614011) 4096 (301 - 285896) 2265 (0- 75949)

Resultados: Los resultados revelaron una gran correlacion entre el
analisis mediante CMF y dPCR, superando a la qPCR (Figura 1). Se de-
tect6 una mayor proporcién de CAR-T los dias 7 y 14 tras la infusién,
coincidiendo con la fase de expansién en los pacientes (Tabla 1). En la
mayoria de los casos, tanto la gPCR como la dPCR detectaron una
mayor cantidad de CAR-T, debido a que el ntimero de copias del vector
integradas en las células es generalmente superior a dos. Ademas, la
dPCR fue capaz de detectar CAR-T en 38 casos en los que no pudo ha-
cerlo la gPCR y en 11 en los que no lo hizo la CMF, mostrando su alta
sensibilidad (Tabla 2). En cuanto a las biopsias, se detecté CAR-T en
seis de ellas mediante qPCR y dPCR.

Conclusiones: La dPCR es capaz de detectar CAR-T con mayor sen-

sibilidad que la qPCR y CME, demostrando su utilidad en la monitori-
zacién de esta terapia. Tanto qPCR como dPCR son Gtiles para la de-
teccién de CAR-T en tejido.

Cs-13
CALIDAD DE LA ANTICOAGULACION CON ANTAGONISTAS DE LA VITAMINA K Y EVENTOS

ADVERSOS: RESULTADOS A 2 AROS EN UNA COHORTE PROSPECTIVA DE PACIENTES
CON FIBRILACION AURICULAR

Garcia Tomas Lucia!, Rivera Caravaca José Miguel?, Martinez Montesino
Lorena!, Gil Perez Pablo?, Carrién Martinez Aurora?, Vicente Vicente!,
Marin Francisco?, Roldén Vanessa!

IServicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital General Universitario
Morales Meseguet, IMIB-Arrixaca, Universidad de Murcia, Murcia, Espaiia;
2Servicio de Cardiologia, Hospital Clinico Universitatio Virgen de la Arrixaca,
Univetsidad de Murcia, IMIB-Arrixaca, CIBERCV, Murcia, Espaiia

Introduccién: La fibrilacién auricular (FA) es la arritmia cardiaca mds
frecuente en la poblacidn general, y estd asociada a un incremento en
el riesgo de ictus y mortalidad. Los antagonistas de la vitamina K (AVK),
contindan siendo los anticoagulantes orales mas cominmente emplea-
dos en nuestro contexto, pero su eficacia y seguridad depende del
tiempo en rango terapéutico (TRT) dentro del INR 2,0-3,0. En este estu-
dio hemos investigado la asociacién entre calidad de la anticoagulacién
y los eventos adversos en pacientes con FA que iniciaban terapia con

AVK.
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Figura 1. Estimacion de riesgo acumulado de exitus e ictus
isquémico/AIT en funcion del tiempo en rango terapéutico.

Métodos: Este es un estudio de cohortes prospectivo que incluyé
pacientes con FA que iniciaban tratamiento con AVK por primera vez
entre julio de 2016 y junio de 2018. La calidad de la anticoagulacién se
estimé mediante el cdlculo del TRT con el método de Rosendaal al afio
de seguimiento. Se definié como apropiado un TRT 265%. Durante 2
afos de seguimiento, se registraron los episodios de hemorragia
mayor/hemorragia no mayor clinicamente relevante (HNMCR) segin
criterios 2005 y 2015 de la ISTH, respectivamente; ictus isquémico/ata-
que isquémico transitorio (AIT); y muerte por cualquier causa.

Resultados: Se incluyeron 1050 pacientes (edad media 75,7+9,9
afios, 51,4% mujeres), con un CHA,DS,-VASc y HAS-BLED medianos
de 4 (RIC 3-5) y 2 (RIC 2-3), respectivamente. El TRT mediano al afio
de seguimiento fue del 64,3% (RIC 50,3-77,9) y 474 (51,6%) pacientes
tenifan un TRT <65%. Durante un seguimiento mediano de 2 afos, se
registraron 67 (6,4%) episodios de ictus/AIT, 206 (19,6 %) episodios de
hemorragia mayor/HNMCR y 173 (16,5%) muertes. La incidencia de
ictus isquémico/AlT (2,02 vs 4,00 por 100 pacientes-aino; p=0,015) y
muerte (5,04 vs 9,35 por 100 pacientes-afio; p<0,001) fue significativa-
mente superior en los pacientes con TRT <65% en comparacién con
los pacientes con TRT 265%, pero no la incidencia de hemorragia
mayor/HNMCR (8,52 vs 9,98 por 100 pacientes-aio; p=0,304). Los ana-
lisis de regresién de Cox ajustados por CHA,DS,-VASc y HAS-BLED
demostraron que el riesgo de ictus/AlT fue un 87% superior (HR 1,87;
IC 95% 1,06-3,28; p=0,030) y el riesgo de muerte fue un 72% superior
(HR 1,72; IC 95% 1,20-2,47; p=0,003) en los pacientes con TRT <65 %
(Figura 1). El anélisis de Kaplan-Meier también demostré que los pa-
cientes con TRT <65% tuvieron menor supervivencia libre de eventos
(log-rank p=0,008 para ictus isquémico/AlT y log-rank p<0,001 para
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muerte).

Conclusiones: En esta cohorte prospectiva ‘vida real’ de pacientes
con FA que iniciaban terapia con AVK, un TRT <65% se asoci6 con un
mayor riesgo de ictus isquémico/AlT y mortalidad. Una calidad de la
anticoagulacién éptima en usuarios de AVK es crucial para garantizar
mejores resultados clinicos y disminuir los eventos adversos.

Financiacion: Este trabajo ha sido financiado por el Ministerio de
Economia, Industria y Competitividad de Espafia, a través del Instituto
de Salud Carlos III (PI17/01375 cofinanciada por el Fondo Europeo de
Desarrollo Regional). )

CEGADO PARA GARANTIZAR LA ANONIMIZACION DURANTE
LA REVISION POR PARES: ha recibido una beca de la Sociedad Espaiiola
de Trombosis y Hemostasia (beca para estancias cortas de formacion interna-
cional 2020), y la Beca First Contact Initiative 2020 del Consejo de Ciencias
Cardiovasculares Bdsicas de la Sociedad Europea de Cardiologia.

Cs-14
ANLISIS DE LA FRACCI DE MONOCITOS NO CLSICOS SLAN+ PARA EL DIAGN TICO

DIFERENCIAL ENTRE LA LEUCEMIA MIELOMONOCICA CR ICAY LAS MONOCITOSIS DE
OTRO ORIGEN

De Jaureguizar Tesas Alejandro?, Sorigué Tomds Marc!, Raya Corbacho
Minerva!, Vergara Casamar Sara!, Granada Font Isabel!, Orna Montero
Elisa!, Mesa Tudel Alba!, Grau Cat Javier!, Jurado Tapiador Rebeca!,
Canelo Vilaseca Marta!, Huguet Mas Maria!, De La Fuente Montes
Cristina!, Quintela Vilchez David!, Jiménez Lorenzo Maria José!, Ribera
Santasusana Josep Maria!, Zamora Plana Lourdes!, Navarro Ferrando
José Tomas!, Xicoy Cirici Blanca!

Tnstitut Catala d’Oncologia-Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
(Badalona)-Institut Josep Carreras

Introduccion: El diagnéstico de la leucemia mielomonocitica cré-
nica (LMMC) se basa en la presencia de monocitosis persistente en san-
gre periférica =1x10°/L representando =10% de monocitos de la cifra
total de leucocitos. Mediante citometria de flujo, la presencia de =294%
de monocitos cldsicos (Mo, CD14+/CD16") y la disminucién de la frac-
cién no clésica (ncMo, CD147°v/CD16*) sugiere este diagndstico. Sin
embargo, la concurrencia de fenémenos inflamatorios puede interferir
en el resultado de los estudios de citofluorometria a consecuencia de
un aumento de la poblacién de monocitos intermedios (iMo,
CD14+/CD16*) y en consecuencia, una disminucién de la poblacién
cMo. En este contexto, la disminucién de la fraccién de ncMo persiste.
En 2020, Tarfi et al describieron que en la LMMC, incluso en situaciones
pro-inflamatorias, la poblacién de ncMo con expresién de Slan estaba
persistentemente disminuida (<1.7%). El objetivo de nuestro estudio
fue validar la determinacién de los ncMo Slan* como herramienta (til
en el diagndstico diferencial de las monocitosis secundarias y no secun-
darias a LMMC.

Métodos: Estudio comparativo de pacientes con LMMC diagnosti-
cados entre 2008-2020 en una unidad de citometria de flujo frente a pa-
cientes con SMD/NMP (excepto LMMC) y a un grupo control sin
hemopatia. Se incluyeron las principales variables clinicas y bioldgicas
y se analizé la expresién de Slan en la membrana de los monocitos en
sangre periférica. Se empleé una curva ROC para determinar el rendi-
miento diagndstico y el punto de corte dptimo de expresién de Slan
para separar LMMC de las otras entidades. Para las comparaciones entre
grupos se empled el test de Mann-Whitney.

Resultados: Se incluyeron 27 pacientes con LMMC, 19 pacientes
con SMD/NMP y 37 pacientes con monocitosis reactivas cuyas carac-
teristicas se describen en la Tabla 1. La curva ROC usando el punto de
corte de ncMo Slan* en 0.230% del total de monocitos (AUC 0.865 con
IC 95% 0.768-0.961, Figura 1) permitia hacer el diagnéstico de LMMC
con una sensibilidad del 88.2% y una especificidad del 79.1%. El por-
centaje de ncMo Slan* en la LMMC fue inferior al de los pacientes con
SMD/NMP y monocitosis reactivas (p=0.0104 y <0.0001, respectiva-
mente, Figura 2). De la poblacién estudiada, en tres casos de pacientes
con LMMC y enfermedad autoinmune concomitante, el porcentaje de
cMo era <94% (90%, 91% y 77 %) pero con persistencia de ncMo Slan*
disminuidos en dos de ellos (0.89%, 0.23% y 0.13 %, respectivamente).
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Figura 2. Porcentaje de ncMo Slan+ en cada grupo de estudio.

Tabla 1.
Tabla 1. Caracteristicas clinicas y pr de la poblacion de di
LMMC (n=27) SMD/NMP (n=19) No Hemopatia (n=37)
Edad (afos)
Mediana [extremos] | 69 [42. 88] 71[60. 89] 67 [32. 86]
Sexo
Mujeres 7 (26%) 9 (47%) 16 (43%)
Hombres 20 (74%) 10 (53%) 21 (57%)
Categoria WHO
LMMC-0 6 (22%)
LMMC-1 14 (52%)
LMMC2 4 (15%)
No clasificable 3 (11%)
CPSS Score
Bajo 10/24 (42%)
Intermedio-1 10/24 (42%)
Intermedio-2 3/24 (12%)
Alto 1/24 (4%)
CPSS-mol Score
Bajo 2/13 (15%)
Intermedio-1 2/13 (15%)
Intermedio-2 5/13 (39%)
Alto 4/13 (31%)

Conclusiones: En este estudio, la determinacién de la fraccién de
ncMo Slan* ofrecié un buen rendimiento diagnéstico para la distincién
entre LMMC y monocitosis no secundarias a LMMC. Sin embargo, el
punto de corte 6ptimo obtenido en el presente estudio es inferior al pre-
viamente publicado.
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EL EFECTO PLEIOTR 1CO DEL MIR-146A CAUSA HIPERREACTIVIDAD PLAQUETARIAY
TROMBOSIS MEDIANTE REPROGRAMACI METAB ICA

Aguila Sonia!, Garcia-Canaveras Juan Carlos?, Arroyo Ana B!, Garcia-
Barbera Nuria!, De los Reyes-Garcia Ascensién M!, Reguilén-Gallego
Laura!, Zapata-Martinez Laura', Lorente-Ruiz Immaculada!, Vicente Vi-
cente!, Rivera José!, Gratacap Marie-Pierre®, Lahoz Agustin?, Gonzélez-
Conejero Rocio!, Martinez Constantino!

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitatio Morales
Meseguer, Centro Regional de Hemodonacion, IMIB (Murcia).; ?Unidad de Bio-
marcadores y Medicina de Precision (UBYMP). Instituto de Investigacion San-
itaria La Fe (Valencia).; 3INSERM, U1048 et Université Toulouse III, Institut
des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires (I2VIC), Toulouse, Francia

Introduccion: miR-146a es critico para frenar la inflamacién por lo
que la reduccion de sus niveles debida a miR-SNP ha sido asociada a
enfermedades tromboinflamatorias. Las plaquetas tienen un papel cru-
cial en las enfermedades trombdticas y su activacién requiere procesos
muy demandantes energéticamente presentando un metabolismo de
gran plasticidad a través de la fosforilacién oxidativa, la glicélisis y la
B-oxidacién de dcidos grasos. En este contexto, el papel del miR-146a
en la funcién plaquetaria o en el control metabdlico no ha sido estu-
diado.

Objetivo: Evaluar la influencia de la deficiencia del miR-146a en el
metabolismo y funcién plaquetaria.

Métodos: La activacién de plaquetas procedentes de la sangre de ra-
tones wild-type (WT) y miR-146a"- fue estudiada mediante citometria
de flujo, agregacién y ensayos de microfluidico. También se analizé el
spreading plaquetario. El metabolismo plaquetario fue caracterizado
empleando el Seahorse Analyzer y técnicas de metabolémica no dirigi-
das. El impacto patoldgico de la deficiencia de miR-146a fue testado en
el modelo de ratén deficiente mediante sangrado de cola y tromboem-
bolismo pulmonar.

Resultados: Las plaquetas miR146a”- presentaron hiperreactividad
con distintos agonistas, excepto con ADP+U46619. Ademads, mostraron
una mayor produccién de ROS y exposicién de fosfatidilserina, tras la
estimulacién con trombina (Thr). El consumo de oxigeno (OCR) fue
mds elevado en plaquetas deficientes tratadas o no con distintos agoni-
stas (CRE, PAR4, Thr) dando lugar a una mayor capacidad respiratoria
méxima y una capacidad respiratoria de reserva mds elevada. Estudios
de metabolémica profunda mostraron que las plaquetas miR146a” pre-
sentaron mayor contenido en carnitinas, y una disminucién en el con-
tenido de acidos grasos indicando un aumento en la B-oxidacién de
acidos grasos. Estos resultados fueron validados utilizando palmitato y
etomoxir (inhibidor de la carnitina palmitoiltransferasa (CPT1a) y por
tanto, de la oxidacién de dcidos grasos) donde se observé un aumento
muy marcado en el OCR en presencia de palmitato si comparamos pla-
quetas deficientes y WT. Estas diferencias se redujeron con el uso de
etomoxir. La deficiencia del miR-146a a su vez provocé un aumento en
TOM20 observado mediante western blot mostrando un mayor con-
tenido de mitocondria en estas plaquetas. En los ensayos ex vivo, ob-
servamos como las plaquetas miR146a”- formaron agregados mas
répidamente y de mayor tamafio en superficie cubierta con coldgeno
(1100s y 4000s) que las plaquetas de ratones WT. Ademas los ensayos
in vivo apoyaron la mayor hiperreactividad de las plaquetas deficientes,
ya que estos ratones miR146” presentaron un tiempo acortado en el
sangrado de cola; y una oclusién pulmonar més severa junto a una
mayor mortalidad en el modelo de tromboembolismo pulmonar.

Conclusiones: Las plaquetas miR146" son hiperreactivas probable-
mente debido a un metabolismo derivado a la B-oxidacién de acidos
grasos, un mayor contenido mitocondrial y una mayor produccién de
ROS. Todos estos factores desencadenaron un fenotipo protrombético
en el modelo de ratén. Estos hallazgos abren la puerta al estudio de los
niveles de este miRNA y su relacién con una clinica protrombética en
los pacientes con diferentes enfermedades.

Cs-16
PERFILES DE CO-OCURRENCIA DE VARIANTES GERMINALES Y ADQUIRIDAS EN

SINDROMES MIELODISPLASICOS EN ADULTOS JOVENES SIN DISFUNCION ORGANICA
PREVIA
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Girona; "Hospital Universitario Cruces, Barakaldo; *Hospital de Jerez, Cddiz;
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lencia; Institut Catala d’Oncologia. Hospital Duran i Reynals, IDIBELL. Hos-
pitalet. Barcelona; *Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona; "“*Hospital Clinico
Universitario de Salamanca; Josep Carreras Leukaemia- Research Institute,
Badalona; "*Hospital Virgen de las Nieves, Granada; '"Hospital Universitatio y
Politecnico La Fe, Valencia; "*Hospital Universitario Morales Meseguet, Mur-
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Introduccion: Los sindromes mielodisplésicos de novo se presentan
habitualmente en edades avanzadas con una mediana de edad de 75
afios, en el contexto de una adquisicién progresiva de mutaciones so-
madticas a lo largo de la vida del paciente. Sin embargo, en nifios y ado-
lescentes, los SMD se suelen asociar a la presencia de variantes
germinales predisponentes. En este trabajo, intentamos determinar pa-
trones de asociacién entre ambos tipos de variantes en una cohorte de
SMD diagnosticadas entre los 16 y 60 afios sin disfuncién organica pre-
via.

Métodos: Reclutamiento prospectivo desde 2014 de 181 pacientes
de 25 centros del GESMD con diagnéstico de novo de SMD entre 16-60
afios, sin disfuncién organica previa. Exoma completo secuenciado me-
diante HiSeq4000-NovaSeq6000-Illumina en muestras pareadas tumor-
germinal. Profundidad media 100x, 150 millones de lecturas por
muestra y calidad Q30°>95%. Analisis de las variantes mediante pipeline
propio: eliminando intrénicas, sinénimas y aquellas con frecuencia en
la poblacién>1%. Las variantes germinales se categorizaron segun cri-
terios ACMG.

Resultados: La mediana de edad al diagnéstico fue de 49 (16-60)
afios con un ligero predominio del género femenino (54,7 %). La distri-
bucién de diagndstico segtin OMS 2016 fue de 13,9% de SMD-displasia
unilinea, 10,8% SMD-sideroblastos en anillo, 31,3% SMD-displasia
multilinea, 25,8% SMD-exceso de blastos, 5,4% SMD-delecién aislada
54, 2,4% SMD-inclasificable, 7,8% Leucemia mielomonocitica crénica.
Encontramos variantes patogénicas, posiblemente patogénica o de si-
gnificado incierto en el 80,2% de los pacientes. Los pacientes portadores
de este tipo de variantes germinales en genes de la via de mismatch- re-
pair(VIMREFRM) del ADN(N=23) adquirieron, al menos, una mutacién
somatica en 17 casos, de los que 9 (53%) afectaban a genes que estaba
incluidos en el grupo de genes modificadores de la cromatina (Mod-
Crom®oM . TET2, ASXL1, DNMT3A, EZH2, BCOR, IDH1,IDH2). A de-
stacar, de los 43 pacientes portadores de variantes germinales en las vias
de reparacién de ADN distintas a la mismatch (DDBN“FRY | acrénimo de
reparacién de doble cadena, escisién de bases, escisién de nucleétido y
via directa), 24 presentaban una mutacién adquirida y en 11 (46%) de
estos 24 casos la mutacién somdtica involucraba al gen TP53 (TP530M)
Los casos que cumplian el perfil de MIAMRRM + NModCrom>©" adquirido
presentaban mayor frecuencia de anemia (<10,5 g/dl) al diagnéstico de
SMD (p=0,017). Estos pacientes eran de una edad superior (51 vs 46
afios). Los casos que cumplian el perfil DDBNCFRYLTP5350M presenta-
ban, de manera significativa citopenias més profundas que el resto de
la cohorte (hemoglobina<9.5 g/dL, 73% vs 21%, p=0,003; neutréfilos
<1x10°/L, 63% vs 31%, p=0,029; plaquetas <65x10°/L, 63% vs 31%,
p=0,026). No encontramos diferencias en cuanto a la edad al diagné-
stico, pero si en cuanto a una peor supervivencia de este grupo (8 meses
vs no alcanzada, p<0,001)

Conclusién: En este estudio multicéntrico prospectivo, describimos
patrones especificos de coexistencia entre variantes germinales y ad-
quiridas en SMD a edades tempranas., destacando la asociacién de la
vias mismatch y otras vias de reparacién de ADN con la adquisicién de
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lesiones en genes relacionados con la epigenética y con TP53, respecti-
vamente.

Funding: PI16/01302, PI1900374ISCIII, Beca SEHH 2019/2020 y
2021/2022.

Conflictos de interés: Los autores declaran no tener ningin con-
flicto de interés.
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IDENTIFICACION DE 45 MUTACIONES NUEVAS MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA EN
PACIENTES CON ANEMIAS CONGENITAS

Martinez nieto Jorge!, Rochas Lépez Sara!, Gonzélez Ferndndez Fer-
nando Ataulfo, Villegas Martinez, Benavente Cuesta Celina, Ropero
Gradilla Paloma', Grupo de Eritropatologia GEE

Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital Clinico San Carlos; >SEHH

Introduccion: Las anemias congénitas (ACs) engloban varias enti-
dades causadas por distintos mecanismos fisiopatolégicos. El solapa-
miento clinico de las distintas ACs dificulta su diagnéstico diferencial,
por lo que en muchas ocasiones hay que recurrir al estudio genético
para llegar a un diagndstico certero. Estas anemias pueden estar causa-
das por mutaciones en multitud de genes, por lo que actualmente el
analisis genético en estas entidades se suele realizar por secuenciacién
masiva.

Objetivos: Presentamos los resultados obtenidos al analizar por se-
cuenciacién masiva a 165 pacientes con sospecha de padecer distintos
tipos de anemias congénitas. Se trata del estudio de este tipo mds am-
plio a nivel mundial realizado hasta la fecha.

SOSPECHA INICIAL

PK G6PD ADC XER ESF ELP OTRAS SINFILIAR
(n=20) (n=11) (n=2) (n=12) (n=51) (n=10) (n=3) (n=56)

[ ° [ o (]
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Figura 1. Rendimiento diagnodstico del panel de secuenciacion ma-
siva segln la sospecha inicial. Se muestra el porcentaje y nimero
de casos en los que se ha confirmado dicha sospecha (A). Ademas,
podemos ver el niimero de casos en los que no se ha llegado a un
diagnoéstico genético, y aquellos casos donde se ha modificado la
sospecha inicial hacia otro diagnoéstico (B). En la figura no se mues-
tran los casos con doble patologia. El rendimiento (C) proviene de
la suma de las confirmaciones de la sospecha inicial y de los cam-
bios en el diagnostico. PK: Déficit de piruvato quinasa; GGPD: Dé-
ficit de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; ADC: Anemia
diseritropoyética congénita; XER: Xerocitosis; ESF: Esferocitosis;
ELIP: Eliptocitosis.

Métodos: Se han estudiado 165 pacientes con AC procedentes de
47 centros diferentes. Para ello se desarroll6 un panel (Ampliseq, Illu-
mina) para la secuenciacién de 58 genes asociados a ACs. Las enferme-
dades a estudiar comprenden membranopatias, enzimopatias, anemias
diseritropoyéticas y siderobldsticas. Las hemoglobinopatias se estudian
en nuestro centro por otros métodos. Las variantes encontradas se han
clasificado segtn las guias del American College of Medical Genetics.
Aqui mostramos las variantes clasificadas como patogénicas (P) o como
probablemente patogénicas (PP). También mostramos algunas variantes
de significado incierto (SI) que podrian explicar el cuadro del paciente.
Se han considerado como mutaciones nuevas aquellas que no estan de-
scritas en la literatura cientifica.

Resultados: Del total de pacientes, 109 tenian una alta sospecha dia-
gnostica inicial por parte del solicitante del estudio. En el 84.4% de estos
casos se ha llegado a un diagndstico genético concreto. Por otro lado,
en los 56 casos restantes existia una sospecha de anemia congénita sin
filiar. El estudio genético ha permitido resolver el diagnéstico en el 34%
de estos casos. Los resultados y el rendimiento del panel estdn desglo-
sados por el tipo de sospecha inicial en la Figura 1. En aproximadamente
1 de cada 5 pacientes (18,8%) se ha modificado la sospecha inicial tras
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el estudio genético (en 19 de los casos sin filiar y en 12 que partian con
sospecha inicial clara). Cabe destacar que un 3% de todos los casos mo-
straron dos patologias distintas a nivel genético. Las 45 mutaciones nue-
vas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Mutaciones no descritas previamente (en negrita) y
fenotipo de los pacientes.

Fenotipo Mutacion #1 Mutacion #2 Mutacion #3
Esferocitosis ANK1 Asp366Asn (s!
E: itosi ANK1 Asp! yfsTer6 [
Esferocitosis ANK1 c.2681+2T>C (P

Esferocitosis ANK1 ¢.659_660dupGC (P
ANK1 Leu1297CysfsTer6 (P,
ANK1 Pro1005Hi: 13 (P,

)
)
)
)
)
)
ANK1 Tyr1509HisfsTer7 P)
)
)
)
)
)
)

Esferocitosis
ANK1 Val1032Glu
ANK1 Val137lle

#

1

2

3

4

5 Esferocitosis
6

7

8 Esferocitosis
9

Esferocitosis

10 Eliptocitosis EPB41 Arg715Ter (P]

11 Eliptocitosi EPB41 Asp y (sl

12 Eliptocitosis EPB41 Glu248Ter (P

13 Eliptocitosis EPB41 Val286ter (P, EPB42 Ala567Thr (PP) SLC4A1Glud0Lys (P)
14 i EPB42 (PP) EPB42 Gly66Glu (PP)

15 Déficit de PK PKLR 1618+2T>C P) PKLR Arg486Trp P)

16 Déficit de PK PKLR Ala423Pro (PP)  PKLR Arg486Trp P)

17 Déficit de PK PKLR Ala85Thr (PP) PKLR Arg337GIn (P)

18 Déficit de PK PKLR Asp339Tyr (PP)  PKLR Arg488GIn P)

19 Esferocitosis PKLR ASP390GIn (PP) PKLR I13+10 (PP) SPTB Lys680Ter (PP)
20 Eliptocitosis PKLR ¢.1270-11G>A (PP)  PKLR Gly557Ala (P) EPB41Asp778Tyr (PP)
21 Déficit de PK PKLR Gly165Arg (PP)  PKLR Arg486Trp P)

22 Esferocitosis PKLR Gly411Cys (PP) PKLR Arg559Pro (P)

23 Déficit de PK PKLR I13+10 (PP) PKLR ASP390Gly (PP)

24 Déficit de PK PKLR lle378MetfsTerd P) PKLR Arg359Cys  (P)

25  Déficit de PK PKLR Val349lle (PP) PKLR Arg569GIn (P) ABCGS GIn406Ter (PP)
26 Esferocitosis SLC4A1 c.877-2A>G (P

27 Esferocitosis SLC4A1 Ser517ProfsTer24 (P

28 Esferocitosis SLC4A1 Thr287HisfsTer84 (P

)
)
)
29 Esferocitosis SLC4A1 Tyr553Ter (P)
30 Esferocitosis SPTA1 5935_5936delAG P)
31 Esferocitosis SPTA1 GIn2394Ter P)
32 itosis SPTA1 yfsTer7 P)
33 Esferocitosis SPTA1 His132llefsTer2 (P)
34 Esferocitosis SPTA1 Trp371Ter (P)
35  Esferocitosis SPTB Arg1843GIn (Sl)  PIEZO1Gly782Ser  (PP)
36 Eliptocitosis SPTB Arg52Trp (PP)
37 Esferocitosis SPTB Arg889Ser (PP) ABCG8 Trp536Ter P)
38 Esferocitosis SPTB GIn1250ProfsTer3 P)
39  Esferocitosis SPTB GIn535Ter P)
40  Esferocitosis SPTB Glu596Ter P)
41 Esferocitosis SPTB Trp23Ter (P)

Conclusidn: La clasificacién de las variantes genéticas en este tipo
de estudios es compleja. La descripcién de las 45 mutaciones nuevas
ayudard a la comunidad cientifica a interpretar los resultados genéticos
en futuros pacientes con ACs. El cambio en el diagnéstico inicial o los
hallazgos de casos con dobles patologias pueden tener repercusiones
terapéuticas en los pacientes. Especialmente en aquellos casos en los
que se diagnostica un déficit de piruvato quinasa (por la existencia de
farmacos activadores de la enzima) o una xerocitosis (donde la esple-
nectomia estd contraindicada).

Este trabajo estd parcialmente financiado por el Instituto de Salud Carlos 111
(FIS PI17/00604) y la Sociedad Espaiiola de Hematologia y Hemoterapia
(Beca de Investigacion FEHH, convocatoria 2020). Los autores declaran que no
han existido conflictos de interés a la hora de elaborar este trabajo.
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RESPUESTAS A ASCIMINIB EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA Y
TRATAMIENTO PREVIO CON PONATINIB

Luna Alejandro?, Alonso-Dominguez Juan M?, Estrada Natalia®, Boque
Concepcion?, Xicoy Blanca®, Giraldo Pilar®, Angona Anna®, Alvarez-Lar-
ran Alberto’, Sanchez-Guijo Fermin®, Ramirez Maria José’, Mora Elvira'”,
Vélez Patricia'!, Rossell Ana'?, Colorado Araujo Mercedes!?, Cuevas
Beatriz!4, Cortes Montserrat!®, Perez Encinas Manuel'®, Casado Montero
Luis Felipe?”, Moreno Vega Melania'®, Gomez Valle!®, Lakhwani Sunil?,
Pérez Lamas Lucia!, Steegmann Olmedillas Juan Luis'”, Herndndez
Boluda Juan Carlos?!, Garcia-Gutiérrez Valentin'!

'Hospital Ramdn y Cajal; *Hospital Fundacion Jiménez Diaz; *Instituto Catala
d'Oncologia Badalona; *Instituto Catala d'Oncologia L'Hospitalet de Llobregat;
SHospital Quiron Zaragoza; “Institut Catala d’Oncologia Girona; "Hospital
Clinic de Barcelona; *Hospital Universitario de Salamanca; ?Hospital de Jerez
de la Frontera; "°Hospital Universitatio y Politécnico La Fe; "' Hospital Mutua de
Terrassa; *Hospital Virgen de la Victoria, Malaga; "*Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla; “Hospital Universitatio de Burgos; "Hospital General
de Granollers; "*Hospital Clinico Universitatio de Santiago de Compostela; 7os-
pital Virgen de la Salud, Toledo; "*Hospital Doctor José Molina Orosa de Lan-
zarote; ""Hospital Universitario La Princesa; **Hospital Universitario de
Canarias; *'Hospital Clinico de Valencia

Introduccién: E fracaso a inhibidores de tirosina quinasa de segunda
generacién ITK2G) es unreto en pacientes con leucemia mieloide cré-
nica (LMC). Asciminib, atin no disponible en el mercado, demostré en
ensayos clinicos un buen perfil de eficacia y seguridad del farmaco tras
fracaso a ITK2G. Sin embargo, ningin estudio ha abordado especifica-
mente las tasas de respuesta a asciminib en pacientes tratados previa-
mente con ponatinib (TPP).

Objetivos: Presentar datos sobre respuestas a asciminib en pacientes
TPP y no TPP en la préctica clinica.

Métodos: Se han reunido datos retrospectivos de 31 pacientes tra-
tados con asciminib tras fracaso a ITK2G. Once pacientes fueron TPP
(35%) durante una mediana de tiempo de 18 meses. Se incluyeron un
total de 29 pacientes en el andlisis de eficacia (2 pacientes fueron ex-
cluidos debido a corto seguimiento). Definimos fracaso terapéutico bien
como resistencia (aumento de BCR-ABL1® a pesar de dosificacién 6p-
tima de ITK) o como intolerancia (toxicidad inaceptable que condujo a
la suspensién del ITK). Novartis permitié el uso de asciminib en el
marco de un programa de uso compasivo. Los datos se recogieron desde
octubre de 2018 a junio de 2020 en 25 hospitales mediante el Grupo
Espanol de Leucemia Mieloide Crénica (GELMC).

Resultados: Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la
Tabla 1. La mediana de tiempo con asciminib para toda la cohorte fue
de 8 meses (9 en el grupo sin TPP y 7 en el grupo TPP). La mediana de
tiempo con ITKs previos fue de 77 meses: 105 en pacientes no TPP y
56 en pacientes TPP. La mediana de lineas de ITK previas a asciminib
fue de 4 en ambos grupos. El cambio a asciminib se debi6 a resistencia
en 3/20 (15%) del grupo no TPP frente a 5/11 (45%) del grupo TPP; y
debido a intolerancia en 17/20 (85%) y 6/11 (55%) para pacientes no
TPP y TPP, respectivamente. La dosis media de ponatinib fue de 45 mg
en resistentes y de 15 mg en intolerantes. Las tasas de respuesta se
muestran en la Tabla 2. La probabilidad de mantener o mejorar respues-
tas fue del 100%, 56% y 22% para respuesta citogenética completa
(RCC), respuesta molecular mayor (RMM) y RM4. 5 en el grupo sin
TPP versus 27 %, 18% y 0% en el grupo TPP, respectivamente. La me-
joria de respuesta basal fue del 78%, 47 % y 22% para RCC, RMM y
RM4.5 en el grupo sin TPP frente al 33%, 10% y 0% observado en TPP.

En términos de tolerabilidad a asciminib, 10/17 (59%) del subgrupo
de previa intolerancia y no TPP mostraron efectos secundarios; mientras
que del subgrupo de previa intolerancia y TPF, 3/6 pacientes (50 %) pre-
sentaron efectos secundarios: erupcién de grado 1, pancreatitis de grado
3 y trombocitopenia de grado 4. A final del seguimiento, 27 pacientes
(87 %) mantenian asciminib, 2 sufrieron progresién a fase blastica y 2
mostraron pérdida de eficacia; en particular, estos cuatro pacientes eran
TPP, mientras que todos los no TPP continuaron con asciminib.

Tabla 1. Mutaciones no descritas previamente (en negrita) y
fenotipo de los pacientes.

No TPP (n=20) TPP (n=11)
Edad al andlisis, afios 65 69
Edad al diagnostico, afios 55 52
Sexo femenino, % (n) 60 (12) 73 (8)
Tiempo con ITK previo, meses [rango] 66 [7-234] 59 [20-157]
Fase de enfermedad, %
EC 100 9
FA 0
CB 0 0
Riesgo Sokal, %
Bajo 30 30
Intermedio 35 30
Alto 35 40
ITK al diagnéstico % (n)
Imatinib 75 (15) 73 (8)
Dasatinib 5(1) 18 (2)
Nilotinib 20 (4) 0(0)
Bosutinib 0(0) 9(1)
Ponatinib 0(0) 0(0)
Resistante a lineas previas, % (n) 15 (3) 45 (5)
Intolerancia a lineas previas, % (n) 85 (17) 55 (6)
>3 lineas de ITK, % (n) 90 (18) 91 (10)
BCR-ABL1 mutado, % (n) 35 (7) 45 (5)

0(0) 9(1)

T3151, % (n)

Tabla 2. Respuestas a asciminib en pacientes sin tratamiento con
ponatinib previo (No TPP) y tratados con ponatinib previo (TPP).
TPP: tratamiento previo con ponatinib. RHC: respuesta hematolog-
ica completa, RCC: respuesta citogenética completa, RMM: re-
spuesta molecular mayor, RM4.5: enfermedad detectable con
bcr-abl1'$ <0.0032%.*Dos pacientes fueron excluidos del analisis
de eficacia por corto seguimiento.?Pacientes con RHC, RCC, RMM
o RM4.5 basal fueron evaluados tras asciminib y considerados re-
spondedores si mantenian dichas respuestas. "Pacientes sin re-
spuesta RCC, RMM, o RM4.5 basal.

con asciminib en sin TPPy TPP
Resistentes (n=8) Intolerantes (n=21*) Total (n=29*)

NoTPP(n=3)  TPP(n=5) NoTPP (n=15*)  TPP (n=6) NOTPP (n=18*)  TPP (n=11)
RHC? 3/3(100%) 5/5(100%)  15/15 (100%) 6/6 (100%) 18/18 (100%) 11/11 (100%)
RCC® 2/3 (66%) 1/5 (20%) 14/15 (93%) 2/6(33%) 18/18 (100%) 3/11(27%)
RMM? 0/3 (0%) 1/5 (20%) 10/15 (67%) 1/6 (17%) 10/18 (56%) 2/11(18%)
RM4.5? 0/3 (0%) 0/5 (0%) 4/15 (27%) 0/6 (0%) 4/18 (22%) 0/11(0%)
Pacientes sin respuesta previa
RCC? 2/3(66%) 1/5 (20%) 5/6 (85%) 2/4(50%) 7/9(78%) 3/9(33%)
RMMP 0/3 (0%) 0/5 (0%) 7/12 (58%) 1/5 (20%) 7/15 (47%) 1/10(10%)

RM4.5° 0/3 (0%) 0/5 (0%) 4/15 (27%) 0/6 (0%) 4/18 (22%) 0/11 (0%)

Conclusion: Asciminib constituye una opcién de tratamiento para
los pacientes que fracasan a ITK2G. Sin embargo, nuestros datos sugie-
ren que las tasas de respuesta después del fracaso a ponatinib son bajas,
y estos pacientes siguen siendo un grupo de alto riesgo en el que se ne-
cesitan alternativas terapéuticas.

Sin conflictos de interés por parte del autor.
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INHIBICION DE CDK4,/6 EN PACIENTES CON LEUCEMIA LINFATICA CRONICA Y MUTA-
CIONES EN NOTCH1: BASES PRECLINICAS PARA UNA POTENCIAL TERAPIA DIRIGIDA

Carrillo-Tornel Salvador!, Hurtado Lépez Ana Maria!, Chen-Liang Tzu
Hua!, Puiggros Anna?, Gémez Andrea?, Cuenca-Zamora Ernesto José!,
Garcia-Malo Maria Dolores!, Ortufio Francisco José!, Vlcente Vicente!,
Espinet Blanca?, Jerez Andrés!

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital Universitatio Morales
Meseguer. CRH-IMIB. Universidad de Murcia; *Laboratori de Citogenética Vo-
lecular, Setvei de Patologia. Grup de Recerca Translacional en Neoplasies Hema-
wlogiques, Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques (IMIM),
Barcelona

Introduccion. Las respuestas a estrategias terapéuticas en la leuce-
mia linfética crénica (LLC) varfan segun el subtipo biolégico. Los pa-
cientes con mutaciones en NOTCH1 (NOTCH1MVT) muestran
respuestas insatisfactorias a la quimioinmunoterapia. NOTCH1 es el
gen mutado con mayor frecuencia en la LLC al diagnéstico, su frecuen-
cia aumenta con la progresion y se ha relacionado con una mayor tasa
de transformacién a linfoma de alto grado. El objetivo de este trabajo
consistié en una caracterizacién integral del ciclo celular en estos pa-
cientes, lo que nos impulsé a explorar in vitro el uso de moléculas diri-
gidas frente a las caracteristicas Gnicas encontradas.

Métodos. Secuenciacién de nueva generacién en 378 casos al dia-
gnostico de LLC. En 95 pacientes, 27 NOTCH1MVT, determinamos la
expresioén por RT-qPCR de la fraccién CD19+ de 11 genes del ciclo ce-
lular. Cultivamos células primarias de LLC, con y sin mutaciones ad-
quiridas para NOTCH1, con IL-4 y CD40L para someterlas
posteriormente a ensayos de ciclo celular, viabilidad y silenciamiento.
Ensayos que fueron incorporados al experimento farmacoldgico emple-
ando un inhibidor de CDK4/6 (Palbociclib).

Resultados. Reclutamos 378 casos diagnosticados de LLC, con una
media de 67 ahos y predominio masculino (63%). NOTCH1 se encon-
tr6 mutado en el 9.8% de los casos, siendo la variante candnica
P2514fs*4 (delCT) la mas frecuente, en el 78% de los pacientes. Encon-
tramos, de manera significativa, una mayor concentracién linfocitaria
y una mayor asociacién con la trisomia 12 en aquellos pacientes con
NOTCH1MVT, El ensayo de expresién génica del ciclo celular en la LLC
revel$ una sobreexpresién de los efectores de la fase GO-G1 temprana
(CDK4, CDK6, CCND1, CCND2, CCND3) y una represién del inhibi-
dor p27 en estado basal. El ensayo competitivo de estimulacién celular
in vitro mostré un patrén de expresion diferencial respecto al estado
basal, aumentando la expresién de los electores de la fase G1 tardia
(CDK2, CCNE1, CCNEZ2). Los ensayos de silenciamiento con siRNA
NOTCHI eliminaron las diferencias de expresién de estos genes en los
casos NOTCH1MUT, E] andlisis por citometria de flujo de las fases del
ciclo celular en 5 pacientes con mutaciones clonales para NOTCH1 y 3
casos wild type, mostré en los casos mutados una mayor proporcién de
células, en fases distintas a la G,-G;, de manera estadisticamente signi-
ficativa (p<0.0357) (Figura 1).

FIGURA 1. Distribucién de las células tumorales en las distintas fases del ciclo celular, determinado por citometrfa de flujo.
Comparacién de 5 casos con mutaciones clonales para NOTCH1 frente a 3 casos wild type. Las graficas ), b), ¢) y d), ilustran las
diferencias en el porcentaje de células GO-G1, S, G2-M y porcentaje de células en fase distinta a GO-G1, respectivamente. La
gréfica e), representa la distribucion de las fases en cada uno de los casos del estudio.
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Figura 1.
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FIGURA 2. Andlisis del ciclo celular en 2 pacientes de LLC (panel superior mutado para NOTCHI; panel inferior paciente wild type
para NOTCHI) tras administrar un inhibidor de CDK4/6 (Palbociclib) a dosis de 38 y 76 M. En cada grafica de citometria de flujo
las distintas fases del ciclo celular quedan representadas de la siguiente manera: cuadro rojo, fase GO-G1; cuadro verde, G2-M; y
cuadro azul, los eventos en fase S

WITHOUT Palbociclib Palbociclib [76 pM]

Palbociclib [38 pM]

NOTCHIM!
UPN424
P2514fs*a
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Figura 2.

FIGURA 3. Histogramas representado la evolucion del porcentaje de células LLC en distintas fases del ciclo celular (izquierda) y
resultados del ensayo de viabilidad (derecha) tras tratamiento con Palbociclib a dosis de 38 y 76 pM. El panel superior incluye 2
casos de LLC con la mutacién canénica adquirida en NOTCH1. En el panel inferior un caso ilustrativo de LLC wild type para
NOTCHI.
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Conclusiones. Las caracteristicas del ciclo celular propias de los pa-
cientes con LLC y mutaciones en NOTCH1 se muestran, in vitro, como
potenciales dianas terapéuticas, donde la inhibicién de CDK4/6 se tra-
dujo en una mayor eficacia. Estos resultados proporcionan una base ra-
cional preclinica para explorar estrategias con el objetivo de incrementar
las respuestas terapéuticas en los pacientes con LLC y mutaciones de
NOTCH1.

Financiacién: GLD17/00232 (GILEAD Sciences Inc.), P113/02099
ISCIIL

Conflictos de interés: Los autores declaran no tener conflicto de interés.
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Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos
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IDENTIFICACION DE MODELOS DE RIESGO QUE INCLUYEN NUEVOS POLIMORFISMOS EN
GENES DEL SISTEMA INMUNEY SU RELACION CON COMPLICACIONES POST-TRASPLANTE
EN PACIENTES SOMETIDOS A UN TRASPLANTE HLA-IDENTICO

Muniz P!, Martinez-Garcia M?, Kwon M3, Bailén R?, Dorado N,
Carbonell D?, Sudrez-Gonzélez J', Sanz-Villanueva L2, Andréz-Zayas C!,
Trivino JC?, Oarbeascoa G!, Anguita J?, Diez-Martin JL?, Olmos P*,
Martinez-Laperche C!, Bufio I?

'Servicio de Hematologia, Hospital General Universitario Gregorio Marafion
(HGUGM), Madrid, Espaiia; *Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio
Maraiion (IISGM), Madrid, Espaiia; 3 Universidad Carlos I1l, Madrid, Esparia;
“Unidad de Gendmica, Hospital General Universitario Gregorio Maraiion
(HGUGM), Madrid, Espaiia

Introduccion: El trasplante alogénico (alo-TPH) ofrece una posible
curacién para pacientes con neoplasias hematolégicas gracias al efecto
de injerto contra leucemia. Sin embargo, aproximadamente un 40% de
los pacientes desarrollan complicaciones post-trasplante como la enfer-
medad de injerto contra receptor (EICR). En consecuencia, la EICR y
las complicaciones infecciosas asociadas contribuyen a la mortalidad
relacionada con el trasplante (MRT). Las citocinas y sus receptores par-
ticipan en la regulacién de los procesos inflamatorios durante la EICR.
Por tanto, detectar polimorfismos que afecten a la expresién o actividad
de estos genes pueden usarse como predictores del desarrollo de estas
complicaciones. El objetivo de este trabajo es la elaboracién de modelos
de riesgo de complicaciones post-TPH incluyendo polimorfismos de ci-
tocinas y variables clinicas.

Métodos: Se seleccionaron retrospectivamente 90 pacientes que re-
cibieron un alo-TPH de hermano HLA-idéntico con MTX-CsA (2000-
2015). Se utilizaron muestras pre-trasplante de sangre periférica de
receptor (R) y donante (D). El genotipado se realizé6 mediante un panel
de enriquecimiento por captura usando la plataforma HiSeq ([llumina,
USA) que inclufa 73 genes de interleucinas y 59 genes de quimiocinas.
El andlisis bioinformatico se realizé con el software GeneSystems (Sis-
temas Gendmicos). Se analizaron las zonas codificantes, splicing, UTR,
S’upstream y 3’downstream (+/-200pb). Para la seleccién de polimor-
fismos se aplicaron los siguientes filtros: variantes no sinénimas con
lecturas =30X en la isoforma principal del gen, con una frecuencia alélica
20,4, y representadas al menos un 5% de nuestra cohorte. Para la se-
leccién de variantes se utilizaron modelos de Regresién Logistica Baye-
siana (BLR). Se identificaron las variables mas relevantes para la
prediccién de cada una de las complicaciones post-trasplante. Tras la
seleccion de variables se aplicé un clasificador basado en Procesos Gaus-
sianos (GP) para clasificar a los pacientes a partir de la estimacién de la
probabilidad de alto riesgo.

Resultados: La incidencia a los 100 dias post-trasplante de EICR
agudo (EICRa) II-IV y III-IV fue de 48,9% y un 18,1%, respectivamente.
A los 2 anos la incidencia de EICR crénico (EICRc) fue de 43,3%, de
EICRc moderado-severo un 26,6%, y la MRT un 21%. A partir de los

filtros previamente descritos en el grupo de interleucinas se detectaron
481 polimorfismos (350 coincidentes, 68 especificos del R y 63 del D).
En el grupo de quimiocinas se detectaron 339 polimorfismos (267 coin-
cidentes, 29 especificos del R y 43 del D). Acorde al AUC y niimero de
variables se seleccionaron modelos de riesgo para cada complicacién
post-TPH (Tabla 1). Por dltimo, en funcién de la sensibilidad y especi-
ficidad se seleccionaron distintos puntos de corte para la estratificacién
de los pacientes (Figura 1). A partir de los modelos disenados se observa
que en EICRa II-IV y III-IV a los 150 dias post-TPH de los pacientes cla-
sificados de alto riesgo el 80% desarrolla EICRa. A los 2 anos el 78% y
80% de los pacientes de alto riesgo desarrollaron EICRc y EICRc mod-
sev, respectivamente. A su vez la SG a los 5 afios fue del 17% en pa-
cientes de alto riesgo.

Tabla 1. Polimorfismos incluidos en los modelos de cada compli-
cacion post-trasplante. AUC: Area under curve; D:Donante; Es: Es-
pecificidad; R:Receptor; Sh:Sensibilidad; MRT: mortalidad toxica;
SG: supervivencia global.

sb(%)[Es%) [ Auc]  Gen [ R/D | SNP
Edad RyD
ccLes R rs11671930
EICRa_ILIV | 7477 7353 084 L26 R rs2068016
oxcLi3 R 151052563
IL2RA D rs12722602
CXCR4 D 152680880
IL12RB1 R 153746190
IL17A R rs3819024
IL17RA R rs547906480
I21R D 15961914
EICRa_lIV | 6520 91,09 0,88 ccLes R rs1129763
CXCR2 R 151126580
cxclie D rs76152703
IL2RA D rs12722602
IL17D D 19579928
IL2RA R rs12722485
EICRc 83,28 5899 081 IL7R R rs200562193
XCR1 D 15201114927
IL3R R rs17883366
7R R rs200562193
IL7R R rs756271586
IL17RC R 154686383
CXCR6 D 153774639
EICRc_mod-sev | 87,88 84,34 0,93 IL10RA R rs33918539
IL25 D rs7145551
IL12RB1 R rs11575934
Iz D rs6997891
L1 D rs2298885
IL20RB R 15835634
IL20RB R 15835632
IL12RB1 D 15404733
MRT 479 8893 082 e R 159994667
ILISRA D 152387089
cxcL2 R rs781386061
I21R R 158060368
ccLs D 153830677
cca1 R rs11574915
I21R R 1961914
Recaida 7906 9061 o092 Xl R rs9994667
I21R R rs2189521
CXCR4 D 152680880
ccLs R 153830677
ccLs R rs41508645
CCR10 R rs3760384
oxcLil R 159994667
ccLa1 R rs11574915
cclis D rs145311855
G 57,39 8681 0,79 cclis D rs146038760
IL12RB1 D rs3746190
ccLs D 152032887
cclis D rs33995560
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Figura 1. Estratificacion de la cohorte segiin el riesgo de EICRa,
EICRc, MRT, recaida y SG. Se muestra la estratificacion de riesgo
de las complicaciones post-trasplante de los pacientes en funcion
de los modelos predictivos aplicados.

Conclusiones: Estos modelos predictivos permiten la clasificacién
de pacientes con bajo y alto riesgo de riesgo de desarrollar distintas
complicaciones post-trasplante, permitiendo el manejo personalizado
mediante diferentes estrategias como el manejo de la inmunosupresion.
Para confirmar estos resultados estamos llevando a cabo la validacién
de estos modelos en otra cohorte de pacientes sometidos a un trasplante
HLA-idéntico.

Conflicto de intereses: Los autores no tienen nada que declarar.
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UN FENOTIPO PROINFLAMATORIO Y PROTROMBOTICO A NIVEL ENDOTELIAL PRECEDE AL
DESARROLLO DEL SINDROME DEL IMPLANTE TRAS EL HCT AUTOLOGO

Moreno-Castafio AB!, Palomo M?, Torramadé-Moix S°, Martinez-San-
chez J?, Molina P!, Pino M!, Gémez P!, Bonastre L!, Martin L!,
Garcia E!, Solano T4, Escolar G!, Carreras E?, Rovira M*, Rodriguez-Lo-
bato LG*, Gutiérrez-Garcia G*, Ferndndez-Avilés F¢, Diaz-Ricart M!

'Laboratorio de Hemostasia y Eritropatologia, Hematopatologia, Departamento
de Anatomia Patolégica, Centre Diagnostic Biomedic (CDB), Hospital Clinic,
Barcelona; *Josep Carreras Leukaemia Research Institute, Hospital Clinic, Uni-
versidad de Barcelona, Barcelona; 3Institut d'Investigacions Biomediques August
Pi i Sunyer (IDIBAPS), Universidad de Barcelona; “Servicio de Hematologia,
Unidad de Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos, Institut Clinic de Ma-
lalties Hemato-Oncologiques (ICMHO), Hospital Clinic, Barcelona

Introduccién: El Sindrome del implante (Engraftment syndrome en inglés
ES) es una complicacién frecuente tras el autotrasplante de células hemato-
poyéticas (auto-HCT). A pesar de que las nuevas estrategias de profilaxis
basadas en corticoterapia han disminuido su incidencia, atin existen casos
con alta morbilidad. El sustrato fisiopatoldgico del ES estd atin por dilucidar,
aunque las evidencias generadas en otras complicaciones del HCT sugieren
que podria estar relacionado con lesién endotelial.

Meétodos: En nuestro estudio investigamos si el dafio endotelial podria
contribuir al desarrollo del ES. Células endoteliales (CE) en cultivo fueron
expuestas al suero de pacientes que desarrollaron ES (ES; n = 14) o que no
lo desarrollaron (non-ES; n= 20). Las muestras utilizadas (suero y plasma)
fueron recogidas en diferentes momentos durante el trasplante: antes del
auto-HCT (SPRE), a los 5 y 10 dias post trasplante (S5 y S10), en el momento
del debut (onset) del ES (SON) o al alta (SDIS) si no presentaban esta com-
plicacién. Evaluamos cambios en biomarcadores plasmaticos relacionados
con la activacién del endotelio. La reactividad de las CE y de la matriz ex-
tracelular (MEC) generada frente a la adhesién de leucocitos y plaquetas,
respectivamente, fue evaluada mediante sistemas reolégicos. También fue-
ron evaluados los niveles circulantes de factor de von Willebrand (VWE).

Resultados: Los resultados i vitro mostraron un aumento de la expresién
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de ICAM-1 sobre las CE expuestas a muestras de ES frente a muestras non-
ES, méxima en S5 (Figura 1), coincidente con la adhesién de leucocitos in-
crementada. Paradéjicamente, el VWF liberado a la ECM fue mayor en
respuesta a las muestras non-ES, en paralelo con los niveles de adhesién pla-
quetaria. Sin embargo, el VWE circulante fue significativamente superior en
los pacientes ES respecto a los non-ES en todos los puntos analizados, dife-
rencia especialmente significativa en S10 (% VWEF:Ag de 338.9+20.3 vs
261.2+30.8, respectivamente; p=0.05; y % VWE:GPIbM de 346.6+26.6 vs
261.2+30.6, respectivamente; p=0.048) (Figura 2). Es interesante destacar
una pérdida significativa de VE-Cadherina en las CE expuestas a muestras
ES vs las expuestas a muestras non-ES en S5 (% area cubierta de 21+1.4 vs
14.4£0.6 (Mean+SEM), respectivamente; p=0.000) (Figura 3). Ademads, la
activacion de las proteinas de sefnalizacién p38MAPK y Erk1/2 en respuesta
a muestras ES fue intensa y sostenida, por encima de la observada en CE
expuestas a muestras non-ES.
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Figura 1. Expresion de ICAM-1 determinada por microscopia de fluo-
rescencia con micrografias (40x) y expresada como incremento de
fluorescencia (fold increase) respecto al valor de la muestra SPRE.
Las micrografias son representativas de uno de los experimentos re-
alizados con pool de plasma (n=4) de pacientes pertenecientes a
cada grupo. Dado que la mediana de dias para el debut del ES fue 8,
los resultados de la muestra SON (en el grupo ES) se representan en
el tercer punto de esta cinética, por orden cronologico.

SPRE S5 §10  SDIS/SON SPRE S5 $10 SDIS/SON
p=0.288  p=0209  p=0.050*  p=0733 p=0218 p=0228  p=0.048" p=0.586
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Figura 2. VWF:Ag (antigeno de factor de von Willebrand) y
VWF:GIbM (actividad de factor de von Willebrand) a lo largo del
auto-HCT en ambos grupos. Los niveles de VWF:Ag y VWF:GIbM de
los diferentes puntos analizados se compararon entre los grupos,
ES y non-ES, con un analisis estadistico basado en una t-student
para muestras independientes. *p<0.05.
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Figura 3. Expresion de VE-cadherina en células endoteliales en cul-
tivo expuestas a suero de la muestra S5 de pacientes ES y de pa-
cientes non-ES. Las imagenes son representativas de uno de los
experimentos de n=3 por grupo.
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Conclusiones: Nuestros resultados indican que la activacién endo-
telial precede al desarrollo de ES y podria ser uno de sus sustratos fisio-
patoldgicos. La elevacién de los biomarcadores de disfuncién endotelial
en los pacientes ES fue evidente incluso bajo la profilaxis especifica ba-
sada en corticoides que se aplica en en nuestro centro. Este estudio
contd con el apoyo de la Fundacié Clinic, Barcelona (HCB/2020/0401),
Jazz Pharmaceuticals (IST-16-10355), Instituto de Salud Carlos III (FIS
PI119/00888), Fundacié Maraté de TV3 (202026_10), Fundacién Alemana
José Carreras para la Leucemia (03R/2019) y Generalitat de Catalunya
(2017-SGR675-CERCA), Emili Letang-Josep Font 2020/2021.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflictos de
interés en relacién al presente estudio.
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CAPACIDAD PRONOSTICA DE LOS INDICES DE RIESGO CL[\_SICOS E IMPACTO DELTIPO
DE DONANTE EN LOS RESULTADOS DEL TRASPLANTE ALOGENICO CON DOSIS ALTAS DE
CICLOFOSFAMIDA POST-TRASPLANTE

Mora Pujades Jorge!, Esquirol Sanfeliu Albert!, Novelli Canales Silvana,
Redondo Velao Sara!, Caballero Gonzélez Ana Carolina!, Garrido Diaz
Ana', Lépez Pardo Jordi!, Moreno Atanasio Carol!, Onate Hospital Gua-
dalupe!, Saavedra Gerosa Silvanna!, Granell Gorrochategui Miquel',
Briones Meijide Javier!, Sierra Gil Jorge!, Garcia-Cadenas Irene!,
Martino Bofarull Rodrigo!

"Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Introduccion: La reduccién en la incidencia de Enfermedad Injerto
contra Receptor (EICR) grave asociada al uso de dosis altas de ciclofos-
famida (Cypost) en el trasplante de donante haploidéntico ha impulsado
su uso como profilaxis en los trasplantes de progenitores hematopoyé-
ticos (TPH) a partir de otros tipos de donantes. Hasta la fecha no dis-
ponemos de datos sélidos sobre el impacto del tipo de donante ni sobre
la utilidad de los indices de riesgo clasicos con esta nueva plataforma
de profilaxis. El objetivo de este estudio es analizar estos aspectos en
una cohorte de pacientes tratados de forma consecutiva en una sola ins-
titucion.

Pacientes y Métodos: Analisis retrospectivo de una cohorte de
casos consecutivos de TPH alogénicos realizados entre 2013-2020, en
los que la profilaxis de la EICR fue con Cypost junto a un segundo in-
munodepresor. Se incluyeron diferentes diagnésticos, fases de la enfer-
medad, tipos de donantes y esquemas de acondicionamiento.

Resultados: Las caracteristicas de los 132 pacientes se resumen en
la Tabla 1. Con una mediana de seguimiento para los pacientes vivos
de 704 dias (83-2676), la incidencia de EICR aguda (EICRa) grado 2-4 a
dia +120 y de EICR crénica (EICRc) moderada-severa a 1 afio en la serie
global fue de 24% (IC95%: 16-32) y del 6% (IC95%: 1-11) respectiva-
mente, sin diferencias significativas en funcién del tipo de donante, pero
con una tendencia a mayor EICRa en el grupo trasplantado de un do-
nante no emparentado con alguna diferencia HLA (DNEmm) (38%, IC
95% 18-58, HR 5.6, p=0.1). La mortalidad relacionada con el TPH
(MRT) a 1 afio fue globalmente del 15% (IC95%: 8-21) y del 31% (IC
95%: 15- 57) enlos TPH de DNEmm (HR 7.4, p=0.05), Figura 1.
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Figura 1. Mortalidad relacionada con el trasplante a 1 afio en fun-
cion del tipo de donante.
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Figura 2. Impacto del DRI y el HCT-CI en la supervivencia global

Tabla 1.
Edad (afios) 50(17-72)
Sexo (hombre) 68 (52)
Enfermedad
LMA 44 (33)
LLA 13 (10)
MM 3(2)
LNH 19 (14)
LH 13 (10}
SMD 18 (14)
LMC-NMP 12(9)
Otros 10 (8)
TPH previo 18 (14)
Situacién al TPH
RC 78 (59)
RP 32 (24)
EE/Progresion 22(17)
Tipo de donante
DE 24 (18)
DNE idéntico 27 (20)
DNEmm 35(27)
Haploidéntico 46 (35)
Acondicionamiento: MAC N (52)
Profilaxis
Cypost-Tacrolimus 123 (93)
Cypost-Sirolimus 9(7N
Fuente PH: SP 129 (98)
HCT-C1 >4 9(7
EBMT risk score > 4 79 (61)
DRI alto/muy alto 55 (42)
CD34+ infundidas > 5 x 5,2(1,2-9,2)
10E6/kg

LMA (leucemia micloide aguda); LLA (leucemia linfoide aguda); MM (mieloma
miultiple); LNH (linfoma no Hodgkin); LH (linfoma de Hodgkin); SMD (sindrome
mielodisplasico); LMC-NMP (leucemia mieloide cronica-neoplasias
mieloproliferativas); TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos; RC: respuesta
completa; RP: respuesta parcial; DE: donante emparentado; DNEid: Donante no
emparentado idéntico ; DNEmm: Donante no emparentado mismatch; MA:
mieloablativo; Cypost: ciclofosfamida; SP: sangre periférica
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La recaida al ano fue del 18% (IC 95%: 10-24) con una supervivencia
global (SG) y libre de progresién (SLP) del 81% (IC 95%: 73-88) y del
73% (IC 95%: 66-80) respectivamente, sin observarse diferencias segiin
el tipo de donante. Respecto a los indices prondsticos clasicos, un Di-
sease Risk Index (DRI) alto-muy alto y un Hematopoietic Cell Trans-
plantation Comorbidity Index (HCT-CI) > 4 se asociaron a peor SG
(Figura 2), sin diferencias significativas en funcién del European Blood
Marrow Transplantation (EBMT) score.

Conclusiones: Los buenos resultados con el uso de Cypost se man-
tienen a lo largo del tiempo e independientemente del tipo de donante
utilizado. El uso de DNEmm y un HCT-CI > 4 se asociaron a mayor
MRT, mientras que el DRI se muestra ttil para predecir peor supervi-
vencia asociada a recaida.

C0-004

PREDICCION DE LA MORTALIDAD TOXICA Y LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN PA-
CIENTES CON ENFERMEDAD DE INJERTO CONTRA RECEPTOR AGUDA MEDIANTE EL USO
DE BIOMARCADORES EN PLASMA

Muiiz P!, Bailén R?, Carbonell D!, Chicano M?, Sanz-Villanueva L,
Oarbeascoa G?, Gémez-Centurién I', Anguita 2, Kwon MY, Diez-Martin JL?,
Martinez-Laperche C!, Bufio I?

'Servicio de Hematologia, Hospital General Universitario Gregorio Maraiion
(HGUGM), Madrid, Espaiia; *Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio
Maraifién (IISGM), Madrid, Espaiia

Introduccion: La enfermedad de injerto contra receptor (EICR) es la
principal causa de mortalidad relacionada con el tratamiento (MRT) des-
pués de un trasplante alogénico. Los pacientes con EICR aguda (EICRa)
grados II-IV tienen indicacién de tratamiento sistémico con dosis defi-
nidas de esteroides, pudiendo estar infra o sobretratados. El grupo de
Levine er al.*, ha desarrollado un algoritmo que incluye 3 biomarcadores
(TNER1, ST2 y REG3«) definiendo tres grupos de riesgo, siendo pre-
dictores de respuesta a tratamiento y MRT. La determinacién de estos
biomarcadores se realiza con tecnologia tipo ELISA, la cual es laboriosa
y poco aplicable a la rutina clinica. El objetivo de este estudio es la apli-
cacién de una tecnologia ELISA automatizada para la deteccién de estos
biomarcadores en el momento del diagnéstico del EICRa para definir
la probabilidad de respuesta a tratamiento y MRT.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los 35 pacientes diagnosticados
de EICRa después de un alo-TPH. DNE: Donante no emparentado;
Cy-post: ciclofosfamida post-trasplante; ATG: globulina antitimoci-
tica; MTx-Csa: metotrexato y ciclosporina.

Caracteristicas Cohorte (n=35)

Diagndstico

Leucemia mieloide aguda 9 (25,7%)
Sindrome mielodisplasico 7 (20%)
Linfoma Hodgkin 5(14,3%)
Linfoma no Hodgkin 5(14,3%)
Leucemia linfoide aguda 4(11,4%)
Otros 5(14,3%)
Donante

Familiar 31 (88,6%)
DNE 4(11,4%)
Identidad HLA

Idéntico 7 (20%)
Haploidéntico 28 (80%)

Profilaxis EICR

Cy-post 29 (82,9%)
ATG 3 (8,6%)
Mtx-Csa 3 (8,6%)

EICR inicio sintomas (mediana, dias) 31 (rango 14-91)
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Figura 1. A) Incidencia acumulada de MRT acorde a los niveles de
ST2, REG3x, TNFR1 e IL6 segiin curvas ROC. B) Incidencia acumu-
lada de MRT y respuesta al tratamiento aplicando el algoritmo de
los 3 biomarcadores (AA3: Ann Arbor 3 (rojo); AA2: Ann Arbor 2
(naranja); AA1: Ann Arbor 1 (azul)).

Métodos: Se seleccionaron retrospectivamente 35 pacientes de los
que se disponia de muestra de plasma sin tratamiento al diagndstico
del EICR y que recibieron un alo-TPH (2009-2019), 21 pacientes EICRa
III-IV con indicacién de tratamiento sistémico y 14 pacientes EICRa
grado I o sin EICRa. Se utilizaron muestras de plasma en el momento
de diagndstico antes del tratamiento y en los casos con EICRa leve o
sin EICR en el +180 post-TPH. Se disenié una placa que incluia el estudio
simultdneo de 4 biomarcadores (ST2, REG3a, IL6 y TNFR1). El inmu-
noensayo se llevé a cabo en un analizador de inmunologia tipo de
ELISA totalmente automatico (Ella, R&D systems) con un tiempo de
respuesta de 90 minutos. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney para
comparar variables independientes. La determinacién del mejor punto
de corte para los 4 biomarcadores se realizé a partir de curvas ROC.
Para la estratificacién de los pacientes en funcién de la MRT se utilizé
el algoritmo publicado por Levine et al.

Resultados: Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran
en la Tabla 1. Se realizé la correlacién entre los niveles de cada uno de
los biomarcadores y la EICRa y MRT (no se muestran los datos). Se en-
contré asociacién entre niveles elevados de ST2 e IL6 al debut de la
EICRa con el desarrollo de EICRa III-IV (p= 0,024). La incidencia acu-
mulada de MRT en funcién de los puntos de corte para los diferentes
biomarcadores se muestra en la Figura 1A. La clasificacién de los pa-
cientes en alto o bajo riesgo de MRT vy la respuesta al tratamiento
acorde al algoritmo empleado (score Ann Arbor) se muestra en la Figura
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1B. A los 100 dias post-TPH, la incidencia acumulada de MRT fue del
50% en los pacientes clasificados de alto riesgo (AA3) versus 0% y 3%
en los AAl y AA2, respectivamente. Sélo un 30% de estos pacientes
de alto riesgo respondié al tratamiento de EICRa (RC/RP), en compa-
racién con el 69% y 83% de los respondedores del grupo AA2 y AAT,
respectivamente.

Conclusiones: Este estudio confirma la correlacién de estos biomar-
cadores medidos en plasma en el momento de la EICRa con la predic-
cién de MRT vy respuesta al tratamiento. Asi, este estudio valida el
algoritmo publicado por Levine et al., con una nueva tecnologia auto-
matizada que permite una mayor aplicabilidad a la practica clinica. En
el futuro, esta estrategia puede guiar el tratamiento al debut de los pa-
cientes con EICRa.

Conlflicto de intereses: Los autores no tienen nada que declarar.
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EMPEZANDO LA AFERESIS DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS (CPH) EN
EL DIA +4 DE LA MOVILIZACION. EXPERIENCIA EN EL HOSPITAL UNIVERSITARI SON
ESPASES
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'Hospital Universitari Son Espases

Introduccion: El trasplante autélogo consiste en la administracién
de una quimioterapia (acondicionamiento), seguido de la infusién pos-
terior de CPH. Nuestro umbral minimo para la realizacién del trasplante
es disponer de un minimo de 2,5 células CD34+ x10%/Kg. Para poder
realizar una aféresis de CPH se administra factor estimulante de colo-
nias granulociticas (G-CSF) a dosis de entre 5-10 mcg/Kg/12h. El criterio
para poder empezar la aféresis, son un minimo de 10 CD34+/microlitro
en el dia +5. Normalmente, el dia +4 de la movilizacién se hace un re-
cuento basal de CD34+ para poder actuar de forma anticipada en aque-
llos pacientes malos movilizadores, asociando plerixafor al G-CSE
Existen una serie de factores relacionados con una mala movilizacién:
edad >65, trombopenia o neutropenia, infiltracién medular de linfomas,
linfoma del manto, >2 lineas de quimioterapia, radioterapia extensa,
fracaso de movilizacién previo o tratamiento con algunos farmacos (flu-
darabina, lenalidomida). Hay un subgrupo de pacientes muy buenos
movilizadores que ya antes del 5° dia de movilizacién presentan cifras
elevadas de CD34+ en sangre periférica. En nuestro centro, decidimos
empezar la aféresis de CPH a aquellos pacientes que en el dia +4 tuvie-
sen mas de 40 CD34+ basales para reducir el nimero de dias de movi-
lizacién.

Material y Métodos: Estudio retrospectivo descriptivo del Hospital
Universitari de Son Espases. Se incluyeron 36 pacientes durante el pe-
riodo 2015-2020 con cifras superiores a 40 células CD34+ en el dia +4
de la movilizacién. Se analizaron variables clinico-bioldgicas, factores
de mala movilizacidn, dosis de G-CSF administrada, cifras de CD34 ba-
sales en el dia +4, volemias procesadas, CD34 totales obtenidas en la
primera aféresis y nimero de aféresis necesarias.

Resultados: Analizamos 36 pacientes, de los cuales 21 eran varones
(68%) y cuya media de edad fue 51,55 afios [Rango 17-74], siendo 3 de
ellos mayores de 65 (8%). Diagndsticos: 15 (42%) Mieloma Mdiltiple;
8 (22%) Linfomas No Hodgkin (7 de estirpe By 1 T); 6 (17 %) Amiloi-
dosis; 4 (11%) Linfoma de Hodgkin; 1 (2,7 %) Plasmocitoma solitario;
1(2,7%) Sd. de POEMS y 1 (2,7 %) tumor testicular. 17 (47 %) pacientes
no presentaban factores de mala movilizacién; 14 (39%) presentaban
uno; 5 (14%) presentaban dos; y ninguno més de 2. La mediana de dosis
de G-CSF/Kg fue 8,84 mcg [5-11,39]. La mediana de CD34+ en el cuarto
dia de movilizacién fue de 80 [rango 41-431]. La mediana de volemias
procesadas en la primera aféresis fue de 2,2. La mediana de CD34+/Kg
obtenidas en la primera aféresis realizada en el cuarto dia de moviliza-
cién fue de 3,07 [0,79-22,09]. La mediana de CD34+ totales obtenidas
con las aféresis de CPH fue de 5,59 CD34+ X109Kg. 20 pacientes de
los 36 totales (56 %) consiguieron > 2,5 CD4/Kg para la realizacién del

trasplante en la primera aféresis. A 16 (44%) pacientes se les realizé una
sola aféresis; 18 (50%) necesitaron 2 y dos (6%) precisaron 3 aféresis.

Conclusiones: - La aféresis en el dia +4 en los pacientes buenos mo-
vilizadores puede ser una alternativa eficaz para reducir los tiempos de
la movilizacién y reducir la cantidad de G-CSF administrada a los pa-
cientes. - Este subgrupo de pacientes buenos movilizadores concuerda
con los factores de mala movilizacién ya que el 86% tenian <1.
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ANALISIS DIFERENCIAL IN VITRO DEL PERFIL PROTEOMICO ENDOTELIAL EN PACIENTES

CON ENFERMEDAD DEL INJERTO CONTRA EL RECEPTOR (EICR) SENSIBLES Y RESISTEN-
TES AL TRATAMIENTO CON CORTICOSTEROIDES
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Introduccion: La enfermedad del injerto contra el receptor (EICR)
es una complicacién con alta morbi y mortalidad que ocurre después
del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. La lesién en-
dotelial juega un papel crucial como sustrato fisiopatolégico de la EICR.
El tratamiento de primera linea para la EICR son los corticosteroides.
No obstante, existen pacientes que desarrollan resistencia a estos far-
macos, requiriendo una segunda linea de tratamiento. El objetivo del
presente estudio fue el de realizar un analisis comparativo del perfil pro-
teémico endotelial en respuesta al suero de pacientes con EICR sensi-
bles y resistentes al tratamiento con corticosteroides.

Métodos: Muestras de sangre de pacientes con EICR, sensibles (n=8)
y resistentes (n=4) al tratamiento con corticosteroides, fueron recogidas
al diagnéstico de la EICR. Cultivos de célula endotelial (HMEC-1) fueron
expuestos durante 48h al suero de los pacientes. Para estudiar cambios en
el perfil proteémico, las células fueron lisadas y las muestras resultantes
analizadas mediante nanocromatografia liquida (nanoLC) acoplada a un
espectrémetro de masas (LTQ-Orbitrap Velos Pro, ThermoFisher Scienti-
fic). La identificacién y cuantificacién de proteinas fue realizada mediante
técnicas de marcacién isobdrica (Proteome Discoverer v.1.4.0.288, Ther-
moFisher Scientific). Finalmente, las comparaciones entre resultados de
las muestras del grupo sensible vs las del grupo resistente fueron realizadas
mediante el programa Mass Profiler Professional v.14.5 (Agilent Techno-
logies). Los criterios para el estudio comparativo incluyeron p<0,05 y un
incremento mayor o menor a 1,15 veces. Los resultados de las compara-
ciones fueron evaluados estadisticamente por anélisis de multivariantes

(Principal Component Analysis, PCA).
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Figura 1. (a) Analisis de componentes principales (PCA) de los resultados
obtenidos al comparar muestras de células endoteliales expuestas a sue-
ros de pacientes sensibles (verde) y resistentes (rojo) a los corticosteroides.
(b) Las 15 proteinas (codigo Uniprot) que contribuyen de manera mas sig-
nificativa en la separacion de las dos poblaciones. El heatmap (a la dere-
cha del panel b) muestra la intensidad de la variable de cada grupo
respectivo, indicando un alto (rojo) o bajo (azul) nivel de proteina.
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Resultados: De las proteinas detectadas, fueron identificadas 44 que
permitieron separar claramente los dos grupos, de manera estadistica-
mente significativa segtn la representacién PCA (Figura 1). Las 15 pro-
teinas con una mayor diferencia entre grupos (p<0,05) pueden
observarse en la Figura 1 y Tabla 1. Es de interés destacar que algunas
de ellas estdn asociadas a vias de estrés oxidativo.

Conclusiones: Existen diferencias claras en la expresién de proteinas
en células endoteliales tras ser expuestas al suero de pacientes sensibles
y resistentes a los corticosteroides, antes de iniciar el tratamiento. Los
resultados obtenidos constituyen un primer paso para investigar la con-
tribucién del endotelio en la respuesta al tratamiento en aquellos pa-
cientes que desarrollan la EICR. Los mecanismos implicados deben ser
explorados en base a las proteinas identificadas en el presente estudio.

Conflicto de intereses: Los autores declaran que no existe conflicto de
interés con relacion al presente estudio.

Financiacion: Fundacié Clinic, Barcelona (HCB/2020/0401), Jazz
Pharmaceuticals (IST-16-10355), Instituto de Salud Carlos III (FIS
PI119/00888), Fundacié Maraté de TV3 (202026_10, German Josa Carre-
ras Leukaemia Foundation (03R/ 2019), Generalitat de Catalunya (2017-
SGR675, CERCA), Fundacié Catalana de Trasplantament (Beca FCT
2021), Emili Letang - Josep Font 2020 y 2021.

Tabla 1. Proteinas mas importantes en la contribucion de la sepa-
racion de los grupos sensible y resistente a los corticosteroides.

g::,itsﬁ-; Protein Name P Regulation| FC
P05090 Apolipoprotein D 0,0383 down 1,437
Q6R327 Rapamycin-insensitive companion of mMTOR 0,0372 down 1,417
P41208 Centrin-2 0,0438 down 1,350
QONWX6 Probable tRNA(His) guanylyltransferase 0,0445 down 1,344
Q969G6 Riboflavin kinase 0,0188 up 1,289
Q9Y6D6  |Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange protein 1| 0,0112 up 1,244
E9PKH6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8 | 0,0218 down 1,280
P14854 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 0,0427 down 1,255
Q9UKK3 Protein mono-ADP-ribosyltransferase PARP4 0,0047 up 1,219
P19525 Interferon-induced, double—§1randed RNA-activated protein 0,0008 up 1,174
kinase
E9PLY5 Microtubule-actin crosil-:lirr;lg;ge;a‘;:tor 1, isoforms 1/2/3/5 0,0309 wp 1,203
E9PMI6 Methylosome subunit pICln 0,0287 up 1,127
Q8NBJ4 Golgi membrane protein 1 0,0444 up 1,214
Q16864 V-type proton ATPase subunit F 0,0087 down 1,214
E7ESI2 Cyclin-dependent kinase 2 0,0191 down 1,194
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RESPUESTATRAS PRIMER Y SEGUNDO CICLO DE QUIMIOTERAPIA INTENSIVA EN
PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA: IMPACTO EN LA SUPERVIVENCIA E
INFLUENCIA DEL TRASPLANTE
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'Hospital Ramon y Cajal

Introduccion: En los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) la respuesta al tratamiento quimioterdpico es uno de los factores
mas influyentes en la supervivencia. No alcanzar Remisién Citolégica
(RC), e incluso alcanzar RC pero con Enfermedad Minima Residual
(EMR) por otras técnicas mas sensibles como la Citometria de Flujo
(CMF) nos delimita un grupo de alto riesgo en el que esta indicado el
trasplante (TPH) para prevenir la recaida.

Objetivos: Analizar la Supervivencia Global (SG) y la Supervivencia
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Libre de Evento (SLE) en funcién de la respuesta al primer y segundo
ciclo de quimioterapia intensiva y la influencia del TPH.

Métodos: analisis retrospectivo de 197 pacientes con LMA diagnos-
ticados entre 2008 y 2020 que recibieron quimioterapia intensiva y/o
fueron trasplantados en nuestro centro y disponfamos de la informacién
del tratamiento inicial. Analizamos la respuesta tras el primer y segundo
ciclo de quimioterapia intensiva dividiendo la cohorte en funcién de la
respuesta tras cada uno: Grupo 1) pacientes en RC con EMR- (<0.1%
por CMEF), Grupo 2) pacientes en RC con EMR+ (20.1% por CME),
Grupo 3) pacientes que no alcanzan RC (25% de blastos por citologia).

Resultados: En la Figura 1 estd representado el diagrama de flujo del
tratamiento y respuesta al primer y segundo ciclo. En la Tabla 1 se re-
flejan las caracteristicas basales de la poblacién. La mediana de segui-
miento de la cohorte fue de 16 meses (0-145).

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion.

Variable RC EMR- tras ler ciclon=54  RCEMR+ tras ler ciclo n=58 _25% blastos tras ler ciclo n=60 P value
Sexo varén, n (%) 32(59.3%) 45 (66.2%) 24(40%) 0.01
Edad al diagnéstico mediana (rango) 57(17.77) 57(17-76) 56(19-78) 0s
Clasificacion e Ia OMS, n (%)
Anomalias genéticas recurrentes 19(35.2%) 18 (36.5%) 8(133%)
Cambios asociados a mielodisplasia 16 (29.6%) 23(33.8%) 27 (as%)
Secundaria a terapia 4(7.4%) 7(103%) 6(10%) 03
NOS 15 (27.8%) 17 (25%) 15 (25%)
NMPc Ph- en fase bléstica 0(0%) 3(4.4%) 3(5%)
Clasificacion de la European LeukemiaNet, n(%)
Riesgo Favorable 14 (25.9%) 12 (17.6%) 3(5%)
Riesgo Intermedio 30/(55.6%) 44 (64.7%) 35 (58.3%) 0007
Riesgo Adverso 10(18.5%) 12(17.6%) 22 (36.7%)
% de blastos en MO al diagnéstico, mediana (rango) 62(15-100) 49.5(20-100) 60(20-100) 08
Displasia significativa al diagnéstico, n (%) 17(33.3%) 22(37.3%) 27 (50.9%) 02
Leucocitos al diagnéstico, mediana (rango) 5525 (410-254000) 7750 1 351

04
Cifra de plaquetas al diagnéstico, mediana (rango) 65000 (700-268000) 52300 (9000-460000) 74050 (18000-869000)

02
Hemoglobina al diagnéstico, mediana (rango) 9.6 (4.46) 93(5.115.5) 9.4(4.6-14.8) 07
Recibe TPH, n (%) 36(66.7%) 50 (73.5%) 30(50%) 002
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4 Pacientes analizados en funcién de la respuesta al Ciclo 1

§ Peclentes analizados en funcién de la respuesta al Ciclo 2

Figura 1. Flujo de los pacientes que reciben 1 o 2 ciclos de quimio-
terapia intensiva a la respuesta a los mismos.
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Figura 2. A) SLE en funcion de la respuesta al Ciclo 1 en el grupo
de pacientes que recibe TPH, B) SLE en funcion de la respuesta al
Ciclo 1 en el grupo de pacientes que no recibe TPH, C) SLE en fun-
cion de la respuesta al Ciclo 2 en el grupo de pacientes que recibe
TPH, D) SLE en funcion de la respuesta al Ciclo 2 en el grupo de
pacientes que no recibe TPH.
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La SLE alos 3 anos (3a-SLE) fue del 28.5% y la SG (3a-SG) del 36.5%.
Primero analizamos la supervivencia en funcién de la respuesta al pri-
mer ciclo: la 3a-SLE fue del 42% en el Grupo 1 vs 29% Grupo 2 vs 15%
Grupo 3 (Grupo 1 vs 2 p=0.09, Grupo 1 vs Grupo 3 p<0.001). La 3a-SG
fue del 52% vs 36% vs 25% (Grupo 1 vs 2 p=0.02, Grupo 1 vs Grupo 3
p<0.001). Posteriormente analizamos la supervivencia segtn la res-
puesta tras el segundo ciclo: la 3a-SLE fue del 50% en el Grupo 1 vs
18% Grupo 2 vs 8% Grupo 3 (Grupo 1 vs 2 p<0.001, Grupo 1 vs Grupo
3 p<0.001). La 3a-SG fue del 60% vs 30% vs 20% (Grupo 1 vs 2 p=0.002,
Grupo 1 vs Grupo 3 p<0.001). Finalmente estratificamos a los pacientes
segln si han recibido TPH o no: los pacientes que consolidaron con
TPH tuvieron una supervivencia similar independientemente de la res-
puesta tras el primer ciclo (p=0.3 para la SLE y la SG). En cambio los
pacientes que consolidaron con TPH con EMR- tras el segundo ciclo tu-
vieron una supervivencia significativamente mejor que el grupo con
EMR+ o 25% de blastos tras el segundo ciclo (SLE p<0.001, SG
p=0.007). En los pacientes que no consolidaron con TPH, la SLE y la SG
fue significativamente mejor en los pacientes con EMR- respecto a los
otros dos grupos tanto tras el primer como el segundo ciclo (Figura 2).

Resultados: los pacientes que no alcanzan RC y aquellos con EMR+
tras el primer ciclo representan dos grupos de alto riesgo, aunque el tras-
plante es capaz de revertir el mal pronéstico de estos pacientes. Las di-
ferencias en términos de supervivencia son mds marcadas en funcién
de la respuesta al segundo ciclo y el TPH ya no es capaz de vencer el
mal pronostico de no alcanzar EMR-.

Conlflicto de intereses: Ninguno de los autores presenta conflicto
de interés.
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IMPLICACIONES DEL RUXOLITINIB, INHIBIDOR DE JAK1/JAK2, SOBRE EL EFECTO
INJERTO CONTRA LEUCEMIA EN LAS CELULAS NK
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Introduccion: El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)
es la opcién terapéutica mas empleada en leucemias de alto riesgo tras
el fallo de la quimioterapia. Las presencia de células NK aloreactivas,
en el contexto del TPH, se correlaciona con una menor tasa de recaida,
ademds de favorecer el injerto, disminuir la enfermedad injerto contra
receptor (EICR) y disminuir las infecciones virales, asi como su efecto
de injerto contra leucemia (EIcL). Uno de los efectos adversos del TPH
es el EICR. Entre los firmacos que minimizan el EICH se encuentra el
ruxolitinib, un inhibidor de la via de sehalizaciéon JAK1/JAK2. El obje-
tivo de este trabajo es evaluar el papel del ruxolitinib sobre el efecto
EIcL mediado por las células NK.

Métodos: Se obtuvieron las células NK purificadas a partir de sangre
periférica de donantes sanos. Las células NK fueron incubadas durante
16h con LPS y CpG (ligandos de los receptores tipo Toll TLR4 y TLRY,
respectivamente) en presencia o ausencia de dosis crecientes de ruxoli-
tinib (0.1, 1 y 10 uM). Se analizé su expresién génica y produccién de
citoquinas pro-inflamatorias IL-1p, TNF«, IENy e IL-6 mediante RT-
gqPCR y ELISA, respectivamente. También se evalu6 la capacidad fun-
cional de estas células NK mediante el ensayo de citotoxicidad DELFIA
Cell Cytotoxicity Assay y el ensayo de degranulacién CD107a, ambos
frente a la linea celular K562. Para el estudio de la capacidad prolifera-
tiva, se obtuvieron NK activadas y expandidas (NKAEs) mediante el co-
cultivo de células mononucleares de sangre periférica con las lineas
celulares K562mblL-15 y K562mbIL-21 e IL-2 en presencia o ausencia
de ruxolitinib. Los ensayos de degranulacién y proliferacién se moni-

torizaron mediante citometria de flujo.
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